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RESUMEN

En la presente investigacion se determind la composicion quimica y la
actividad antimicrobiana de los frutos de Solanum mammosum en cepas de
referencia internacional. Los frutos se recolectaron en el Municipio Pampan del
estado Trujillo. La obtencion de los extractos se realizé a partir del epicarpio y
semilla de la especie en estudio mediante la técnica de reflujo, usando los
disolventes hexano, metanol y metanol-agua (70:30). Por medio del tamizaje
fltoquimico, se estableci6 la presencia de alcaloides, triterpenos, compuestos
fendlicos, lactonas y quinonas y la ausencia de glicésidos cardiotonicos,
saponinas y taninos. La actividad antibacteriana de los extractos fue evaluada
mediante los método de difusion en disco y en pozo de agar (Kirby-Bauer), a
una concentracion de 10 mg/mL evidenciandose que los extractos estudiados
presentaron mayor actividad frente a los microorganismos mediante el método
de difusion en pozos. De igual forma se evalud la actividad antifungica
mediante el método de difusién en disco de agar y los resultados no revelaron
efectividad de los extractos frente a las cepas fungicas a excepcion del
extracto de semillas de hexano frente a Candida albicans (7 mm).

Palabras Clave: Solanum mammosum, actividad antimicrobiana, tamizaje
fitoquimico.
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INTRODUCCION

Estudios demuestran que la resistencia a los antimicrobianos es una de las
diez principales amenazas de Salud Publica a las que se enfrenta la
humanidad, esto debido a que cada afio mueren mas 700 mil personas en todo
el mundo a causa de gérmenes resistentes; se estima que de no tomar las
medidas necesarias para 2050, estas resistencias microbianas podrian
convertirse en la principal causa global de muerte, lo que pone de manifiesto
la urgencia de implementar medidas preventivas mas efectivas, esto incluye la
necesidad de restringir el uso de antibidticos a situaciones necesarias para
minimizar la aparicion de nuevas resistencias y también es indispensable la
basqueda e implementaciéon de nuevas formas terapéuticas que puedan
contribuir en la minimizacién de aparicion de estas cepas resistentes (Sierra,
2017).

Es bien sabido que las plantas han sido utilizadas desde tiempos
prehistoricos con fines medicinales, dichos tratamientos se basan en el uso de
los extractos de plantas o sus principios activos. La utilizacién de sustancias
naturales en el tratamiento de diferentes enfermedades incluidas las de
etiologia infecciosa constituye en la actualidad un desafio para la farmacologia
y la medicina y se ofrece como una alternativa sobre todo en aquellas
infecciones en las que los antimicrobianos de uso actual no estan siendo
efectivos esto debido a la multirresistencia que han desarrollado ciertos
microorganismos (Sierra, 2017).

En la busqueda de nuevas opciones terapéuticas, los metabolitos
presentes en especies vegetales juegan un papel muy importante en la
relacion planta-patogeno permitiendo su defensa frente a este ultimo, lo cual
ha hecho necesario el avance en el estudio y deteccion de la actividad
biolégica en plantas (Gregori, 2005).



El género Solanum posee plantas notables por diversas propiedades, hay
especies que son importantisimos rubros para la alimentacién a nivel mundial,
o de interes ornamental, mientras que otras son extremadamente téxicas e
incluso varios investigadores han divulgado informacion acerca de la actividad
antimicrobiana de diferentes especies del género Solanum, como la Solanum
mammosum destacando su poder antimicrobiano (Ramén y Galeano, 2020).

Es por esto que es necesario la realizacién de estudios mas profundos
acerca de las propiedades que posee la especie S. mammosum que puedan
favorecer el tratamiento frente a diferentes enfermedades de etiologia
infecciosa y que ayuden a precisar los compuestos quimicos que le brindan
las caracteristicas antimicrobianas (Huayhua y Nina, 2009).

Debido a lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue confirmar
la relacion de la composicion quimica y la actividad antimicrobiana de los frutos
de Solanum mammosum en cepas de referencia internacional.

La presente investigacion ha sido desarrollada siguiendo las normas APA
en su sexta edicion, la cual estuvo segmetada de la siguiente manera. El
Capitulo I: EI Problema, formado por los siguientes subtitulos: Planteamiento
del Problema, Justificacion e Importancia de la Investigacion, Objetivos de la
Investigacion, Alcances y Limitaciones de la Investigacion. ElI Capitulo I
Marco Teorico, en este se enmarcan los Trabajos Previos, Antecedentes
Historicos o Epistemoldgicos, Bases Teoricas, Definicion Operacional de
Términos, Operacionalizacion de las Variables e Hipotesis. EI Capitulo I
Marco Metodoldgico, describe el Tipo de Investigacion, Disefio de la
Investigacion, Unidad de Investigacion, Poblacion y Muestra, Sistema de
Variables, Procedimientos o Metodologia de la Investigacién y Disefio de
Andlisis. El capitulo IV esta constituido de los Resultados y Discusiones, y el
capitulo V compuesto por, las Conclusiones, Recomendaciones y Referencias
Bibliohemerogréficas.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

Es bien sabido que la mayor parte de los seres vivos que existen sobre la
Tierra son microorganismos, es decir, organismos que no son visibles a simple
vista y con los cuales el hombre ha tenido que convivir desde el inicio de su
existencia. Estos organismos que abundan en el planeta interaccionan con
todos los seres vivos y con los elementos abiéticos de los ecosistemas, razon
por la cual, han jugado un papel protagonico en la evolucién de la vida, tal y
como se le conoce en la actualidad. Sin embargo, aunque los microbios
realizan actividades que son beneficiosas para el equilibrio de la vida, también
pueden ser perjudiciales para ciertos organismos, debido a que pueden
ocasionar enfermedades (Montafio, Sandoval, Camargo y Sanchez, 2010).

Debido a lo anterior, en 1929 se inici6 la batalla antimicrobiana, gracias al
descubrimiento de la penicilina por parte de Alexander Fleming, que se
constituyé como el primer antibiotico en la historia de la humanidad y dio paso
a la era de los antibidticos (Gacto, 2015). En este sentido, se define los
antimicrobianos como "sustancias de origen natural o sintético que eliminan o
inhiben el crecimiento de virus, bacterias, hongos y protozoos" (Observatorio
Salud y Medio Ambiente, 2022).

Pero a pesar de los esfuerzos en el area de la microbiologia, durante los
altimos afos se ha incrementado la resistencia de los microorganismos hacia
los farmacos con accién antimicrobiana, razén por la cual, la biusqueda de
nuevos compuestos que contribuyan a combatir los microorganismos

infecciosos continla en la actualidad. Esta resistencia, segun lo plantea el



Observatorio Salud y Medio Ambiente (2022), es un mecanismo natural de
defensa de las bacterias y se ha visto incrementada por el uso indiscriminado
de antibidticos y la liberacién de contaminantes en el medio ambiente, lo que
ha aumentado la presencia de bacterias resistentes a los antibioticos hasta tal
punto que estan comprometiendo la eficacia de estos farmacos como
herramienta terapéutica. De hecho, los expertos advierten que si no se toman
medidas urgentes se podria estar ante una era post-antibiotica, lo que pone
en peligro la vida y supervivencia en el planeta por lo perjudicial que pueden
llegar a ser estos microorganismos para la salud.

En este contexto, la biodiversidad de especies vegetales existentes,
resultan en una fuente de compuestos bioactivos que pueden ser probados y
aprovechados en el campo de la salud, especificamente en la lucha contra los
microorganismos que resultan perjudiciales para la salud. Esto se logra gracias
a la presencia de los metabolitos secundarios en las plantas medicinales, los
cuales tienen una composicién gquimica muy variada que va desde los
alcaloides, taninos, glucésidos, aceites esenciales, gomas, resinas, hasta
principios activos con propiedades antibidticas (Vélez, Campos y Sanchez,
2014).

Una de las familias vegetales que pueden contribuir con dicho propdésito
es la familia Solanaceae, la cual es una de las mas grandes y complejas de
las angiospermas e incluye 2500 especies en 100 géneros (Almoulah y
Vonikoy, 2017). De esta familia, uno de los géneros mas grandes es el
Solanum, la cual posee alrededor de 1700 especies distribuidas en todo el
mundo y se considera con un alto valor farmacologico por su riqueza y
diversidad de propiedades biolégicas como la actividad citotoxica,
anticancerigena, antiinflamatoria, antiulcerogénica, antimicrobiana vy
antioxidante. De hecho, existen reportes que indican que Solanum
mammosum es una fuente principal de Solasodina, un alcaloide conocido por

sus efectos diuréticos, anticancerigenos, antifingicos, cardioténicos,



antiespermatogenéticos,antiandrogénicos, inmunomoduladores y antipiréticos
en el sistema nervioso central (Ramén y Galeano 2020).

Cabe destacar que la especie S. mammosum es una planta nativa de
Sudamérica que se ha extendido a las Antillas y al Caribe, lugares en los que
se le ha dado usos medicinales para el tratamiento del pie de atleta, la sinusitis,
entre otros. La misma, cumple dichas acciones gracias a la presencia de
componentes quimicos como los flavonoides y los alcaloides, compuestos que
pueden evitar la sobrecolonizacion de microorganismos (Huayhua y Nina,
2009). De acuerdo con esto, por la importancia y accesibilidad a la S.
mammosum, asi como la escaza informacion relacionada a sus componentes
y actividad antimicrobiana, el presente estudio tuvo como propoésito,
determinar la relacion de la composicion quimica y actividad antimicrobiana de
los frutos de Solanum mammosum en cepas de referencia internacional. Es
por esta razdn que se ha propuesto la siguiente interrogante:

¢Cual es la relacion de la composicion quimica y la actividad
antimicrobiana de los frutos de Solanum mammosum en cepas de referencia

internacional?

Justificacién de la Investigacion

Debido a la eficaz resistencia que han desarrollado las bacterias y hongos
frente a los diversos farmacos sintéticos disefiados gracias a los avances de
la medicina moderna, resulta recomendable incluir el uso de los extractos de
las plantas medicinales en el tratamiento de infecciones causadas por los
microorganismos antes mencionados, dado que representan una alternativa
natural que disminuye la exposicion del paciente a medicamentos sintéticos,
que pierden su efectividad y que ademas, pueden ser toxicos a largo plazo

(Bisso, 2018). En este sentido, se considera pertinente determinar la



composicion quimica y actividad antimicrobiana de los frutos de Solanum
mammosum, en cepas de referencia internacional dado que conlleva un
interés académico Y cientifico.

De acuerdo con lo expuesto, responde a una necesidad académica debido
a que en la actualidad no se tiene totalmente clara la potencialidad
antimicrobiana de los extractos de los frutos de Solanum mammosum, razén
por la cual, los hallazgos del presente estudio, aportan conocimiento en
disciplinas como la Medicina, Farmacéutica, Botanica y Microbiologia. De la
misma manera, los resultados de la investigacion contribuyen con la
identificaciébn de los compuestos quimicos provenientes de los frutos de
Solanum mammosum, que demuestren una eficaz accion antimicrobiana.

Tal y como se aprecia, con el desarrollo del presente estudio se pudo
generar conocimientos de interés académico, cientifico y practico, razon por la
cual resulto justificable su desarrollo, no sélo por el aporte tedrico, sino también
el aporte practico para la solucion de problemas asociados con el combate de

diversos microorganismos perjudiciales para la salud.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacibn entre la composicion quimica y la actividad
antimicrobiana de los frutos de Solanum mammosum en cepas de referencia
internacional

Objetivos especificos

e Obtener los extractos de hexano (100%), metanol (100%), y metanol-
agua (70:30) de los frutos de Solanum mammosum mediante la técnica de

reflujo.

o Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en
los extractos obtenidos de los frutos de Solanum mammosum a través del

tamizaje fitoquimico.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos de los
frutos de Solanum mammosum por el método de difusion en agar con disco y
pozos (Kirby-Bauer).

Alcances y Limitaciones de la Investigacion
Alcances de la Investigacion
Demostrar la susceptibilidad antimicrobiana que poseen los extractos de

los frutos de S. mammosum frente a diversos microorganismos de referencia

internacional con la finalidad de promover una alternativa natural



antimicrobiana en Venezuela y contribuir con la comunidad cientifica en futuras

investigaciones sobre el género en estudio.

Limitaciones de la Investigacion

Continuos cortes del fluido eléctrico que afectan el desarrollo de la

investigacion



CAPITULO II

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Entre las investigaciones mas resaltantes, se puede mencionar el trabajo
realizado por Ramirez, Pérez, Obregon, Rojas, Aparicio, Cordero y De Lima
(2024), titulado: Actividad antibacteriana y antioxidante de los frutos de
Solanum hirtum Vahl de Venezuela. Los autores de esta investigacion
obtuvieron extractos de diclorometano y metanol, a partir de estos realizaron
el tamizaje fitoquimico y evaluacion de la actividad antibacteriana mediante la
técnica de difusion en disco de agar de Kirby-Bauer . Los resultados del
analisis fitoquimico revelaron la presencia de metabolitos secundarios en los
gue destacan alcaloides, terpenoides, esteroides, fenoles y flavonoides,
mientras que en la evaluacion de la actividad antibacteriana mostraron que el
extracto de diclorometano (10 mg/mL), tuvo actividad contra S. aureus (7,0
mm) y K. pneumoniae (9,0 mm) y el extracto metandlico (10mg/mL), contra P.
aeruginosa (7,0 mm), S. aureus (8,0 mm) y K. pneumoniae (9,0 mm). Tal como
se observa, esta investigacion sirvid como antecedente para el presente
trabajo, en vista de que los autores realizaron analisis de la composicion
fitoquimico de una especie del genéro Solanum, ademas se evaluo la actividad
antibacteriana por el método de difusiéon en disco de agar Kirby Bauer que
poseen los extractos de la especie frente a diversas cepas de referencia
internacional.

Por otro lado el trabajo realizado por Mendoza, Fuertes y Jahuira (2022).
Titulado: Andlisis fitoquimico y actividad antifungica in vitro del extracto

etandlico de las hojas de Solanum hispidum Pers. El procedimiento de la



investigacion consisitié en realizar un analisis fitoquimico prelimiar cualitativo
mediante reacciones de color y precipitacion, asi como también una evaluacion
de actividad antifangica in vitro del extracto etandlico de las hojas de Solanum
hispidum Pers (25 mg/mL). La actividad antifungica fue investigada frente a los
microorganismos: Candida albicans, Aspergillus brasiliensis y Trichophyton
mentagrophytes usando los métodos de difusion en pozo de agar (Kirby Bauer)
y la concentracion minima inhibitoria (CMI). El analisis fitoquimico reveld la
presencia de compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, esteroles, alcaloides
y saponinas, mientras que la actividad antifungica arrojo halos de inhibicion
entre 23 a 26 mm para todos los cultivos fungicos y los valores de CMI fueron
de 125 pug/mL, 250 ug/mL y 125 ug/ mL para Candida albicans, A. brasiliensis
y T. mentagrophytes, respectivamente. Como se pudo determinar, el estudio
de los autores se relaciona con esta investigacion ya que se evaluo la actividad
antifingica de extractos obtenidos a partir de una especie de Solanum frente
a cepas fungicas de referencia internacional por medio del método de difusion
en pozos de agar (Kirby Bauer).

Finalmente se tiene la investigacion llevada a cabo por Ramon y Galeano
(2020), titulada: “Actividad antioxidante y antimicrobiana de extractos
metandlicos de las hojas de plantas del género Solanum®, el cual tuvo como
objetivo: evaluar la actividad antioxidante y antimicrobiana de los extractos
metandlicos de diez especies del género Solanum. Para su cumplimiento los
autores obtuvieron extractos metanolicos de diez especies del género
Solanum (S.mamosum, S. senssiliflorum, S. grandiflorum, S.jamaicense, S.
quitoense, S. candidum, S. barbeyanum, S. hartwegli S. schlechtendalianum y
S. rugosum) para posteriormente realizar el tamizaje fitoquimico en el cual
determinaron la presencia de fenoles y flavonoides. La actividad
antimicrobiana se evalu6 usando los microorganismos Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli mediante el método de difusion en

discos de agar Kirby-Bauer a concentraciones de 20 mg/mL de los extractos.
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Los resultados reflejaron efectividad de los extractos solamente frente a
Escherichia coli (3 mm). Este estudio sirve como antecedente para la presente
invesigacion porque permitié evaluar la actividad antimicrobiana que poseen
extractos elaborados con hojas de plantas de especies del género Solanum.
Tal y como se observa, existen estudios previos que asocian a los
extractos de diferentes partes de las plantas del género Solanum con
actividades antimicrobianas, por tal motivo, resulta de interés para esta
investigacion conocer si los extractos de los frutos de las especie Solanum
manmosum, presentan propiedades antimicrobianas que puediesen ayudar en

la batalla contra los microorganismos.

Antecedentes Histéricos

La humanidad ha estado siempre en contacto con la naturaleza, puesto
que es de ella que obtiene sus alimentos, refugio y materia prima para
transformar y construir cosas, asi como también los elementos para cuidar de
su salud y bienestar. En este sentido, como lo indican Sabini, Menis y Beoletto,
(2019) “Las plantas medicinales han sido utilizadas desde épocas remotas
para el tratamiento de numerosas enfermedades. Desde los inicios de la
civilizacion, han ayudado al hombre ofreciendo distintos tipos de medicinas
capaces de curar ciertas dolencias gracias a sus compuestos naturales”. No
obstante, este cimulo de conocimientos en cuanto a las propiedades de cada
planta medicinal, no se ha obtenido en poco tiempo, por el contrario, la
informacion se ha ido transmitiendo en las distintas culturas y a sus
generaciones, a través del tiempo, inicialmente de boca en boca,
posteriormente, mediante registros que han servido de base para la medicina
tradicional, hoy en dia considerada como patrimonio de la humanidad.

Entre las plantas que presentan un uso doméstico dentro de la medicina

tradicional se tiene a la Solanum mammosum, también conocida como teta de
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vaca. Esta es una planta nativa de Sudamérica que se ha extendido a las
Antillas y al Caribe. Es una planta anual perenne de la familia de las
solanaceas y una pariente cercana del tomate. Su fruto es venenoso, pero ha
sido empleado bajo diversos usos, tanto ornamentales como medicinales. Se
conoce su aprovechamiento de distintos paises de Suramérica como
Colombia, Bolivia, Ecuador, Republica Dominicana y Peru, ejemplo de ello es
la etnia Mosetene (pie de monte andino de Bolivia) quienes usan el fruto de
esta planta como antimalarico y contra la sarna. Por su parte, en Filipinas el
fruto es empleado para tratar la ptisis bulbi, resfrios y pérdida de apetito,
mientras que en Cambodia, Laos y Vietham la planta es usada para inducir

narcosis (Mufioz, Sauvain, Bourdy, Rojas y Vargas, 2000).

Bases Teéricas

Familia Solanaceae

Aspectos botanicos de la familia Solanaceae

Las especies se distinguen por ser plantas lefiosas o herbaceas,
decumbentes o trepadoras, con hojas generalmente alternas, simples o
compuestas. Las flores solitarias o numerosas se disponen en cimas, umbelas,
racimos o paniculas, por lo comun son hermafroditas y actinomorfas; el caliz
es gamosépalo, generalmente persistente y en ocasiones acrescente en el
fruto, la corola es rotacea a tubular, lobada, estambres, y el ovario es supero,
por lo general con 5 I6culos. El fruto tiene forma de baya o capsula, dehiscente

o indehiscente (Sierra, Siquiros, Flores y Moreno 2014).
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Distribucion geogréafica y taxonomia de la familia Solanaceae

Debido a su variedad de formas vegetativas y reproductivas tienen la
capacidad de colonizar distintos tipos de habitats Posen una distribucion
cosmopdlita, con mayor frecuencia en regiones tropicales, subtropicales y
templadas. Contiene aproximadamente 96 géneros y 2300 especies. Los
géneros con mayor numero de especies son: Solanum (1,000), Lycianthes
(200), Cestrum (175), Nicotiana (95), Physalis (80) y Lycium (75). Aunque la
mayoria de los especialistas en la familia opinan que su centro de origen se
ubica en América del Sur, algunos de sus géneros se desarrollaron
ampliamente en otros paises, de manera que actualmente se mencionan
varios centros de diversificacion, entre ellos Australia, los Himalaya y México
(Sierra, Siquiros, Flores y Moreno 2015). Su taxonomia es la siguiente (Tabla
1):

Tabla 1. Taxonomia de Solanaceae

Dominio Eukarya
Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
Clase Eudicotyledoneae
Orden Solanales
Familia Solanaceae

Tomado y modificado de Sierra, Siquiros, Flores y Moreno, 2015.
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Metabolitos secundarios aislados de la familia Solanaceae

La familia Solanaceae ha sido ampliamente estudiada descubriendo varias
moléculas novedosas de alcaloides como: solanocapsina (1), nicotina (2) y
solamaladina (3); triterpenos: alfa amirina (4) y dammaranos (5), glicésidos de
flavonoides: Kaempferol (6) y saponinas: en raices, tallos y hojas. De las
moléculas antes mencionadas, son los alcaloides a quienes se ha dado una
importancia especial ya que éstos han mostrado presentar actividad en todos
los casos de estudio realizados (Figura 1) (Knapp, Bohs, Nee, y Spooner,
2004).

Figura 1. Principales componentes quimicos reporados en la familia

Solanaceae
HN

H,N™

Solanocapsina (1)

@)
Solamaladina (2)

Tomado y modificado de Knapp, Bohs, Nee, y Spooner, 2004.
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Figura 1. Principales componentes quimicos reporados en la familia

Solanaceae (continuacion).

)

NN N

N©  CHa

Nicotina (3)

Dammarano (5) Kamferol (6)
Tomado y modificado de Knapp, Bohs, Nee, y Spooner, 2004.

Actividades farmacologicas de la familia Solanaceae

Dentro de las capacidades farmacoldgicas que poseen destacan efectos
sedante y antisialogoga actividad antiinflamatoria, inmunomoduladora,
quimiopreventiva del cancer antioxidante, hipoglucemiante, antialérgica,
hepatoprotectora, antivirica, antiparasitaria, anticarcinogénica y propiedades
inmunomoduladoras (Knapp, Bohs, Nee, y Spooner, 2004).

Usos etnobotanicos de la familia Solanaceae

Solanaceae, es una de las familias mas grandes y extendidas del planeta,

incluye especies de importancia en distintos aspectos a nivel alimenticio como
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la papa, el tomate y el pimentén; de importancia industrial como el tabaco; de
valor ornamental como las potunias y de utilidad a nivel medicinal como

toluache y la bellodona (Sierra, Siquiros, Flores y Moreno, 2015).

Género Solanum

Aspectos botanicos

El género Solanum, es uno de los mas grandes de la familia de las
Solanaceae, posee alrededor de 1700 especies distribuidas en todo el mundo.
Incluye plantas herbaceas, arbustivas o trepadoras. En la mayoria de las
especies, el tallo es aéreo, circular o angular en seccion transversal, las hojas
son alternas o apareadas, simples a pinatilobadas o compuestas, pecioladas
o0 sésiles, sin estipulas (Ramon y Galeano, 2020).

Las flores son usualmente hermafroditas, formadas por cuatro ciclos de
piezas florales, cada uno compuesto por cinco miembros. El céliz es
acampanado, muchas veces acrescente en el fruto. La corola es rotada,
campanulada, estrellada o urceolada. El color de la corola puede ser blanco,
verde, amarillo, rosado, o purpura. Los estambres pueden ser iguales o
desiguales, los filamentos son en general cortos e insertos en la base de la
corola. Las anteras son basifijas y se abren por poros terminales que muchas
veces se expanden a aberturas longitudinales (Ramon y Galeano, 2020).

Requieren polinizaciébn por zumbido. El ovario es bi-carpelar, con
numerosos ovulos. El estilo est4 articulado en la base, el estigma es capitado.
El fruto es una baya, generalmente globosa y carnosa, algunas veces ovoide
o elipsoide, pero ocasionalmente seca, con muchas semillas chatas (Figura 2)

(Ramodn y Galeano, 2020).
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Figura 2. Especies del género Solanum

S. candidum S. barbeyanum S, hartwegl S. schlechtendalianum S. rugosum

Tomado y modificado de Ramon y Galeano, 2020.

Distribucion geografica y taxonomia del género Solanum

Solanum es el género mas rico en especies de la familia Solanaceae y uno
de los méas grandes de las angiospermas, posee distribucién mundial, con la
mayor concentracion de especies en el tropico y subtrépico. No obstante, la
mayoria de las especies de Solanum son originarias de Sudamérica,
especialmente en los Andes. Existen centros secundarios de diversidad y
endemismo en Norte América, América Central, el este de Brasil, las Indias
Occidentales, Australia, Africa y Madagascar (Figura 3) (Cafion y Menco,
2018).
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Figura 3. Ubicacién geogréfica del género Solanum.
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Tomado y modificado de Cafion y Menco, 2018.
Leyenda: Las zonas de color rojo (mayor presencia) color naranja (presencia

media) y amarillo (poca presencia)

Metabolitos secundarios aislados del género Solanum

El género Solanum ha sido ampliamente estudiado, lo que ha permitido el
aislamiento de metabolitos secundarios, como alcaloides esteroidales,
saponinas, flavonoides, y aceites eseciales dichos compuestos son
interesantes en el &mbito farmacoldgico por la actividad antimicotica, antiviral,
citotdxica y terarogénica que poseen (Pérez y Rojas, 2013).

Dentro de los alcaloides aislados del género Solanum destacan: Solanidina
(7), Espirosolano (8), Solacongestidina (9) y Jurubidina (10). Del mismo modo
en las saponinas resaltan: Solasodésido A (11). Y de los flavoniodes:

Quercetina (12) y Astragalina (13) (Figura 4).
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Figura 4. Principales componentes quimicos aislados del género Solanum

Meaee

Solanidina (7) Espirosolano (8)
fi?fw
Solacongestidina (9) Jurubidina (10)

Quercetina (12) Astragalina (13)

Tomado y modificado de Pérez y Rojas, 2013.
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Actividades farmacologicas del género Solanum

Este género presenta gran riqueza y diversidad de propiedades
farmacologicas; entre ellas, actividad citotdxica, anticancerigena,
antiinflamatoria, antiulcerogénica, antimicrobiana y antioxidante (Canon y
Menco, 2018).

Especie Solanum mammosum

Aspectos botanicos

Solanum manmosum es ampliamente conocida como tintona, teta de vaca
o chinchona. Se caracteriza por presentar frutos de color amarillo y es
venenoso, la cual, por su toxicidad, antiguamente fue utilizada para fabricar
insecticidas. Posee arbustos de unos 50 a 120 cm de alto, ramificado, con
ramas espinosas de 7 a 15 mm de largo por 3 a 5 mm de ancho (Alarcén y

Lars, 2008). Sus partes presentan las siguientes caracteristicas:

e Hojas: se encuentran densamente pubescentes en el haz y envés,
ubicadas en angulo de 90, simples, con bordes medianamente hendidos, con
espinas conspicuas Yy fuerte sobre las nervaduras en el haz 3-4 espinas en la

nervadura central, de 10-15 mm de largo, con apice acuminado (Figura 5).
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Figura 5. Hojas de la especie Solanum mammosum

Tomado y modificado de Alarcén y Lars, 2008.

e Flores: se detallan dispuestas en racimos paucifloros. Caliz verdeo-
amarillento, con 5 sépalos. Corola con 5 pétalos de color lila, con 5 estambres
prominentes, con filamentos cortos, de unos 2 mm de largo y enteras de 11-
12 mm (Figura 6).

Figura 6. Flores de la especie Solanum mammosum

Tomado y modificado de Alarcon y Lars, 2008

e Frutos: son bayas de color verde amarillento, amarillo oro en la

maduracién, de forma conica, con l6bulos a veces heterogéneos en tamarfio
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en la parte proximal y con una longitud de 5-6 cm. Los frutos son venenosos,

por lo que no se deben de comer (Alarcon y Lars, 2008) (Figura 7).

Figura 7. Frutos de la especie Solanum mammosum

Tomado y modificado de Alarcén y Lars, 2008.

Distribucion geografica y taxonomia de la especie Solaum mammosum

El habitat natural de esta planta es el norte de Sudamérica y las Antillas,
crece en ecosistemas de bosque pluvial y bosque estacional con
precipitaciones entre 1100 y 3400 mm/afio, con una temperatura media de
22,5 a 26,5 °C. De igual manera requiere condiciones de alta luminosidad para
crecer, en areas bien drenadas, pues es susceptible a la inundacion. Puede
crecer cerca o distante de los cuerpos de agua, asi como en areas de pastoreo.
Tiende a tolerar condiciones de extrema acidez (menores de 4), alta saturacion
de aluminio (superior a 60 %), asi como bajo nivel de materia organica (menos
de 2 %). Sin embargo, no tolera suelos de mal drenaje (Huayua y Nina, 2009).

Su clasificacion taxondmica es la siguiente (Tabla 2).
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Tabla 2. ClasificacionTaxonomica del Solanum manmosum

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae

Subfamilia Solanoideae

Genero Solanum
Especie Solanum mammosum

Tomado y modificado de Alarcén y Lars 2008.

Metabolitos secundarios aislados de Solanum mammosum

Estudios realizados han demostrado que los principios activos mayormente
reportados en la especie son alcaloides esteroides (Figura 8) como
Solasodina, (14) Solanina (15), Solamargina (16) y Solanidina (17) los cuales
son los principales componentes quimicos que le dan propiedades

farmacologicas (Ruiz, 2008).

23



Figura 8. Principales componentes quimicos reportados en Solanum

mammosum

Solamargina (16)

HsC H

Solanidina (17)
Tomado y modificado de Ruiz, 2008.
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Actividades farmacologicas de la especie Solanum mammosum

Estudios anteriores revelan que S. mammosum, presenta actividad
diurética, descongestionante, antimicrobiana y antifungica. El fruto tiene
propiedades sedativas y narcéticas produce excitacion y delirio, locura,
aceleracion de latidos, asfixia y en casos extremos, puede producir la muerte,

si se ingieren las semi llas (Huayua y Nina, 2008).

Usos etnobotanicos de la especie Solanum mammosum

Diversas etnias a lo largo de los continentes han usado el fruto de esta
planta como antimalérico, contra la sarna, para el tratamiento de heridas,
Ulceras, hemorroides, para la sinusitis aguda, resfrios y pérdida de apetito,
como un cataplasma contra abscesos y pezones agrietados, mejora
problemas de higado y de muela y hemorragias intestinales. Las hojas tiernas
o los cogollos las han utilizan como antiasmatico, contra dolores estomacales
y para tratar la irritabilidad. Las raices han servido para en asma y como un
estimulante general, en el tratamiento de sifilis y para el lavado de Ulceras.
Las semillas son usadas como estimulante, pero pueden causar dispepsia y
constipacion. Las personas de Colombia y Ecuador utilizan la planta como
repelente especialmente en contra de cucarachas. En Republica Dominicana,
los extractos de hojas y frutos son usadas para infecciones de boca, cortes en
la piel y tomado para perder peso, disminuir la presion sanguinea y elevado
colesterol. Los malasios toman la savia de hojas para tratar fiebre. En
Sarawak, la fruta fresca es usada para tratar heridas en los ojos de nifios. En
Cambodia, Laos y Vietham, la planta es usada para inducir narcosis (Acufia y
Garro, 2016).
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Productos Naturales

Hacen referencia a los compuestos quimicos producidos por la naturaleza
(flora, fauna, tierra, microorganismos minerales, entre otros); producto de un
proceso metabodlico, razén por la cual también reciben el nombre de
metabolitos, estos a su vez se clasifican en primarios y secundarios, siendo
los primarios los mas abundantes e importantes de la naturaleza, responsables
de la supervivencia, incluye carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos
nucleicos. En cuanto a los metabolitos secundarios se producen en menor
concentracién, no son indispensables para la vida, pero se ha demostrado que
estos pueden tener un sinfin de actividades farmacologicas por ejemplo como
sedantes, diuréticos, antimicrobianos, hepatoprotectores entre otros (Lock,
1987).

Clasificacion de los metabolismo secundarios

Los metabolitos secundarios son aquellos compuestos biolégicos
encontrados en las plantas que no parecen ser indispensables para la
supervivencia de las mismas, pero que les otorgan distintas propiedades a las
especies botanicas tales como la atraccién de insectos, la inhibicion de la
germinacion, propiedades antifungicas o antibacterianas y disuasion de
herbivoros. Entre las principales caracteristicas de estos metabolitos Sanchez
y Figueroa (2022) mencionan las siguientes:

¢ No tienen funciones metabdlicas directas aparentes.

e Son importantes para la supervivencia e interaccion con el entorno.

e Presentan diferente distribucion en el reino vegetal.

e No son clasificados como secundarios basandose en su estructura, ruta

biogenética o tipo de distribucion.
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Estas moléculas no son indispensables para el crecimiento y la
reproduccién de las plantas, pero cumplen roles muy importantes en el reino
vegetal. Ademas, tradicionalmente han sido empleados por la humanidad con
fines medicinales, lo que les otorga un uso farmacoldgico. Estos compuestos
se distribuyen diferencialmente entre grupos taxondémicos, presentan
propiedades biologicas, muchos desempefian funciones ecolégicas y se
caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos,
insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros (Sanchez y
Figueroa, 2022).

Las cuatro principales clases de ellos son: terpenoides, alcaloides y
compuestos nitrogenados relacionados, fenilpropanoides y compuestos
fendlicos relacionados y flavonoides (Sanchez y Figueroa, 2022).

Terpenoides: son una vasta y diversa clase de compuestos organicos
similares a los terpenos. Pueden verse conformados por unidades de 5-
carbonos llamados isopreno (pero el precursor es el isopentenil difosfato),
ensambladas y modificadas de muchas maneras diferentes, siempre basadas
en el esqueleto del isopentano. La mayoria de los terpenoides tiene
estructuras multiciclicas, las cuales difieren entre si no sélo en grupo funcional
sino también en su esqueleto béasico de carbono. Los mondmeros
generalmente son referidos como "unidades de isopreno” porque la
descomposicion por calor de muchos terpenoides da por resultado ese
producto y porque en condiciones quimicas adecuadas, se puede inducir al
isopreno a polimerizarse en multiplos de 5 carbonos, generando numerosos
esqueletos de terpenoides (Sanchez y Figueroa, 2022).

Estos lipidos se encuentran en toda clase de seres vivos, y son
biosintetizados en las plantas, donde son importantes en numerosas
interacciones bidticas. En las plantas los terpenoides cumplen muchas
funciones primarias: algunos pigmentos carotenoides son formados por

terpenoides, también forman parte de la clorofila y las hormonas giberelina y
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acido abscicico. Los terpenoides también cumplen una funcién de aumentar la
fijacion de algunas proteinas a las membranas celulares, lo que es conocido
como isoprenilacion. Los esteroides y esteroles son producidos a partir de
terpenoides precursores. Los terpenoides de las plantas son extensamente
usados por sus cualidades aromaticas. Juegan un rol importante en la
medicina tradicional y en los remedios herbolarios, y se estan investigando sus
posibles efectos antibacterianos y otros usos farmacéuticos Estos metabolitos
se extraen de los tejidos vegetales con éter de petrdleo, éter etilico o
cloroformo y se separan por cromatografia sobre silica gel o alimina con los
mismos disolventes (Sanchez y Figueroa, 2022).

Alcaloides: son sustancias organicas de origen vegetal con una actividad
fisiologica muy intensa en dosis pequefias. Son compuestos nitrogenados, de
caracter basico, de distribucion restringida y dotados de propiedades
farmacologicas que con frecuencia se presentan combinados con acidos
organicos o taninos. Representan entre el 0,1-3 % del peso seco de la planta.
Son sustancias mas o menos toxicas que actlan primariamente sobre el
sistema nervioso central, tienen un caracter basico, contienen nitrégeno
heterociclico y son sintetizados en plantas partiendo de aminoacidos y
derivados inmediatos. Pueden ser sélidos, solubles en alcohol o insolubles en
el agua. Se extraen mediante el agua, alcohol, con alcalis y con disolventes
organicos apolares. Su funcién es reguladora y protege a la planta contra los
insectos y parasitos. Se emplean en estado puro o por quimiosintesis como
drogas vegetales (quinina, morfina). Para la determinacién de los alcaloides
se realizan las siguientes pruebas: Dragendorff, Mayer, Valser, Reineckato de
amonio y cromatografia de capa delgada (Sanchez y Figueroa, 2022).

Fenilpropanoides: Los mas importantes son los acidos cinamicos, tienen
la estructura C6 C3, que es un anillo aromatico unido a una cadena lateral de
tres carbonos. Estan presentes en la naturaleza en su forma libre, esterificada

de amidas o glicosilados. Son los bloques que constituyen a la lignina. Estan
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relacionados con la regulacion del crecimiento vegetal y con la resistencia a
las enfermedades. Los fenilpropanoides mas comunes son los acidos
hidroxicinAmicos, ubicados en las plantas ejemplos de ellos son los acidos:
ferdlico, sinapico, cafeico y p-cumarico (Sanchez y Figueroa, 2022).

Flavonoides: Los flavonoides con hidroxilos fenolicos son solubles en
soluciones alcalinas, pero algunos altamente hidroxilados se descomponen
por accién de las bases fuertes, un hecho que permite reconocerlos y
diferenciarlos de otros. Se encuentran ampliamente distribuidos en plantas
verdes (especialmente angiosperma) y solo algunos pocos se han detectado
en hongos y algas. Se han encontrado en las diferentes partes de las plantas,
especialmente en las partes areas. Se encuentran en forma libre (también
llamados agliconas flavonoides), como glicésidos, como sulfatos y algunas
veces como dimeros y polimeros (Sanchez y Figueroa, 2022).

Se les ha atribuido una cantidad de propiedades farmacologicas,
incluyendo actividades inhibidoras de enzimas (hidrolasas, ciclooxigenasas,
fosfatasa alcalina, cAMP fosfodiesterasas, ATP-asas, liasas, hidroxilasas,
transferasas, oxidoreductasas y kinasas), antiinflamatoria, anticancerigena,
antibacterial y antiviral (Sanchez y Figueroa, 2022).

Para la determinacién de este tipo de metabolitos se pueden realizar gran
variedad de pruebas, sin embargo, la mas reconocida es la de Shinoda o
reaccion de la Cianidina que puede complementarse a través de cromatografia

de papel y revelando con luz UV (Sanchez y Figueroa, 2022).

Rutas biosintéticas

Es bien sabido que el metabolismo es el conjunto de reacciones y procesos
fisico-quimicos que ocurren en una célula. Estos complejos procesos
interrelacionados son la base de la vida a nivel molecular, y permiten las

diversas actividades de las células: crecer, reproducirse, mantener sus
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estructuras, responder a estimulos, entre otros. El metabolismo se divide en
dos procesos conjugados: catabolismo y anabolismo. Las reacciones
catabdlicas liberan energia; un ejemplo es la glucdlisis, un proceso de
degradacion de compuestos como la glucosa, cuya reaccion resulta en la
liberacion de la energia retenida en sus enlaces quimicos. Las reacciones
anabdlicas, en cambio, utilizan esta energia liberada para recomponer enlaces
guimicos y construir componentes de las células como lo son las proteinas y
los acidos nucleicos. El catabolismo y el anabolismo son procesos acoplados
gue hacen al metabolismo en conjunto, puesto que cada uno depende del otro
(Garcia, 2004).

Apartir del metabolismo primario se obtienen moléculas simples, las cuales
son el punto de partida de las rutas biosinteticas del metabolismo secundario,
segun lo indica Garcia (2004), se conocen genéricamente tres rutas
bioquimicas que los sintetizan y tres familias organicamente identificables, a
saber.

Ruta del acido shikimico, se basa en un conjunto de reacciones
metabolicas de gran relevancia en la biosintesis de los tres aminoacidos
proteinicos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptéfano, asi como una extensa
gama de metabolitos secundarios. El &cido shikimico es precursor de diversos
intermediarios metabolicos aromaticos, tales como los taninos, el cloranfenicol,
el &cido 4-aminobenzoico, los fenilpropanoides, los lignanos, los aminoacidos
aromaticos, asi como sus derivados: glucosidos cianogénicos aromaticos,
aminas biégenas aromaticas, catecolaminas, betalainas, melaninas,
bisindoles, los flavonoides, las fenazinas y diversos alcaloides entre los cuales
se encuentran los alcaloides tetrahidroisoquinolinicos, los alcaloides del ergot
y los morfinanos, entre otros. El intermediario principal es el acido shikimico,
un compuesto originalmente aislado de plantas del género lllicium. En

compuestos aromaticos derivados del &cido shikimico, las posiciones
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oxigenadas son de tipo catecol (orto) o pirogalol (diorto), y en el caso de los
fenoles monooxigenados son generalmente p-hidroxi-compuestos
Ruta del acido mevaldnico, es la otra ruta que viene de la conjuncion del
acetil CoA para dar una familia de compuestos secundarios: Terpénicos.
Ruta de los policétidos (acetogeninas), también por conjuncion del

acetil CoA via acetato para dar origen a compuestos Fendlicos.

Extractos Vegetales

Los extractos vegetales son mezclas complejas de metabolitos
secundarios, que cubren un amplio espectro de efectos farmacolégicos y
propiedades biologicas. Los mismos son preparaciones de consistencia
liquida (extractos fluidos y tinturas), semisélida (extractos blandos o densos) o
sélida (extractos secos), obtenidos a partir de drogas vegetales o tejidos
animales en estado generalmente seco (Ramirez, Garcia, Vizcaino, Cardenas,

Gutiérrez, Murga y Villagran, 2012)

Técnicas de obtencion de los extractos

La extraccion puede realizarse a partir de plantas secas, semi secas,
frescas o fermentadas. Los métodos de extraccibn mas utilizados son la
presidn mecanica, maceracion, destilacion y la extraccibn con solventes
(Hernandez, Bautista y Veladzquez, 2007). A continuacibn se mencionan
algunas metodologias para la obtencién de extractos:

eMaceracion: es una técnica de extraccién sélido/liquido siendo un

procedimiento simple y ampliamente utilizado, el cual implica dejar la planta

(pulverizada) para remojar en un solvente adecuado en un contenedor cerrado
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a temperatura ambiente. El método es adecuado tanto para la extraccion inicial
como a granel, puede aumentar la velocidad de la extraccion realizando
agitacion ocasional o constante de la preparaciéon (usando agitadores o
mezcladores para garantizar una mezcla homogénea). Finalmente, el proceso
se detiene cuando se produce un equilibrio alcanzado entre la concentracion
de metabolitos en el extracto y el material vegetal. Después de la extraccion,
el material vegetal residual tiene que estar separado del solvente. Esto implica
una clarificaciéon por decantacion, que generalmente es seguido por un paso
de filtracion (Pino, Gallado y Pérez, 2018).

eInfusiodn: consiste en colocar partes delicadas de la planta como hojas,
flores, sumidades y tallos tiernos en agua hirviendo u otro liquido extractor
apropiado para obtener su extracto. Es un método utilizado para plantas

sensibles a la degradacion térmica (Lopez, 2002).

eDecoccion o digestion: en este proceso, el material fragmentado
disuelto en un solvente convenientemente escogido, se somete a ebullicion.
Debido a que un calentamiento prolongado de la solucion podria conducir a la
evaporacion total del disolvente, se utiliza un equipo de reflujo que consta de
un balén de destilacion (que contiene el material a extraer mas el disolvente)
y un refrigerante. 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 (Lopez, 2002).

ePercolacidon: es un proceso ampliamente difundido que consiste en

colocar el material fragmentado en un recipiente conico o cilindrico, haciendo
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pasar un disolvente apropiado a través del mismo. El tamafio de las particulas
del material a extraer no debe ser menor los 3 mm aproximadamente, dado
que el disolvente no percolara. Sin embargo, el material debe estar
debidamente compactado de modo que el disolvente eluya con cierta lentitud
dando tiempo al mismo a tomar contacto con los tejidos y extraer los
componentes deseados. De otra manera el residuo desechado contendra gran
parte del componente de interés. Este método no difiere significativamente de
la maceracion, aunque requiere el agregado de solvente en forma constante
(Lépez, 2002).

eExtraccion por reflujo: en el proceso de reflujo, el material
previamente disuelto en el solvente elegido, se somete a ebullicion. Para evitar
gue un calentamiento excesivo evapore el solvente se utiliza un sistema de
reflujo que consiste en enfriar el vapor del solvente con un refrigerante y
devolverlo al balon que contiene el material para continuar el proceso, esto
ademas garantiza que no haya pérdidas ni de material ni de solvente durante
el proceso de extraccion. La temperatura elevada del disolvente permite una
mejor extraccién 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 termolédbiles se alteran o

descomponen a la temperatura de ebullicién del disolvente (Lépez, 2002).

eDestilacion: este es el método mas comun para obtener aceites
esenciales como resultado de un proceso de eliminacion parcial o total del
liquido extractor. Puede usarse para obtener aceites de plantas aromaticas,
semillas, flores, bayas o frutos, incluso de maderas como el sandalo (L6pez,
2002).
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Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico es una herramienta muy valiosa en la investigacion
para determinar el potencial biologico y farmacolégico que poseen algunas
plantas, compuestos o productos, siendo comunmente empleado para
identificar las principales familias de metabolitos secundarios presentes en una
planta. Segun lo indican Castillo, Zavala y Carillo, (2017), se corresponde con
“‘una serie de métodos que han sido desarrollados, y aplicados para detectar
de manera preliminar los constituyentes quimicos en las plantas” y una vez
determinado esto, se pueda orientar la extraccion o fraccionamiento de los
extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés. Para su
realizacién, es necesario contar con los solventes apropiados, la aplicacion de
pruebas de coloracion, precipitacion, entre otras; las cuales permitiran
clasificar cualitativamente las sustancias presentes en un tejido vegetal. De
acuerdo con esto, tal y como los sefialan los autores, para realizar un andlisis

fitoquimico se requiere seguir con los siguientes pasos:

a) Recoleccion y clasificacion botanica de la especie en estudio.
b) Extraccién, separacion y purificacion de constituyentes quimicos.

c) Determinacion estructural y ensayos farmacoldgicos.

Se estima que este tamizaje se corresponde con las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica, dado que permite determinar cualitativamente los
principales grupos de constituyentes quimicos presentes en una planta los
cuales permitiran orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos
para el aislamiento de los grupos de mayor interés. Es necesario que, a partir
de este tamizaje, se pueda realizar una evaluacion rapida, con reacciones
sensibles, reproducibles y de bajo costo, lo que permitira obtener resultados

gue sirven como orientacién, para posteriormente interpretarse en conjunto
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con el "screening" farmacolégico (Pujol, Tamargo, Salas, Calzadillay Acevedo,
2020).

Existen diversas técnicas empleadas en el tamizaje fitoquimico, siendo
algunas para evaluar pocos grupos de sustancias en compensacion, mientras
que otras evallan la presencia de compuestos de poco interés como acidos
grasos, azucares reductores, polisacaridos y mucilagos (Salazar y Jaime,
2011).

A continuacién se mencionan algunas pruebas para detectar metabolitos

secundarios:

Identificacién de alcaloides: la mayoria de los alcaloides, con
excepcion de los alcaloides de amino cuaternario y N-Oxidos de amina, son
solubles en solventes organicos poco polares, como cloroformo y mezclas de
éste, pero pueden formar sales solubles en agua en presencia de acidos
minerales diluidos, como el &cido clorhidrico al 5 %. Esta propiedad acido-base
se aprovecha para su purificacion a partir de extractos totales. Luego de este
paso inicial se realizan pruebas de precipitacion en medio acido, utilizando

para ello sales de metales pesados (Coy, Parra'y Cuca, 2014).

Ensayo de Dragendorff: permite conocer la presencia de alcaloides,
con la solucién acuosa éacida se realiza el ensayo, agregando 3 gotas del
reactivo de Dragendorff. Se considera (+) cuando se presenta opalescencia,
(++) cuando presenta turbidez definida y (+++) cuando presenta precipitado
(Marcano y Hasegawa, 2002).

Ensayo de Mayer y Wagner: sirve para identificar alcaloides, se
procede de la forma descrita para el ensayo de Dragendorff, hasta obtener la

solucion acida. Si al afiadir 2 o 3 gotas de la solucién reactiva de Mayer o
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Wagner respectivamente, se observa opalescencia, turbidez definida,
precipitado coposo, entonces se considera positiva la presencia de este tipo
de metabolito. En el caso de alcaloides cuaternarios y/o aminoacidos libres,
estos solo se encontraran en el extracto acuoso y para considerar su presencia
debe observarse la aparicién de turbidez definida o precipitado coposo en
todos los casos, ya que la aparicion de opalescencia puede dar un resultado
falso, pues puede provenir de una extraccion incompleta de bases primarias,

secundarias o terciarias (Figura 9) (Pereira, Vega, Almeida, Morales, 2009).

Figura 9. Fundamento quimico de la reaccion para la identificacion de

alcaloides
HgClZ + 2 — 2C|— + Hg|2

Tomado y modificado de Coy, Parra y Coca, 2014.

Identificacion de saponinas: las saponinas son glicésidos cuya
aglicona consiste en un nucleo esteroidal o triterpenico; esta caracteristica
estructural le confiere un caracter anfétero que les permite actuar como
tensoactivos. Aprovechando esta propiedad, la prueba utilizada es la de
formacién de espuma, que consiste en agitar vigorosamente la soluciéon
acuosa, obtenida de la muestra en un tubo de ensayo y observar la espuma
formada, la cual es estable durante unos minutos (Figura 10) (Marcano y

Hasegawa, 2002).

36



Figura 10. Fundamento quimico de la reaccion para la identificacion de

saponinas.

Aglicona
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H H T
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Tomado y modificado de Marcano y Hasegawa, 2002.

Identificacién de flavonoides: mediante la prueba de Shinoda se
puede reconocer la presencia de flavonoides en un extracto vegetal, puesto
que estos al ser tratados con magnesio (Mg) y acido clorhidrico (HCI) dan
complejos coloreados que dependen de la estructura del flavonoide presente.
El Mg metalico es oxidado por el HCI dando como productos al hidrogeno
molecular (H2) que es eliminado en forma de gas y al cloruro de magnesio
(MgClI2) que es el que forma complejos con los flavonoides dando coloraciones
caracteristicas: anaranjado para flavonas, rojo para dihidroflavonas, rojo
azulado para flavonoles y violeta para dihidroflavonoles y xantonas. Todos los
flavonoides dan positivos a esta reaccion excepto chalconas, auronas e

insoflavonas (Figura 11) (Delporte, 2010).
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Figura 11. Fundamento quimico de la reaccion para la identificacion de
flavonoides

OH OH
@

HO O HO Q\

OH OH

OH O OH OH

Tomado y modificado de Delporte, 2010.

Identificacién de taninos y fenoles: En el caso de taninos, los
métodos de deteccion se basan en la propiedad que tienen para precipitar
proteinas haciéndose la reaccion mas sensible por la solidificacion del
complejo proteina-tanino; la prueba utiliza para ellos es la precipitacién de
proteinas con gelatina sal (NaCl), formandose un precipitado. La prueba de
cloruro férrico es la mas utilizada para fenoles. Si hay desarrollo de color vino
sera con compuesto fendlico en general, ahora si se forma un precipitado de
color verde o azul-verdoso, se debe a la reaccién entre el cloruro férrico y los

grupos fendlicos del tanino (Figura 12) (Coy, Parra y Cuca, 2014).

Figura 12. Fundamento quimico de la reaccion para la identificacion de taninos

y fenoles.

OH ©

)
o)
Q + FeCl;— @Q@ Fe” (OR)-2+ 3HCI
HO OH O O

Tomado y modificado de Coy, Parray Cuca, 2014.
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Identificacién de triterpenos/Esteroles: la identificacion de estos
metabolitos secundarios se realiza con el ensayo de Liebermann-Burchard que
consiste en una reaccion donde el esterol se oxida por la presencia del 4cido
sulfarico que forma una molécula que contiene un doble enlace adicional. En
la etapa inicial de esta prueba ocurre la protonacion del grupo OH del esterol
generando una pérdida de agua y obteniéndose el i6n carbonio 3,5
colestadieno que constituye la primera parte para la formacion de color
(Orantes, 2008; Ardila, 2014). Para la identificacion de esteroides también se
utiliza el ensayo de Vainillina- acido ortofosférico el cual detecta el nucleo
esteroidal presente en la molécula (Figura 13) (Carvajal, Hata, Sierra y Rueda,
2009).

Figura 13. Fundamento quimico de la reaccién para la identificacion de

triterpenos.

Anhidrido acético
H2804
-SOZ

Tomado y modificado de Carvajal, Hata, Sierra y Rueda, 2009.
Bacterias

Las bacterias son la forma de vida mas antigua en el planeta y
corresponden a organismos microscopicos unicelulares. Existe diversidad de
tipos de bacterias, las cuales presentan caracteristicas variadas en cuanto a
su forma, constitucion y el medio en el que se desenvuelven. Tal y como lo
indica Caicedo, Corrales y Trujillo (2021), estos microorganismos “tienen ADN
circular de doble cadena y, con la excepcion de los micoplasmas, paredes

celulares”. Las bacterias pueden vivir fuera de las células, aunque de igual
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manera algunos viven dentro de ellas, regularmente son los patdégenos
intracelulares que pueden crecer, reproducirse y causar enfermedades sélo
dentro de las células del huésped. Entre este tipo de patégenos se tienen la
Chlamydia, especies de Chlamydophila y Rickettsia (Campos, Alarcon, Dauria,
Delgado y Ferrer, 2017).

Los patdgenos facultativos intracelulares pueden vivir y reproducirse dentro
o fuera de las células huésped. A modo de ejemplo de estos patdgenos se
mencionan Salmonella typhi, especies de Brucella, Francisella tularensis,
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Legionella y especies de
Listeria, y Mycobacterium tuberculosis. Cabe destacar, que muchas bacterias
se encuentran habitualmente presentes en el cuerpo humano como microbiota
normal en distintas partes del cuerpo, siendo tan sélo unas pocas especies
patdgenas para el ser humano (Campos y cols, 2017).

Las bacterias se identifican en el laboratorio mediante un proceso de tincion
de Gram, la cual es el proceso de coloracién mas empleado para su distincion.
Asi se tiene gue las bacterias grampositivas retienen el colorante cristal violeta
(por lo que adquieren un color azul oscuro) después de la fijacion con yodo, la
decoloracién con alcohol y la contratincion con safranina; por su parte, las
bacterias gramnegativas, que no retienen el cristal violeta, aparecen de color
rojo. Por otra parte, se tienen las tinciones de Ziehl-Neelsen y de Kinyoun las
cuales corresponden a tinciones acidorresistentes, que se usan para identificar
principalmente a las micobacterias o las tinciones con fluorocromos (por
ejemplo auramina-rodamina) que permiten identificar microorganismos acido-
resistentes aunque requiere de un microscopio fluorescente especial (Carrol,
Hobden y Suckanary, 2002). Esta clasificacién entre bacterias grampositivas y

gramnegativas se detallan a continuacion (Tabla 3):
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Tabla 3. Clasificacion de algunas bacterias segun la tincion de Gram.

Grampositivos

Gramnegativos

Cocos

Cocos

Staphylococcus aureus 0

epidermidis

Neisseria

Enterococcus faecalis

Estreptococos beta (grupos A,
B, G)

Neisseria gonorrhoeae

Neisseria meningitidis

Estreptococcus viridans.

Neisseria Branhamella

Moraxella catarrhalis

Estreptococcus bovis

Bacilos

Enterococos

Salmonella sp.

Pneumococos

Acinetobacter sp.

Bordetella pertusis

Brucella sp.

Bacillus anthracis jejuni

Campylobacter

Corynebacterium diphtheriae

Enterobacter sp.

Listeria monocytogenes

Escherichia coli

Shigella sp.

Haemophilus influenzae

Klebsiella pneumoniae

Legionella pneomophila

Pseudomonas aeruginosa

Proteus mirabilis

Tomado y modificado de Carrol, Hobden y Suckanary (2002).
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Caracteristicas de las bacterias a implementar durante el estudio

Para llevar a cabo el presente trabajo se utilizaron bacterias grampositivas
como Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis; del mismo modo
bacterias gramnegativas como Pseudomonas aeruginosas, Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli. A continuacion se describen las

caracteristicas:

Staphylococcus aureus: es una bacteria grampositivo, tiene forma de
coco y puede aparecer en parejas, en cadenas o en racimos. Su tamafio oscila
entre 0,8 y 1,5 micrometros (um) de diametro, es inmdvil y algunas cepas
producen una capsula externa mucoide que aumenta su capacidad para
producir infeccion. En relacién a su metabolismo, es anaerobio facultativo,
coagulasa positivo, catalasa positiva y oxidasa negativa. Forma parte de la
microbiota de la piel desde su descubrimiento por el médico Alexander Ogston
en 1880, Staphylococcus aureus es considerado un patégeno con gran
potencial para causar multiples infecciones en el ser humano, S. aureus es
considerado muy virulento, responsable de un amplio espectro de
enfermedades, que van desde infecciones de la piel y tejidos blandos hasta
infecciones graves que amenazan con la vida. El impacto de las cepas de S.
aureus sobre la salud es la resistencia que puede presentar a mdltiples
antibidticos, sobre todo a la meticilina. A través de los afios se ha incrementado
la tasa de morbilidad y mortalidad a pesar del gran niamero de antibioticos

disponibles que existen (Hurtado, Parte y Brito, 2002).

Enterococcus faecalis: es una bacteria inmévil, grampositiva,
dispuesta en pares o cadenas cortas, anaerobia facultativa, catalasa variable,
y fermentador de la glucosa, forman parte de la flora normal del tracto

gastrointestinal y del tracto genitourinario femenino. Puede causar infecciones
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comprometidas en humanos, especialmente en ambiente de hospital pudiendo
incluso ser letal. La existencia de Enterococcus faecalis se potencia porque ha
tenido la habilidad de adquirir resistencia a practicamente todos los antibiéticos

en uso (Pardi, Guilarte, Cardozo y Brisefio, 2009).

Klebsiella Pneumaniae: es una bacteria de forma bacilar,
gramnegativa, anaerobia facultativa, inmovil y usualmente encapsulada, crece
a 37 °C esta ampliamente esparcida en el ambiente hospitalario, en los seres
humanos coloniza la nasofaringe y el tracto gastrointestinal, Klebsiella
pneumoniae manifiesta una alta resistencia a los antibiéticos beta-lactamicos,
principalmente por la produccion de beta-lactamasas y las carbapenemasas;
lo importante de esta resistencia radica en que los betalactamicos, potentes
bactericidas, son los antibiéticos mas a menudo prescritos en el mundo: en
efecto, constituyen el 50 % del consumo global de este tipo de farmacos
(Echeverri y Catafo, 2010).

Pseudomonas aeruginosa: es otro miembro de este grupo de bacilos
gramnegativos, son rectos o ligeramente curvos, aerobios, catalasa positiva, y
moviles. Destacan por ser patégenos oportunistas que con frecuencia causan
infecciones intrahospitalarias, especialmente en pacientes con asistencia
respiratoria mecéanica, pacientes quemados y aquellos con neutropenia o
debilidades cronicas. Pueden infectar muchos sitios anatémicos, y los cuadros
suelen ser graves. Pseudomonas aeruginosa, es resistente, tanto de manera
natural como adquirida, a un gran nimero de antibiéticos como cefalosporinas
de primera y segunda generacion, tetraciclinas, cloranfenicol y macrolidos.
Esto se debe a las caracteristicas de su membrana celular que tiene

propiedades excepcionales de impermeabilidad (Briad y Baysse, 2012).
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Escherichia coli: son bacilos gramnegativos, no esporulados,
productores de indol a partir de triptéfano, no utilizacion de citrato como fuente
de carbono y no produccion de acetoina, fermentadores de la glucosa y la
lactosa con produccion de gas. La mayoria de las Escherichia coli no causan
problemas. Pero, algunos tipos pueden producir enfermedades y causar
diarrea. El peor tipo de E. coli causa una diarrea hemorragica y a veces puede
causar insuficiencia renal y hasta la muerte. Esto, en general, ocurre en nifios
y en adultos con sistemas inmunitarios debilitados. Presenta resistencia a

betalactamicos y a quinilonas (Pefialoza y Aspiazu, 2021).

Mecanismos de resistencia bacteriana

El ser humano ha venido desarrollando una Ilucha contra los
microorganismos patégenos desde hace muchos afos. Es por ello que surgen
los antibiéticos como herramienta para contrarrestar las afecciones a la salud
gue pueden ocasionar estos organismos. Sin embargo, asi como el hombre,
mediante los avances en el ambito de la salud ha disefiado farmacos para
combatirles, de igual manera las bacterias y hongos han sabido hacer frente a
los mismos, adaptdndose y generando resistencia a los mismos. En este
sentido, Ryan y Ray (2017) sefialan que la resistencia a un antibiético puede
ser inherente a una especie bacteriana en particular o adquirirse mediante
mutaciones o la transmisién de genes portados por otros microorganismos.

Estos genes codifican diferentes mecanismos para la resistencia. Los
genes que codifican la resistencia pueden transmitirse entre 2 células
bacterianas por los siguientes mecanismos:

¢ Transformacion (captaciéon de ADN desnudo de otro microorganismo)

e Transduccion (infeccién por un bacteriéfago)

44



Conjugacion (intercambio de material genético en forma de pladsmidos, que
son porciones de ADN extracromosOmico que se replican en forma
independiente, o transposones, que son partes moviles del ADN
cromosémico). Los plasmidos y transposones pueden diseminar rapidamente
los genes de resistencia De acuerdo con esto se tiene que un antibiético
elimina preferentemente a las bacterias no resistentes, pero aumenta asi la
proporcion de bacterias resistentes de la poblacion. Ademas, se debe tener en
cuenta que los farmacos afectan no sélo a las bacterias patdégenas, sino
también a la microbiota normal, de tal manera que la forma normal resistente
puede convertirse en un reservorio de genes de resistencia que

posteriormente pueden transmitirse a los patégenos (Ryan y Ray, 2017).

Tipos de resistencia bacteriana

Natural o intrinseca: es una propiedad especifica de las bacterias y su
aparicion es anterior al uso de los antibiéticos. En el caso de la resistencia
natural todas las bacterias de la misma especie son resistentes a algunas
familias de antibidticos y eso les permiten tener ventajas competitivas con
respecto a otras cepas Yy pueden sobrevivir en caso que se emplee ese
antibiético (Diaz, Salas, Fernandez y Martinez 2007).

Adquirida: constituye un problema en la clinica, se detectan pruebas de
sensibilidad y se pone de manifiesto en los fracasos terapéuticos en un
paciente infectado con cepas de un microorganismo en otros tiempos
sensibles. La aparicion de la resistencia en una bacteria se produce a través
de mutaciones (cambios en la secuencia de bases de cromosoma) y por la
trasmision de material genético extracromosomico procedente de otras
bacterias (Diaz, Salas, Fernandez y Martinez, 2007).

En el primer caso, la resistencia se trasmite de forma vertical de

generacion en generacion. En el segundo, la trasferencia de genes se realiza
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horizontalmente a través de pladsmidos u otro material genético movible como
integrones y transposones; esto ultimo no solo permite la trasmision a otras
generaciones, sino también a otras especies bacterianas. De esta forma una
bacteria puede adquirir la resistencia a uno o varios antibiéticos sin necesidad

de haber estado en contacto con estos (Ryan y Ray, 2017).

Antibidticos

Estos se definen como “Un grupo amplio y heterogéneo de farmacos
quimicas producidas por varias especies de microorganismos (bacterias,
hongos y actinomicetos) que suprimen el crecimiento de otros
microorganismos, y originan su destruccion” (Arco, 2014). Tal nominacién
también se aplica para definir a los compuestos sintéticos que presentan
actividad antibacteriana. Cabe acotar que los mismos presentan diferentes
mecanismos de accidn, entre los que se destacan los siguientes:

¢ Inhibicién de la sintesis de la pared celular

e Aumento de la permeabilidad de la membrana celular

¢ Interferencia con la sintesis de las proteinas, el metabolismo de los

acidos nucleicos y otros procesos metabdlicos (Arco, 2014).

Una manera de clasificar los antibiéticos se asocia a la actividad que tienen

los mismos frente a las bacterias grampositivas y gramnegativas, teniendo

esto en cuenta se pueden clasificar de la siguiente manera (Tabla 4):
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Tabla 4. Clasificacion de los antibidticos segun su accion sobre los tipos de

bacterias

Antibibticos contra grampostivias: | Penicilinas, glicopéptidos, lincosamida,
rifampicinas

Antibibticos contra gramnegativas: |Aminoglucésidos, monobactamicos,
aminociclitoles, polipéptidos

Antibioticos de amplio espectro: Cefalosporinas, carbapenémicos,
amfenicoles, macrolidos, quinolonas,
tetraciclinas.

Tomado y modificado de Cue y Morejon (2008).

Hongos

Tortora, Funke y Case (2007) definen a los hongos como seres vivos
eucariotas, mas cercanos evolutivamente a los animales que a las plantas y
que poseen las siguientes caracteristicas: carecen de movilidad y sentidos,
como las plantas, pero a diferencia de ellas no poseen una nutricién autotrofa
(fotosintesis o quimiosintesis), sino que consumen materia organica disponible
(nutricion heterotrofa), a diferencia de los animales, no pueden ingerir el
alimento, sino que deben absorberlo (Tortora, Funke y Case, 2007).

Las células de los hongos poseen una pared celular (al igual que las
células vegetales), pero en lugar de estar compuesta de celulosa, esta
compuesta de quitina, la misma sustancia que emplean muchos animales para
sus cubiertas y caparazones; pueden ser unicelulares y microscopicos, o
pluricelulares y macroscopicos, dependiendo de la especie, y habitar habitats
muy distintos, terrestres o submarinos, o también parasitar los cuerpos de
plantas y animales (Tortora, Funke y Case, 2007).

Generalmente ocupan un nicho ecologico descomponedor, 0 sea,
detritéfago, ayudan a descomponer la materia organica de desecho; Sirven de

alimento a numerosas especies de animales, incluidos los seres humanos
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ademas se caracterizan por que su forma de reproduccion es por medio de

esporas, de manera sexual o asexual (Tortora, Funke y Case, 2007)

Clasificacion de los hongos

En los la dltimos treinta afios se ha despertado un gran interés por el estudio
de la clasificacion de los hongos debido, principalmente, al nUmero creciente
de patégenos oportunistas. Actualmente, los métodos tradicionales para la
identificacion y clasificacion de estos microorganismos se basan en criterios
morfologicos y en las caracteristicas de las estructuras de reproduccion
(Tortora, Funke y Case, 2007).

Segun su morfologia los hongos se clasifican en tres grupos:
macromicetos, los cuales son setas, formados por talo y sombrero; levaduras
siendo estos organismos unicelulares, redondeados u ovales, que producen
brotes (blastosporos o blastoconidios) y mohos: los cuales son organismos
multicelulares, con paredes, rigidas, paralelas, ramificados, tabicados,
mayores de 1 pum de diametro. Mientras que de acuerdo a su forma de
reproduccién los hongos pueden ser asexual o sexual y en ambos casos, las
esporas son las estructuras, responsables de dispersar la progenie las
diferencia es que la reproduccion asexual es mucho mas rapida, mientas que
la sexual ocurre pocas veces. La reproduccion sexual es producir esporas que
germinan bajo condiciones favorables para producir el estado reproductivo
asexual directamente, o poco después de la germinacion (Tortora, Funke y
Case 2007).

Para poder evaluar la actividad antimicrobiana de los frutos de Solanum
mammosum, se utilizaron cepas del género Candida, especificamente
Candida albicans y Candida krusei.

Candida albicans: suele presentarse de distintas morfologias como

una célula oval levaduriforme de 2 a 4 micras con paredes finas, también se
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han identificado formas filamentosas de longitud variable, con extremos
redondos de 3 a 5 micras de didmetro y pseudohifas, que son células
alargadas de levaduras que permanecen unidas entre si. Forma parte de la
microbiota oral, vaginal y del tracto gastrointestinal de los humanos; no es
patégena por naturaleza, pero todo depende del estado inmunolégico del
paciente, en inmunocomprometido es responsable de producir micosis,
mientas que en personas inmunocompetentes se comporta de forma
inofensiva. Los medicamentos usados para convatir dichas micosis son los
azoles (Fluconazol®, Itraconazo®, Ketoconazol®, Miconazol®,etc.), sin
embargo en la actualidad se observa una disminucién en la efectividad de
estos antimicoticos, debido a que las cepas de C. albicans han desarrollado
mecanismos de resistencia frente a los mismos (Lépez, Dzul, Lugo, Arias y
Zabala, 2016).

Candida krusei: es un hongo levaduriforme, son cilindricas, de hasta
25 mm de largo. Las colonias separadas exceden con frecuencia los 5 mm de
diametro. este hongo generalmente aislado en paciente generalmente
inmunocomprometidos Anteriormente se pensaba que estaba presente en
limitadas infecciones, pero en los ultimos afios se relaciona con endocarditis,
infecciones oculares, accesos intra-abdominales y funguemias, siendo el
responsable del 1-2 % de todas las infecciones reportadas por el género
Candida; es asi como ha tomado mayor relevancia con su creciente
participacion en infecciones oportunistas especialmente en paciente con
leucemias, diabetes mellitus y aquellos con tratamientos de quimioterapias e
inmunosupresores (Jiang, Jones y Shekar, 2006).

Mecanismos de resistencia de los hongos

La resistencia es un cambio de sensibilidad o susceptibilidad al antifungico
que puede medirse in vitro por métodos de laboratorio apropiados Los
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mecanismos de resistencia antifingica se clasifican en dos categorias,
resistencia microbioldgica y resistencia clinica. La resistencia microbioldgica
se define como el crecimiento del microorganismo a dosis normales del
antifingico, sin embargo, éste puede ser inhibido a una concentraciéon mas
alta. La resistencia clinica se define como el crecimiento del microorganismo
a pesar de la administracion de un agente antifungico lo que se asocia con una
alta probabilidad de falla terapéutica. En otras palabras, el patégeno no se
puede inhibir a dosificaciones normales, pero si a concentraciones mas altas,
las cuales podrian ser no seguras para el paciente (Mellado, Cuenca y
Rodriguez, 2002).

Los mecanismos de resistencia antifungica pueden ser primarios y
secundarios y dependen de las caracteristicas intrinsecas o adquiridas de los
patdgenos fungicos. Varios mecanismos conducen a una resistencia adquirida
a azoles, siendo el mas comun la induccion de bombas de eflujo codificadas
por los genes MDR o CDR, y la adquisicion de mutaciones puntuales en el gen
gue codifica para la enzima blanco de estos farmacos (gen ERG11). Si hay
sobreexpresion de bombas de eflujo y mutaciones de ERG11, el nivel de
resistencia al voriconazol y al fluconazol es mucho mas alto (efecto aditivo).
La resistencia adquirida de especies de Candida a equinocandinas es
tipicamente mediada por mutaciones en los genes FKS que codifican para la
subunidad mayor de la enzima blanco de estos antifungicos (1,3-8-O glucan
sintetasa). En hongos filamentosos como Aspergillus, la resistencia a azoles
esta primariamente asociada a mutaciones de gen Cyp51A, mientras que la
resistencia a equinocandinas a mutaciones en el gen FKS1 (Mellado, Cuenca
y Rodriguez, 2002).
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Antifangico

El concepto de agente antifingico o antimicético engloba cualquier
sustancia capaz de producir una alteracion tal de las estructuras de una célula
fungica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad
de supervivencia, directa o indirectamente (Mellado, Cuenca y Rodriguez,
2002). La clasificacion se realiza segun criterios convencionales que atienden
a su estructura en: polienos, azoles, alilaminas, entre otros. De acuerdo con
su origen en sustancias producidas por organismos vivos o derivados de
sintesis quimica; de acuerdo con su espectro de accion en: amplio o
restringido y de acuerdo con el sitio de accion: en membrana celular, pared
fungica y ARN (Tabla 5) (Mellado, Cuenca y Rodriguez, 2002).

Tabla 5. Clasificacién de los antimicoticos segun su mecanismo y espectro de

accion.
Familia Mecanismo Espectro
Polienos Union al argosterol de Amplio: Candida spp.,
membrana, formacion Cryptococcus spp.,
de poros y alteracion de Aspergillus spp.,
la permeabilidad de la dermatofitos Sporothrix
membrana, estrés spp., Fusarium spp.,
oxidativo y muerte hongos dimorficos.
celular.
Pirimidinas Inhiben la sintesis de Activo: frente a Candida
acidos nucleicos. spp. y Cryptococcus spp.
Quinocardinas Blogue no competitivo Activo frente a Candida
de 1.3- B-Dglucano spp. y Aspergillus spp.
sintasa
Azoles Inhibicién de la 14-a- Amplio: para levaduras
demetilasa
Alilaminas Inhibicion de la sintesis Activo: frente a
de escualeno Dermatofitos

Tomada y modificada de Mellado, Cuenca y Rodriguez, 2002.
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Actividad antimicrobiana

Se refiere a la capacidad propia de una sustancia 0 compuesto quimico de
inhibir, e impedir el crecimiento y proliferacion de una poblacién de
microorganismos (hongos y/6 bacterias), con la finalidad de impedir su accién
patdgena. Se puede medir de forma cualitativo mediante pruebas in vitro
(Cuencay Ruiz, 2009).

Métodos usados para evaluar la actividad antimicrobiana

Existen diferentes métodos de laboratorio que pueden ser usados para
determinar in vitro la susceptibilidad de bacterias y hongos ante agentes
microbianos, pero estos no son igualmente sensibles o0 no se basan en los
mismos principios, permitiendo que los resultados sean influenciados por el
método seleccionado, los microorganismos usados y el grado de solubilidad
de cada compuesto evaluado (Hacek, Dressel y Peterson, 1999).

Los ensayos de sensibilidad deben estar estandarizados y sujetos a
procesos de control que aseguren su reproducibilidad. Los métodos para
evaluar la actividad de extractos sobre bacterias y hongos suelen ser similares,
variando la preparacién del indculo, medio de cultivo, temperatura y el tiempo

de incubacion (Cowan, 1999).

Método de difusion

La técnica esta basada en el método originalmente descrito por Bauer en
1996, como método de Kirby-Bauer, el cual consiste en un método de difusiéon
en disco o en pozo que fue estandarizado y es actualmente recomendado por
el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS (1997), de Estados

Unidos. El fundamento de esta determinacién es establecer, en forma
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cuantitativa, el efecto de un conjunto de sustancias, ensayados
individualmente, sobre las cepas bacterianas que se aislan de procesos
infecciosos. El método se basa en la relacion entre la concentracion de la
sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de
crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo
adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la
cual se deposita un disco de papel filtro de 6 mm de didmetro o se siembra un
pozo con una cantidad conocida del antimicrobiano en estudio (Hacek, Dressel
y Peterson, 1999).

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
concentracién mas baja de sustancia que puede inhibir el crecimiento visible
de un microorganismo después de incubar por 24 horas, y la (CMB) como la
concentracion mas baja que puede prevenir el crecimiento de un organismo
después de subcultivar en un medio libre del compuesto evaluado, estas
variables son una herramienta para investigar nuevos antimicrobianos
(Ramirez y Marin, 2009).

En la técnica de dilucién en caldo, son utilizados tubos o microplacas
(microdilucion) que contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal.
El organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos de las
microplacas y la CMI es determinada después de la incubacion. Los métodos
de microdilucién en caldo son una técnica Gtil para determinar CMI, en un gran
namero de muestras. La ventaja sobre los métodos de difusion radica en un
aumento de la sensibilidad para cantidades pequeiias, lo cual es importante
cuando se trabaja con productos naturales, ademas permite diferenciar entre

un efecto bactericida o bacteriostatico (Ramirez y Marin, 2009).
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En el método de dilucién en agar, las cajas se siembran por profundidad
con una determinada concentracion de extracto vegetal, luego se inoculan con
el microorganismo en estudio y se incuban por 24 horas, después de ésta, se
examina si el microorganismo crece o0 no en cada una de las cajas, la principal
desventaja es la cantidad necesaria de muestra a evaluar (Ramirez y Marin,
2009).

Definicién Operacional de Términos

Cepa
En microbiologia, es una poblacién de microorganismos de una sola
especie descendientes de una Unica célula o que provienen de una
determinada muestra en particular, la que usualmente es propagada
clonalmente, debido al interés en la conservacion de sus cualidades
definitorias. De una manera mas basica puede definirse como un conjunto de
especimenes bacterianos que comparten, al menos, una caracteristica o

variante genética (Tortora, Funke y Case, 2007).

Fitoquimicos
Los fitoquimicos, son elementos quimicos obtenidos de plantas y que se
han identificado como elementos activos para la prevencion de enfermedades,
puesto que estos elementos regulan los procesos corporales vitales para
conservar la salud y ayudan a atacar las enfermedades (Gasaly, Riveros y
Gotteland, 2020).

Etnobotanica
La etnobotanica es el campo cientifico que estudia las interrelaciones que
se establecen entre el hombre y las plantas, a través del tiempo y en diferentes
ambientes (Jones, 1941).

54



Agar
Es un polisacarido complejo proveniente de un alga marina que se utiliza
como agente para producir la solidificacién en los medios de cultivo (Tortora,
Funke y Case, 2007).

Taxonomia
Este término se refiere a la ciencia de la clasificacion que se aplica en la
biologia para la ordenacion sistemética y jerarquizada de los grupos animales

y vegetales (Villafafie, 1997).

Halo de inhibicion
Zona alrededor de un disco de antibiotico o antifungico, en el que no se
produce crecimiento del microrganismos previamente inoculado en una placa

de agar (Cercenado y Saveedra, 2009).

Operacionalizacion de las Variables

Las variables de un evento de estudio se operacionalizaron con la finalidad
de identificar los elementos y datos empiricos que expresan su presencia
(Hurtado, 2010).

En esta investigacion se midieron las variables independientes y
dependientes. Los indicadores derivaron de las bases tedricas. El proceso de
operacionalizacion de las variables garantizé que los objetivos propuestos
fueran alcanzados (Tabla 6y 7).
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Tabla 6. Operacionalizacion de la variable dependiente: Actividad

antimicrobiana de los extractos de los frutos de Solanum mammosum.

1.Variable 2.Tipo de variable 3.Definicién Conceptual
¢, Qué es?

Actividad antimicrobiana, es la
propiedad de ciertas sustancias
Actividad gue forman un compuesto, 0 que
antimicrobiana Independiente se hallan en una muestra capaces
de los Cuantitativa de eliminar agentes bacterianos
extractos de Discreta y/o fungicos produciendo la

los frutos de

inhibicibn de su crecimiento sin

Solanum incurrir en el dafo del objeto,
mammaosum. ambiente u organismo que las
porta (Tortora, Funke y Case,
2007).
4.Definicion 5.Dimensiones 6.Indicador
operacional
¢, Como se
mide?
Cepas grampositivas:
-Staphylococcus aureus | -Sensible
-Método de | ATCC 25923 -Sensibilidad intermedia
difusion en | -Enterococcus faecalis | -Resistente
agar (Kirby- | ATCC 29212
Bauer). Cepas gramnegativas: | -Presencia o ausencia de halos de

-Escherichia coli ATCC
25922
-Pseudomonas
aeruginosa
27853

- Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357

Cepas de Candida:
Candida albicans CDC
B385

Candida krusei ATCC
6258

ATCC

inhibicion expresados en
milimetros (mm) frente a cepas a
ensayar.

Fuente: Santiago y Obregon, 2024.
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Tabla 7. Operacionalizacion de la variable independiente: Composicion

quimica de los extractos de los frutos de Solanum mammosum

1.Variable

2.Tipo de
variable

3.Definicién Conceptual
¢ Qué es?

Composicion quimica

Metabolito secundario: propio de una|
especie, se le conoce también como

de los frutos de|lndependiente . )
Solanum Cualitativa pr_o_ducto quimico y que no tiene
Mammosum. Discreta u_tlllda}d aparente para el ser que lo
sintetiza (Marcano y Hasegawa,
2002).
4.Definicion 5.Dimensiones 6.Indicador
operacional

¢,Como se mide?

Pruebas guimicas
cualitativas también
conocidas como

Tamizaje fitoquimico.

Para las pruebas
quimicas
cualitativas puede
haber presencia vy,
ausencia de:
Alcaloides.
Esteroles/Triterpe
nos.

Saponinas.
Compuestos
fendlicos simples.
Taninos.
Flavonoides.
Quinonas
Antraquinonas.
Glicosidos
cardioténicos.
Cumarinas.
Sesquiterpenlacto
nas.

Yy

Alcaloides: la aparicion de turbidez o
precipitados.

Esteroles ylo triterpenos:
coloracion —azul o verde para
esteroides; coloracién es rosa, rojo,
magenta o violeta para triterpenos.
Formacion de abundante espuma,
para saponinas.

Compuestos fendlicos: coloracion
de azul a negro.

Taninos: precipitado blanco.
Flavonoides: coloracion naranja a
rojo, para flavonas; si es rojo
flavonoles y magenta flavononas.
antraquinonas y quinonas: una
coloracion roja.

Glicosidos cardioténicos:
coloracion purpura o violacea.
Cumarinas: La presencia
fluorescencia azul-violeta.

Las coloraciones roja, violeta o rosa|
para sesquiterpenlactonas.

de

Fuente: Santiago y Obregon, 2024.
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HIPOTESIS

Estudios previos reportan que el género Solanum posee diversos
metabolitos secundarios biolégicamente activos por lo que es de esperar que
los extractos de los frutos de Solanum mammosum presenten metabolitos
secundarios similares y actividad antimicrobiana frente a diversas cepas de

referencia internacional.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

Tipo de Investigacion

El objetivo de este estudio fue confirmar la relacion entre la composicion
quimica y la actividad antimicrobiana de los frutos de Solanum mammosum.en
cepas de referencia internacional. De acuerdo con esto, la investigacion fue
de tipo confirmatoria, dado que se buscé la relacibn causa-efecto,
respondiendo como causa la composicion quimica del Solanum mammosum

y como efecto la actividad antimicrobiana.

Disefio de Investigacion

La presente investigacién presenté un disefio de campo, debido a que los
frutos del S. mammosum se recolectaron en el sector la recta de Pampanito I,
en el Municipio Pampam del estado Trujillo. Ademas, fué una investigacion de
tipo experimental porque los frutos fueron trabajados en el Laboratorio de
“Productos Naturales™ del Instituto de Investigaciones de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis, de la Universidad de Los Andes. De igual manera se
correspondié con un disefio transeccional, en vista de que los datos se

recolectaran en un momento Unico segun la unidad de investigacion.
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Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacién

La poblacién es definida por Hurtado (2010) “como el conjunto de
elementos, seres o0 eventos concordantes entre si en cuanto a una serie de
caracteristicas, de la cuales se desea obtener alguna informacion” En este

caso, la unidad de investigacion es la especie Solanum mammosum.

Seleccion del Tamano de la Muestra

La “n” muestral esta representada por 570 gramos de frutos de la especie
en estudio Solanum mammosum. El tipo de muestra utilizada fue no
probabilistica, puesto que la eleccion de los elementos no dependio de la
probabilidad, sino de causas selacionadas con las caracteristicas de la

investigacién (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010).

Sistema de variables

Las variables de esta investigacion fueron sistematizadas en dependiente,
la cual esta representada por la actividad antimicrobiana y depende de los
metabolitos secundarios presentes en los extractos obtenidos a partir de la
especie en estudio; e independiente que corresponde a la composicion

quimica de los frutos del Solanum mammosum.

Instrumento de Recoleccién de Datos

La fase de recoleccion de datos consiste en la manera en que el

investigador percibe y registra el fendmeno estudiado. En este sentido, para el
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presente trabajo se empled la observacion estructurada, la cual es definida por
Hurtado (2010) “como una técnica de recoleccion de datos que permite
acumular y sistematizar informacion sobre un hecho o fendémeno social que
tiene relacion con el problema que motiva la investigacion”. De acuerdo con
esto, se registré6 en tablas y fotografias la presencia o ausencia de los
diferentes fitocompuestos en los extractos de los frutos, asi como también
reportd la presencia de los halos de inhibiciébn en las pruebas de actividad
antimicrobiana, pudiendo clasificar a los microorganismos como sensibles,

intermedios o resistentes.

Procedimientos de la Investigacion

Es necesario que el investigador describa a detalle, cada uno de los pasos
que se llevaron a acabo durante la investigacion, esta descripcion permite no
solo verificar que el procedimiento utilizado cumplié con los requerimientos
metodoldgicos del proceso de investigacion, sino ademas hara posible que
otros investigadores puedan apoyarse en la informacion para investigaciones
similares en otros contextos (Esquema 1) (Hurtado, 2010). A continuacion se
describe el procedimiento mediante el cual se llevdé a cabo la presente

investigacion:

Recoleccién de la muestra
Los frutos de Solanum mammosum se recolectaron en el sector la Recta

de Pampanito Il, Municipio Pampan, Estado Trujillo.
Secado del material vegetal

Se proceso la semillay el epicarpio del fruto de forma separada, se cortaron
en trozos pequefios, para luego colocarlos en la estufa a 40 °C hasta completa
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sequedad, posteriormente fueron molidos y se obtuvo 138,21 gramos de

epicarpio y 80,52 gramos de semillas (Esquema 1).

Esquema 1. Procedimiento empleado para la separacion e identificacion de

los componentes de los frutos de Solanum mammosum

Seleccion de la planta: Solanum
mammosum (frutos)

;

Recoleccién de los frutos
(570gramos)

Tamizaje fltoquimico

!

Separar las semillas (80,52 gramos)
del picarpio (138,21 gramos) para
Su posterior Secado y molienda

!

Obtencion de los
-« extractos: hexano
metanol y metanol agua [
70:30] para el epicarpio y
para las semillas

Fuente: Santiago y Obregon, 2024.

Obtencion de los extractos

Evaluacion de la
actividad antibacteriana
y antifangica

Luego de la obtencion de la plata, se llevo a cabo la preparaciéon de los

diferentes extractos organicos mediante la técnica de extraccion por reflujo a

una temperatura suave que ocsila alrededor de los 40°C a 60°C.
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Preparacion de los extractos de Hexano: se realizaron dos preparados de
extractos de hexano, el primero fue realizado con las semillas de los frutos de
S. mammosum, para lo cual se colocaron 50,52 gramos de las semillas
previamente secadas y molidas, en un balén aforado con 500 mL de hexano
destilado (solvente organico apolar), lo mismos se realizo con el segundo
preparado para lo cual se utilizd6 138,21 gramos de epicarpio. Cada
preparacion se llevo a cabo mediante la técnica de extraccion por reflujo a una
temperatura de 40 °C por 1 hora, usando como disolvente hexano, al tener
cada extracto liquido se dejo enfriar y posteriormente se filtr6 en una fiola con
la ayuda de un embudo cubierto con papel de filtro. Luego se colocé el balon
en el rotavapor a 80 rpm y 50°C para recuperar el hexano, esto se produce a
presion reducida, lo que permite que el punto de ebullicién de los disolventes
sea menor que a presion atmosférica, ocurre la evaporacion de solventes
seguida de una condensacion de los vapores, donde el disolvente pasa de
liquido a vapor y de nuevo a liquido. Lo que quedo en el balén concentrado en
la primera preparacion fue el extracto de hexano de las semillas de los frutos
y en el segundo preparado quedo el extracto de epicarpio, cada preparacion
se trasvaso a un frasco de vidrio color ambar previamente pesado, colocandolo
en la estufa para dejarlo secar totalmente, obteniendo 3,82 gramos del extracto
de hexano de semillas con un rendimiento de 4,75 %y 9,73 gramos de extracto

de epicarpio con un rendimiento de 7,04 % (Esquema 2).

Preparacion de los extractos de metanol: en la elaboracion de estos
extractos se trabajaron las semillas y epicarpio de los frutos también por
separado, mezclamos cada material vegetal con 500 mL de etanol (solvente
polar), realizando el calentamiento por 1 hora y filtracién del extracto liquido de
la misma manera que en el procedimiento anterior (hexano), obteniendo 2,61

gramos del extracto de metanol de semillas con un rendimiento de 3,24% vy
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7,75 gramos del extracto de metanol de epicarpio con un rendimiento de 5,6%
(Esquema 2).

Preparacion de los extractos de metanol-agua (70:30): para la preparacion
de estos extractos se utilizd una proporcion 70% de metanol y 30% de agua.
Se suigié la misma metodologia que en la obtencion de los extractos de
hexano y matanol para finalmente obtener 7,36 gramos de extracto de
metanol-agua (70:30) de semillas con un rendimiento de 5,41% y 20,06

gramos de extracto de metanol-agua de epicarpio con 14,51% de rendimiento.

Esquema 2. Procedimiento para la obtencién de los extractos de hexano,
metanol y metanol-agua (70:30) de los frutos de Solanum mammosum.

Semillas secas . .
. Epicarpio seco
y molidas

y molido

Envasado e

A Concentracion de Filtrado de las
identificacion los extractos en el soluciones de hexano,
de los extractos rotavapor metanol y metanol-

Fuente: Santiago y Obregén, 2024.
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Identificacion de los metabolitos secundarios

El Tamizaje Fitoquimico o “Screening” Fitoquimico, permite determinar
cualitativamente los principales grupos de constituyentes quimicos presentes
en una planta, mediante reacciones de coloracién y precipitacion (Salazar y
Jaime, 2011).

Determinacién de alcaloides

En este ensayo se utilizaron los reactivos de: Dragendorff, Mayer y Wagner,
en tres tubos se disolvié una porcion de la muestra de los extractos en 2 mL
de acido clorhidrico (HCI) al 10 %, se llevé a calentamiento en bafio de Maria
por quince minutos, se dejo enfriar y luego se filtré la muestra. Posteriormente
se dividio el filtrado en 3 tubos de ensayo identificados para cada reactivo.
Seguidamente se adicionaron a los respectivos tubo 2 a 3 gotas de sales de
metales pesados como el ioduro de potasio (reactivo de Dragendorff), el ioduro
de potasio y mercurio (reactivo de Mayer) y la sal del reactivo de Wagner. Se
considera como positiva las pruebas que formen un precipitado naranja a rojo
(Wagner), precipitado blanco a naranja (Mayer) y precipitado blanco a naranja
(Dragendorff) (Ochoa y Sarmiento, 2018).

Determinacion de triterpenos y esteroles

Se realizé mediante el ensayo de Liebermann Bouchard, en 2 tubos de
ensayo se disolvié una porcién de los extractos con diclorometano y se mezclé
con 0,5 mL de anhidrido acético, se adicion6 cuidadosamente por la pared de
cada tubo 2 gotas de acido sulfurico concentrado. Un ensayo positivo se tiene
por un cambio de color: rosado-azul muy rapido; verde intenso, visible, aunque
rapido; verde oscuro-negro al final de la reaccion. A veces el ensayo queda en
dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces puede observarse el primer

cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material evaluado
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tiene cantidades importantes de estos compuestos. Esta reaccién también se
emplea para diferenciar las estructuras esteroidales de las triterpénicas, las
primeras producen coloraciones que van desde azul a azul verdoso, mientras

gue para las segundas se observa rojo, rosado o purpura (Calvopifia, 2010).

Determinacién de compuestos fendlicos

Se diluy6 una pequefia cantidad de los extractos en agua y se agregaron
unas gotas de solucion de cloruro férrico al 5 % (FeClzs), la coloracion verde-
negra indica la positividad de la prueba en el extracto de etanol (Garcia, Cruz,

Alarcén, Nieto y Gallegos, 2019).

Determinacion de saponinas

En el tubo de ensayo se coloc6 una porcion de los extractos y 1-2 mL de
agua, agitandose vigorosamente por 1 minuto para observar la altura de la
espuma. El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie
del liquido, si es < 5 mm indica que la prueba es negativa, si es de 5-10 mm
se considera positiva, > 15 mm indica un alto contenido de saponinas (Garcia,

Cruz, Alarcon Nieto y Gallegos, 2019).

Determinacién de taninos

En un tubo de ensayo se colocaron de 1-2 mg de los extractos y se
disolvieron con 3 mL de agua, luego se adicionaron 2 mL de solucion de
gelatina al 1 %; la formacién de un precipitado blanco indica la presencia de
taninos (Garcia, Cruz, Alarcon Nieto y Gallegos, 2019).

Determinacion de flavonoides
eReaccidn de Shinoda: se disolvieron 2 mL de los extractos de metanol

y metanol-agua (70:30), se colocaron trozos de magnesio metalico
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cuidadosamente y posteriormente se adicionaron 2 gotas de HCI concentrado
por las paredes del tubo,; la formacion de una coloracion naranja a rojo indica
la presencia de flavonas, si es rojo flavonoles y si es magenta flavononas
(Garcia, Cruz, Alarcon Nieto y Gallegos, 2019).

eHidréxido de sodio al 10 %: se adicionaron 0,5 mL de NaOH; la
formacion de una coloracion de amarillo a rojo indica la presencia de xantonas
y flavonas, de café a naranja flavonoles; de purpura a rojizo chalconas y azul
de antocianidas. En el ensayo se observo una coloracion de naranja a café en
el tubo con los extracto de metanol y metanol-agua (70:30) (Garcia, Cruz,

Alarcon Nieto y Gallegos, 2019).

Determinacién de cumarinas

Se disolvié una alicuota de los extractos en 1 mL de etanol y se agregaron
dos gotas de hidroxido de amonio concentrado, luego se observaron en
camara de luz ultravioleta a 365 nm; es positiva la prueba cuando presenta
una fluorescencia azul-violeta y la ausencia de la misma indica la negatividad

(Marcano y Hasegawa, 2002).

Determinacion de antraquinonas
Se disolvidé 1-2 mg de los extractos en 3 mL de etanol, se adicion6 una
gota de hidroxido de amonio concentrado, la ausencia de una coloracion roja

indica la negatividad de la prueba (Marcano y Hasegawa, 2002).

Determinacion de quinonas/antraquinonas

Se coloco de 1-2 mg de los extractos vegetales en una cépsula de
porcelana, se agregd 1 gota de acido sulftrico concentrado a la porcién de los
extractos. La ausencia de una coloracion roja indica la positividad para

quinonas (Marcano y Hasegawa, 2002).
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Determinacion de lactonas sesquiterpénicas

Se agreg6 una porcion del extracto a un tubo de ensayo, se disolvié una
porcion del extracto en etanol, luego se adicion6 una gota de hidroxido de
potasio 2 N en metanol. Se calenté la mezcla a ebullicion de 1 a 2 minutos, se
dejo enfriar y se llevé a pH de 1 con acido clorhidrico 0,5 N. Se adicioné una
gota de cloruro férrico al 1 %. Las coloraciones roja, violeta o rosa indican que
la prueba es positiva para este metabolito (Garcia, Cruz, Alarcén Nieto y
Gallegos, 2019).

Determinacion de glucésidos cardiotonicos

Este ensayo permite reconocer la presencia de glucésidos cardioténicos.
Se mezcld una alicuota de los extracto con 1 mL del reactivo de Keller-killani,
dejando reposar de 5 a 10 minutos. La positividad de la prueba indica la
presencia de una coloracién violacea (Garcia, Cruz, Alarcén Nieto y Gallegos,
2019).

Determinacion de la Actividad Antibacteriana por el Método de Difusién

en Agar con Discos y con Pozos (Kirby-Bauer)

La determinacion de la actividad antibacteriana, se realiz6 por el método
de difusion en agar con discos y pozos (Kirby-Bauer), originalmente descrito
por Bauer, Kirby, Sherris y Turck (1966), bajo la asesoria de las Profesoras
Yndra Cordero e Ysbelia Obregoén, y el auxiliar de Laboratorio TSU. José
Emilio Salazar, en el Laboratorio de Actinomicetos, adscrito al IIFFB (Esquema
3).
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Esquema 3. Procedimiento para determinar la actividad antibacteriana de los

extractos de los frutos de Solanum mammosum por los método de difusién en

agar con discos y con pozos (Kirby-Bauer)

Seleccion de las cepas
bacterianas grampositivas
y gramnegativas

Evaluacion de la actividad
antibacteriana mediante el
método de difusion en agar

con discos y pozos (Kirby-

l Bauer).
Preparacion del medio de
cutivo Mueller Hinton l
l Incubar de 24-48 -72 horas
Inoculacion de los cultivos 37°C

bacterianos sobre la
superficie de los agares l

l Medir los halos de inhibicion

Impregnar los discos y l
la pipeta de pasteur de
10 uL de los extracto

Lectura de la prueba

Sensible (+)

Resistente (-)

Fuente: Santiago y Obregén, 2024.

Bacterias Estudiadas
Para este estudio se seleccionaron cinco especies de bacterias: dos

especies grampositivas y tres gramnegativas, de referencia internacional de la
Coleccién de Cultivos Tipo Americano (ATCC por sus siglas en inglés), las
cuales fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de Microbiologia, de la
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Facultad de Farmacia y Bioandlisis, de la Universidad de Los Andes (ULA), a

cargo de la Licenciada Yacneli Infante (Tabla 8 ).

Tabla 8. 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: Cordero y Obregon, 2024.

Preparacion de las muestras
Se peso 10 mg de los extracto y se disolvio en 1 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO) para obtener una solucién de una concentracién de 10000 ppm (10

mg/mL).

Preparacion de los discos

Se utilizaron discos de papel filtro Whatmann N° 1 de 6 mm de diametro,
los cuales se esterilizaron bajo luz ultravioleta (LUV), por 24 horas.
Posteriormente se impregnaron con 10 pL de los extractos en estudio,
Dimetilsulféxido (DMSO como control negativo), se usaron discos de
antibioticos comerciales como controles positivos con el fin de medir la
sensibilidad de los microorganismos a estudiar. En este caso se utilizé

Ampicilina® 10 pg, Eritromicina® 15 pug y Piperacilina® 100 ug
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Preparacion de los inoculos bacterianos

El in6culo bacteriano se preparé con la ayuda de un asa estéril, tomandose
de esta manera, una pequeiia cantidad de colonias, a partir de un 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 patrén de Mac Farlan N° 0,5
(1088 UFC/mL).

Inoculacion de las placas y determinacion de la actividad antibacteriana

Se realiz6 la inoculacion de las placas de agar Mueller-Hinton, tomando un
in6culo 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. Luego se procedio a desarrollar la actividad mediante el método
de difusion en discos, para lo cual se colocaron en forma equidistante los
discos de papel, los cuales fueron impregnados con 10 L de la solucién en
estudio, de igual forma se realiz6 la actividad mediante el método de difusion
en pozo pero utilizando una pipeta de pasteur para abrir los pozos en el agar
de forma uniforme de un didmetro de 6 mm y asi garantizar que se utlicen 10
pL del extracto, adicionalmente se colocaron los respectivos controles tanto
positivo (Ampicilina®, Eritomicina® y Piperacilina®) como negativo
(dimetilsulféxido). Las placas se dejaron en la nevera a 4 °C aproximadamente
durante 30 minutos (pre-incubacién) luego se llevaron las placas de petri a la
estufa durante 24 horas a 37 °C en posicion invertida, en atmosfera aerébica

Lectura de las placas
Luego de ser incubadas cada una de las placas, por un lapso de tiempo de
24 horas, se realiz6 la lectura de las mismas con una regla milimétrica. donde

se consideré un resultado positivo o sensible (presencia de actividad
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antibacteriana) cuando se observo un halo de inhibicion alrededor del disco y
de los pozos, y se tom6 como resultado negativo o resistente (sin actividad
antibacteriana) la ausencia de dicho halo. El diametro de la zona de inhibicién
producto de la actividad antibacteriana de las muestras en estudio se expresoé

en milimetros (mm).

Determinacion de la Actividad Antifungica por el Método de Difusion en
agar con Disco (Kirby-Bauer)

La investigacion se realizé por el método de difusion en agar con discos
frente cepas de referencia internacional. En el laboratorios de Micologia “Dr
Corrado Capretti” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, bajo la asesoria
de los Profesores Clara Diaz, Alexander Moreno y el Auxiliar de Laboratorio

Emilio Salazar (Esquema 4).
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Esquema 4. Procedimiento para determinar la actividad antifingica de los
extractos de los frutos de Solanum mammosum por el método de difusion en

agar con disco (Kirby-Bauer).

Seleccion dg las cepas | Inoculacion
fungicas
Preparacion de los Colocar los discos
discos sobre los agares
impregnados con 20
l ML de cada extracto
Preparacion de los indculos en l
agar sabouraud dextrosa con
Cloranfenicol ®, hasta una incubar por 24 - 48
turbidez correspondient al N° 1 horas a 37 °C en
de McFarland presencia de Oz
Preparacion de las placas Medir los halos de
de Petri con 20 mL agar inhibicion.
Mueller-Hinton modificado | —— l

Sensible (+)
Resistente (-)

Fuente: Santiago y Obregdn, 2024.
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Cepas de referencia internacional Fungicas
Candida albicans (CDC B-385) y Candida krusei (ATCC 6258).

Preparacion de la muestra

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

Preparacion de los discos

Los discos de papel de filtro de 2 mm de grosor por 6 mm de diametro se
organizaron en placas de Petri y se esterilizaronbajo luz ultravioleta (LUV),
durante 90 minutos previos al ensayo. Posteriormente se impregnaron con 20

ML del extracto puro minutos antes del ensayo.

Preparacion de los In6culos fungicos

Los in6culos se prepararon a partir de un cultivo fresco, en agar sabouraud
dextrosa con Cloranfenicol ®, hasta que se logré una turbidez correspondiente
para las levaduras del patron de McFarland N° 1 (3 x 10® UFC/mL, UFC:
unidades formadoras de colonias) (Narvaez, Gbmez, Martinez, 2008).

Preparacion de las placas de Petri e inoculacion

Se agregaron 20 mL agar Madieller-Hinton modificado (HIMEDIA®)
suplementado con 2 % p/v de glucosa y azul de metileno (0,05 ug/mL), se
mezclaron y se dejaron solidificar 15 min a temperatura ambiente, y se les
afnidio el inoculo preparado anteriormente de cada cepa fungica de referencia,
luego se le colocaron en la superficie del agar los discos impregnados con el
extracto (20 yL) y los antifangicos de referencia como controles positivos y
Dimetilsulféxido (DMSO) como control negativo.
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Lectura de placas

El agar Mueller-Hinton modificado previamente inoculado se incub6 en una
estufa por 24 - 48 horas a 37 °C en presencia de oxigeno. Posteriormente, se
procedié a la medicién de los halos de inhibicién alrededor de los discos,

expresando los datos en mm.

Disefio de Anéalisis

Los enfoques que se utilizaron para el andlisis de los datos fueron
cuantitativos y cualitativos. El enfoque cuantitativo fue utilizado en la
recoleccion y el analisis de datos para contestar preguntas de investigacion y
probar hipotesis establecidas previamente; en éste estudio, los datos de esta
naturaleza estuvieron dados por la actividad antibacteriana y antifingica
mediante la medicion de la ausencia y presencia de los halos de inhibicion.
Por otro lado, el enfoque cualitativo estuvo basado en métodos de recoleccion
de datos sin medicién numéricas, utilizando las descripciones y observaciones,

este enfoque estuvo dado por el ensayo fitoquimico y sus diferentes pruebas.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Se recolectaron 570 gramos de frutos de Solanum mammosum, los cuales
fueron sometidos a secado y molienda, obteniéndose un peso de 138,21
gramos de epicarpio y 80,52 gramos de semillas, este material vegetal se llevé
a extraccion por reflujo, con disolventes de distintas polaridades para obtener
tres extractos de las semillas: hexano (3,82 gramos), metanol (2,61 gramos) y
metanol-agua (70:30) (4,36 gramos). Y tres extractos del epicarpio: hexano
(9,73 gramos) metanol (7,75 gramos) y metanol-agua (70:30) (20,6 gramos).
Posteriormente, se calculd el porcentaje de rendimiento de cada uno de los
extractos (Tabla 9).
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Tabla 9. Porcentaje de rendimiento de los extractos vegetales de los frutos de

Solanum mammosum.

Peso del o
Parte de la Rendimiento de
Peso (g9) Extractos extracto
planta los extractos (%)
(9)
Semillas Hexano 3,83 4,75
secasy Metanol 2,61 3,24
_ 80,52
molida Metanol-agua
4,36 5,41
(70:30)
_ _ Hexano 9,73 7,04
Epicarpio
Metanol 7,75 5,6
secoy 138,21
. Metanol-agua
molido 20,06 14,51
(70:30)

Fuente: Santiago y Obregon, 2024.

Estudio fitoquimico preliminar

Los seis extractos obtenidos a partir de los frutos de Solanum mammosum,
fueron sometidos a las distintas pruebas quimicas preestablecidas para
conocer los grupos de metabolitos secundarios presentes en las muestras;
siendo de forma cualitativa la revelacion de cada uno de los componentes por
fendmenos quimicos de reaccion como: viraje de color, precipitados, turbidez
del medio y fluorescencia por exposicién a la luz UV; logrando determinar en
los extractos de semillas de los frutos de S. mammosum la presencia de
alcaloides, triterpenos y esteroles, flavonoides, lactonas, quinonas vy
glucdsidos cardioténicos asi como también la ausencia de compuestos
fendlicos, saponinas, taninos, cumarinas y antraguinonas. Del mismo modo se

analizaron los extractos del epicarpio de los frutos y se comprob0 la presencia
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de alcaloides, compuestos fendlicos y flavoniodes con la ausencia de los
demés metabolitos estudiados (Tabla 10)

Tabla 10. Resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos

obtenidos de las semillas y del epicarpio de los frutos de Solanum mammosum.

Semillas Epicarpio

Pruebas ESHe |ESMe |ESMeA | EEHe |EEMe | EEMeA
Quimicas (70:30) (70:30)
Alcaloides
Dragendorff ND + + ND + +
Mayer ND + + ND + +
Wagner ND - - ND - -
Triterpenos/ ++ + - ++ - -
esteroles
Liebermann/ \% VIR - VIR - -
Baucharsd’s
Compuestos ND - - ND ++ ++
fendlicos
Saponinas ND - - ND - +

Taninos - - - - - -

Leyenda: Negativo: (-), Positivo: (+), Moderado: (++), No determinado: (N/D), Extracto de
semillas de hexano: (ESHe), Extracto de las semilla de metanol: (ESMe), Extracto de las
semilla metanol-agua(70:30): (ESMeA(70:30)). Extracto del epicarpio de hexano: (EEHe),
Extracto del epicarpio de metanol: (EEMe). Extracto del epicarpio metanol-agua (70:30):
ESMeA (70:30)) Verde/Rojo: (VIR)

Fuente: Santiago y Obregon, 2024.
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Tabla 11. Resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos

obtenidos de las semillas del fruto de Solanum mammosum (continuacién).

Semillas Epicarpio
Pruebas ESHe | ESMe | ESMeA | EEHe EEMe | EEMeA
Quimicas (70:30) (70:30)
Flavonoides
Shinoda - - - - ++ ++
NaOH 10 % - ++ ++ - ++ ++
Cumarinas ND - - ND - -
Antraquinonas ND - - ND - -
Lactonas + + + + - -
sesquiterpénicas
Quinonas + + - - - -
Glucésidos ND - + ND - -
cardiotonicos

Leyenda: Negativo: (-), Positivo: (+), Moderado: (++), No determinado: (N/D), Extracto de las
semillas de hexano: (ESHe), Extracto de las semilla de metanol: (ESMe), Extracto de las
semilla metanol-agua (70:30): (ESMeA (70:30)). Extracto del epicarpio de hexano: (EEHe),

Extracto de epicarpio de metanol: (EEMe). Extracto de epicarpio metanol-agua (70:30):
(ESMeA (70:30)).
Fuente: Santiago y Obregén, 2024.
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Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fltoquimico realizado
a los extractos obtenidos de las semillas y del epicarpio de los fruto de
Solanum mammosum.

PRUEBA

REPORTE

“'*"Q_‘_.;; YT

W I8N |
1 - \ e J

Pruebas: Dragendorff, Mayer y Wagner.
Metabolitos determinados: Alcaloides.

Reporte: Positivo para D2, D3, D5, D6, M2 ,M3, M5 y M6. Negativos para W2, W3, W5y
W6.

Leyenda: prueba de Dragendorff: extracto de lassemilla metanol: (D2), extracto de las
semilla metanol-agua: (D3), extracto del epicarpio metanol: (D5), extracto del epicarepio
metanol-agua (70:30): (D6). Prueba de Mayer: extracto de las semilla metanol: (M2), extracto
de las semilla metanol-agua (70:30): (M3), extracto del epicarpio metanol: (M5), extracto del
epicarepio metanol-agua: (M6). Prueba de Wagner: extracto de las semilla metanol: (W2),
extracto de las semilla metanol-agua (70:30): (W3), extracto del epicarpio metanol: (W5),

extracto del epicarepio metanol-agua (70:30): (M6).
Fuente: Santiago y Obregdn, 2024.
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Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fltoquimico realizado

a los extractos obtenidos de las semillas y del epicarpio de los frutos de

Solanum mammosum. (Continuacion).

PRUEBA

REPORTE

Prueba: Lieberman-Burchard. Metabolito
determinado: Triterpenos/Esteroles
Reporte: positivo para Esteroles (ESHe),
positivo para triterpenos y esteroles (ESMe y
EEHe), Negativo para Triterpenos y Esteroles
(ESMeA, EEMe y EEMeA).

Leyenda: Extracto de las semilla de hexano: (ESHe), Extracto de las semilla de metanol:

(ESMe), Extracto del epicarpio de hexano: (EEHe), Extracto del epicarpio de metanol: (EEMe),
Extracto del epicarpio de metanol-agua (70:30): (EEMeA (70:30)), Extracto de las semilla de

metanol-agua (70:30): (ESMeA (70:30)).

Fuente: Santiago y Obregon, 2024.
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Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico realizado
a los extractos obtenidos de las semillas y del epicarpio de los fruto de
Solanum mammosum. (Continuacion).

PRUEBA REPORTE

Prueba: FeCls
Metabolito determinado:
Compuestos fendlicos.

Reporte: moderado para todos los

extractos.

Prueba: Espuma

Metabolito determinado:

Saponinas

Reporte: negativo para todos los

extractos.

Leyenda: Extracto de semilla de metanol: (ESMe), Extracto de semilla de
metanol-agua (70:30):(ESMeA). Extracto de epicarpio de metanol: (EEMe),
Extracto de epicarpio de metanol-agua (70:30): (EEMeA).

Fuente: Santiago y Obregdn, 2024.
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Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico realizado
a los extractos obtenidos de las semillas y epicarpio de los fruto de Solanum
mammosum. (Continuacion).

PRUEBA REPORTE

Prueba: Gelatina.
Metabolito determinado:
Taninos.

Reporte: negativo para

todos los extractos.

Prueba: Shinoda

Metabolito determinado:

Flavonoides

Reporte:.

Leyenda: Negativo para los extractos: (ESHe, ESMe, ESMeA y EEHe) Moderado para los

demas extractos

Fuente: Santiago y Obregoén, 2024.
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Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico realizado
a los extractos obtenidos de las semillas y del epicarpio de los fruto de
Solanum mammosum (Continuacion).

PRUEBA REPORTE

Prueba: NaOH 10%
Metabolito determinado:
Flavonoides

Reporte: negativo para
ESHe, EEHe y moderado

para los demas extractos.

Prueba: fluorescencia UV

Metabolito determinado:

Cumarinas

Reporte: negativo para

todos los extractos.

Leyenda: Extracto de las semilla de hexano: (ESHe), Extracto de las semilla de metanol:
(ESMe), Extracto de las semilla de metanol-agua (70:30): (ESMeA), Extracto del epicarpio de
hexano: (EEHe), Extracto del epicarpio de metanol: (EEMe), Extracto del epicarpio de metanol-
agua (70:30): (EEMeA).

Fuente: Santiago y Obregén, 2024.
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Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico realizado
a los extractos obtenidos de las semillas y del epicarpio de los fruto de
Solanum mammosum (Continuacion).

PRUEBA REPORTE

Prueba:
NHsOH [ ]

Metabolito determinado:
Antraquinonas.
Reporte: negativo para

todos los extractos

Metabolito determinado:

Lactonas sesquiterpénicas

Reporte: positivo para
ESHe, ESMe, ESMeA y
EEHe. negativo para los

demas extractos.

Leyenda: Extracto de las semilla de hexano: (ESHe), Extracto de las semilla de metanol:
(ESMe), Extracto de las semilla de metanol-agua (70:30): (ESMeA), Extracto del epicarpio de
hexano: (EEHe), Extracto del epicarpio de metanol: (EEMe), Extracto del epicarpio de metanol-

agua (70:30): (EEMeA).
Fuente: Santiago y Obregon, 2024.
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Tabla 11. Reporte de resultados ilustrados del tamizaje fitoquimico realizado
a los extractos obtenidos de las semillas y del epicarpio de los frutos de
Solanum mammosum (Continuacion).

PRUEBA REPORTE

Prueba: H2S04

Metabolito determinado:

Quinonas

Reporte: Positivo para
(ESHe, ESMe) negativo

para los demas extractos.

Prueba: Test Keller-Killani

Metabolito determinado:

Glucosidos cardiotonicos

Reporte: negativo para

todos los extractos.

Leyenda: Extracto de las semilla de hexano: (ESHe), Extracto de las semilla de metanol:
(ESMe), Extracto de las semilla de metanol-agua (70:30): (ESMeA), Extracto del epicarpio de
hexano: (EEHe), Extracto del epicarpio de metanol: (EEMe), Extracto del epicarpio de metanol-
agua (70:30): (EEMeA),

Fuente: Santiago y Obregén, 2024.
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Evaluacion de la Actividad Antibacteriana

Se determind a través del método de difusion en agar con disco (Kirby-
Bauer), en los extracto de hexano, metanol y matanol-agua (70:30), de la
semillas y epicarpio de los frutos de solanum mammosum, a una
concentracion de 10 mg/mL, frente a las diferentes cepas bacterianas ATCC:
dos especies grampositivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Enterococcus faecalis ATCC 29212), y tres especies gramnegativas
(Klebsiella pneumoniae ATCC 23357, Escherichia coli ATCC 25922 vy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

Los resultados de la actividad antibacteriana con el método de difision en
agar con discos demostraron que los extractos de semillas y epicarpio de los
frutos no fueron efectivos frente a microorganismos grampositivos, a
excepcion del extracto de metanol-agua (70:30) de semillas que demostro
actividad frente a Enterococcus faecalis (7 mm). Los demas extractos tanto de
semillas como epicarpio, demostraron efectividad en casi todos los
microorganismos gramnegativas con halos de inhibicion de 7 mm (Tablas 12
y 13)

De igual manera se evaluo6 la actividad antibacteriana, con el método de
difusion en agar con pozos, y se demostr6 mayor actividad en los extractos
ensayados, en comparacion con el método difision en agar con discos,
especialmente con los extracto de metanol de semilla y epicarpio frente a
Klebsiella pneumoniae donde se alcanzaron halos de inhibicion de 24 mm y
25 mm respectivamente, y frente a Staphylococcus aureus que presentd con
el extracto de semillas de hexano un halo 14 mm y con los demas extractos
halos entre 7-8 mm (Tabla 14 y 15).
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Tabla 12. Resultados obtenidos para la determinacion de la actividad
antibacteriana por el método de difusion en agar con discos y con pozo de los

extractos de las semilla de los frutos de Solanum mammosum.

Halos de inhibicion en milimetros (mm)
Bacterias Gram positivas Bacterias Gram negativas
Muestras S. aureus | E. faecalis E. coli P. aeruginosa K.
ensayadas ATCC ATCC 29212 | ATCC 25922 | ATCC 27853 | pneumoniae
10mg/Ml 25923 ATCC 23357
Método de Dis | Pozo | Disco | Pozo | Disco | Pozo | Disco | Pozo | Disco | Pozo
difusion co
ESHe - 14 - - - - 7 7 7 9
ESMe - 7 - - - 7 7 7 - 24
ESMeA (70:30) | - 7 ) - 7 8 7 7 7 -
DMSO (C-) - - - - - - - - - -
Hexano (C-) - - - - - - - - - -
Eritromicina ® 32 - - -
(15 pg)
Ampicilina ® - 32 - - -
(10 ug)
Piperacilina ® - - 27 27 27
(100 pg)

Leyenda: Extracto de las semillas de hexano: (ESHe), Extracto de las semilla de metanol:
(ESMe), Extracto de las semilla de metanol-agua (70:30): (ESMeA), milimetros: (mm),
Dimetilsulfoxido: (DMSO), Control negativo: (C-) y hexano: (C-)

Fuente: Santiago y Obregon, 2024.
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Tabla 13. Resultados obtenidos para la determinacion de la actividad
antibacteriana por el método de difusion con discos y con pozos de los

extractos del epicarpio de los frutos de Solanum mammosum.

Halos de inhibicion en milimetros (mm)
Bacterias Gram positivas Bacterias Gram negativas
Muestras S. aureus _ ) _ K.
E. faecalis E. coli P. aeruginosa .
ensayadas ATCC pneumoniae
ATCC 29212 | ATCC 25922 | ATCC 27853
10mg/mL 25923 ATCC 23357
Método de Disc
difusion Pozo | Disco | Pozo | Disco | Pozo | Disco | Pozo | Disco | Pozo
0
ESHe - 8 - - 7 8 - 7 7 7
ESMe - 7 - - 7 9 -- 7 7 25
ESMeA - 7 7 - 8 9 7 7 7 10
(70:30)

DMSO (C-) - - - - - - - - - -
Hexano (C-) - - - - - - - - - -
Eritromicina 32 - - - -
® (15 pg)

Ampicilina ® - 32 - - -
(10 pg)

Piperacilina ® - - 27 27 27
(100 pg)

Leyenda: Extracto de las semillas de hexano: (ESHe), Extracto de las semilla de metanol:
(ESMe), Extracto de las semilla de metanol-agua (70:30): (ESMeA), milimetros: (mm),
Dimetilsulféxido: (DMSO), Control negativo: (C-) y hexano: (C-)

Fuente: Santiago y Obregdn, 2024.
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Tabla 14. Reporte de los resultados ilustrados de la actividad antibacteriana
por el método de difusion en disco de los extractos de las semillas de los frutos

de Solanum mammosum.

Prueba: difusion en disco en agar (Kirby-Bauer)

Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis
ATCC 25923 ATCC 2921

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25922 ATCC 27853.

Leyenda: Discos N° 3: Extracto de las semilla de hexano (ESHe), Disco N° 4
Extracto de las semilla de metanol (ESMe), Disco N° 5: Extracto de las semillas
de metanol-agua (70:30) (ESMeA).
Fuente: Santiago y Obregdn, 2024.
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Tabla 14. Reporte de los resultados ilustrados de la actividad antibacteriana
por el método de difusion en agar con disco de los extractos de las semillas de

los frutos de Solanum mammosum (continuacién).

Klebsiella pneumoniae

ATCC 23357

Leyenda: Disco N° 3: Extracto de las semillas de hexano (ESHe), Disco N° 4:
Extracto de las semilla de metanol (ESMe), Disco N° 5: Extracto de las semilla
de metanol-agua (70:30) (ESMeA).
Fuente: Santiago y Obregon, 2024.
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Tabla 15. Reporte de los resultados ilustrados de la actividad antibacteriana
por el método de difusion en agar con disco de los extractos del epicarpio de

los frutos de Solanum mammosum.

Prueba: difusion en en agar con discos (Kirby-Bauer)

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Enterococcus faecalis
ATCC 29212

Leyenda: Disco N° 9: Extracto del epicarpio de hexano (EEHe), Disco N° 10:
Extracto del epicarpio de metanol (EEMe), Disco N° 11: Extracto del epicarpio
de metanol-agua [70:30] (ESMeA).
Fuente: Santiago y Obregdn, 2024.
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Tabla 15. Reporte de los resultados ilustrados de la actividad antibacteriana
por el método de difusién en agar con disco de los extractos del epicarpio de

los frutos de Solanum mammosum (continuacién).

Prueba: difusion en disco en agar (Kirby-Bauer)

Escherichia coli
ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosas
ATCC 27853.

Leyenda: Disco N° 9: Extracto del epicarpio de hexano (EEHe), Disco N° 10:
Extracto de epicarpio de metanol (EEMe), Disco N° 11: Extracto del epicarpio
de metanol-agua (70:30) (ESMeA).
Fuente: Santiago y Obregdn, 2024.
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Tabla 15. Reporte de los resultados ilustrados de la actividad antibacteriana
por el método de difusién en agar con discos de los extractos del epicarpio de

los frutos de Solanum mammosum (continuacién).

Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357

Leyenda: Disco N° 9: Extracto del epicarpio de hexano (EEHe), Disco N° 10:
Extracto del epicarpio de metanol (EEMe), Disco N° 11: Extracto del epicarpio
de metanol-agua (70:30) (EEMeA).
Fuente: Santiago y Obregdn, 2024.
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Tabla 16. Reporte de los resultados ilustrados de la actividad antibacteriana
por el método de difusion agar con pozo de los extractos de las semillas y del

epicarpio de los frutos de Solanum mammosum.

Prueba: difusion en pozo en agar (Kirby-Bauer)

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Leyenda: Pozo N° 23 Extracto de las semillas de hexano (ESHe), Pozo N° 24:

Extracto de las semillas de metanol (ESMe), Pozo N° 25: Extracto de las
semillas de metanol-agua (70:30) (ESMeA), Pozo N° 26: Extracto del epicarpio
de hexano (EEHe), Pozo N° 27: Extracto del epicarpio de metanol (EEMe),
Pozo N° 28: Extracto del epicarpio de metanol-agua (70:30): (EEMeA).
Fuente: Santiago y Obregon, 2024.
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Tabla 16. Reporte de los resultados ilustrados de la actividad antibacteriana
por el método de difusidén en agar con pozos de los extractos de las semillas y
del epicarpio de los frutos de Solanum mammosum (Continuacion).

Prueba: difusion en pozo en agar (Kirby-Bauer)

Escherichia coli
ATCC 25922
Leyenda: Pozo N° 23 Extracto de semilla de hexano (ESHe), Pozo N° 24:

Extracto de semilla de metanol (ESMe), Pozo N° 25: Extracto de las semilla de
metanol-agua (70:30) (ESMeA), Pozo N° 26: Extracto del epicarpio de hexano
(EEHe), Pozo N° 27: Extracto del epicarpio de metanol (EEMe), Pozo N° 28:
Extracto del epicarpio de metanol-agua (70:30): (EEMeA).

Fuente: Santiago y Obregdn, 2024.
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Tabla 16. Reporte de los resultados ilustrados de la actividad antibacteriana
por el método de difusidén en agar con pozos de los extractos de las semillas y
del epicarpio de los frutos de Solanum mammosum (Continuacion).

Prueba: difusion en pozo en agar (Kirby-Bauer)

Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357

Leyenda: Disco N° 23 Extracto de las semilla de hexano (ESHe), Disco N° 24:
Extracto de las semilla de metanol (ESMe), Disco N° 25: Extracto de las semilla
de metanol-agua (70:30) (ESMeA), Disco N° 26: Extracto del epicarpio de
hexano (EEHe), Disco N° 27: Extracto del epicarpio de metanol (EEMe), Disco
N° 28: Extracto del epicarpio de metanol-agua (70:30): (EEMeA).

Fuente: Santiago y Obregdn, 2024.
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Tabla 16. Reporte de los resultados ilustrados de la actividad antibacteriana
por el método de difusion en agar con pozos de los extractos de semillas y
epicarpio de los frutos de Solanum mammosum (Continuacion).

Prueba: difusién en disco en agar (Kirby-Bauer)

Pseudomonas aeruginosas
ATCC 27853.

Leyenda: Disco N° 23 Extracto de semilla de hexano (ESHe), Disco N° 24:
Extracto de semilla de metanol (ESMe), Disco N° 25: Extracto de semilla de
metanol-agua (70:30) (ESMeA), Disco N° 26: Extracto de epicarpio de hexano
(EEHe), Disco N° 27: Extracto de epicarpio de metanol (EEMe), Disco N° 28:
Extracto de epicarpio de metanol-agua (70:30): (EEMeA).

Fuente: Santiago y Obregdn, 2024.
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Evaluacion de la actividad antifungica

Se determiné a través del método de difusion en agar con disco (Kirby
Bauer) con los extractos preparados del epicarpio y las semillas de los frutos
de S. mammosum, correspondiente a los solventes hexano, metanol y
metanol-agua (70:30) en concentraciones de 10 mg/mL y se probo su efecto
frente a cepas de Candida albicans CDC B-385 y Candida krusei ATCC 6258.

Los resultados de la actividad antifiungica demuestan poca efectividad de
los extractos ensayados frente a las dos cepas fungicas estudiadas, a

excepcion del extracto de semillas de hexano en Candida albicans (7 mm)

(Tablas 17 y 18):
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Tabla 17. Resultados obtenidos para la determinacion de la actividad

antifingica de los extractos de las semillas y del epicarpio de los frutos de

solanum mammosum

Halos de inhibicion en milimetros (mm) de hongos ATCC

Muestras Candida | Candida Muestras Candid | Candida
ensayadas [] | albicans krusei ensayadas [ ] a krusei
10 mg/mL CDCB- | ATCC 10 mg/mL albican ATCC
385 6258 s CDC 6258
B-385
ESHe 7 - EEHe - -
ESMe - - EEMe - -
ESMeA F - EEMeA - -
DMSO (C-) - - DMSO (C-) - -
Hexano (C-) - - Hexano (C-) - -
Fluconazol ® 50 - Fluconazol ® 50 -
Voriconazol ® - 20 Voriconazol ® - 20

Leyenda: Extracto de las semilla de hexano: (ESHe), Extracto de las semilla

de metanol: (ESMe), Extracto de las semilla de metanol-agua (70:30):

(ESMeA), Extracto del epicarpio de hexano: (EEHe), Extracto del epicarpio de

metanol: (EEMe), Extracto del epicarpio de metanol-agua (70:30): (EEMeA) y
hexano: (C-)., 2024.

Fuente: Santiago y Obregon
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Tabla 18. Reporte de los resultados ilustrados de la actividad antifingica de
los extractos de las semillas y del epicarpio de los frutos de Solanum

mammosum.

Prueba: difusién en disco en agar (Kirby-Bauer)

Candida albicans Candida krusei

CDC B -385 ATCC 6258

Candida albicans Candida krusei
CDC B-385 ATCC 6258

Leyenda: Disco N° 10: Extracto de las semilla de hexano (ESHe), Disco N°
11: extracto de las semilla de metanol (ESMe) Disco N° 12: extracto de las
semilla de metanol-agua (70:30) (ESMeA), Disco N° 13: Extracto del epicarpio
de hexano (EEHe), Disco N° 14: Extracto del epicarpio de metanol (EEMe),
Disco N° 15: Extracto del epicarpio de metanol-agua (70:30): (EEMeA).
Fuente: Santiago y Obregén, 2024.
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Discusiones

En el presente trabajo se lograron obtener seis extractos: tres para
semillas (hexano, metanol y metanol-agua (70:30)) y tres para epicarpio
(hexano, metanol y metanol-agua (70:30)), los cuales evidenciaron a través de
las pruebas quimicas cualitativas la presencia de algunos metabolitos
secundarios como: alcaloides, triterpenos, esteroles, compuestos fendlicos y
flavonoides, lactonas, quinonas y glucosidos cardiotonicos, ademas de la
ausencia de saponinas y taninos

Posteriormente se llevo a cabo la evaluacion de la actividad antimicrobiana
por el método de difusion en agar con discos y pozos (Kirby-Bauer).

Los resultados de la actividad antibacteriana por el método de difusion en
agar con discos de los extractos ensayados no demostraron actividad frente a
ninguno de los microorganismos grampositivos y en los gramnegativos los
halos de inhibicién obtenidos no superaron los 8 mm. Mientras que por el
método de difusion en agar con pozos se determind una actividad notable del
exracto de hexano de las semillas frente a la bacteria grampositiva
Staphylococcus aureus (14 mm), y contra gramnegativas el extracto de
metanol de las semillas y del epicarpio presentd gran actividad frente a la cepa
Klebsiella pneumoniae con halos de inhibicibn de 24 mm y 25 mm,
respectivamente. En cuanto al andlisis de las cepas flungicas se determiné que
de los seis extractos ensayados solo el de hexano de semillas present6
actividad frente a Candida albicans (7 mm) los demas extractos no presentaron
actividad a la concentracion empleada en el estudio (10 mg/mL).

Los resultados de estas variables se correlacionan con lo determinado en
estudios anteriores de otras especies del mismo género (Solanum), como se
menciona a continuacion:

En el estudio realizado por Ramirez, Pérez, Obregbdn, Rojas, Aparicio,

Cordero y De Lima (2024), titulado: Actividad antibacteriana y antioxidante de
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los frutos de Solanum hirtum Vahl de Venezuela. Los resultados del analisis
fitoquimico revelaron al igual que en este estudio la presencia de metabolitos
secundarios en los que destacan alcaloides, terpenoides, esteroides, fenoles
y flavonoides. De igual manera se coincidié en el método para la evaluacion
de la actividad antibacteriana (método de difusion en agar con disco Kirby-
Bauer. Los resultados de la actividad antibacteriana mostraron que el extracto
de diclorometano (10mg/mL), mostré actividad contra S. aureus (7,0 mm) y K.
pneumoniae (9,0 mm) y el extracto metandlico (10mg/mL), contra P.
aeruginosa (7,0 mm), S. aureus (8,0 mm) y K. pneumonia (9,0 mm). La
diferencia notable entre el estudio realizado por los autores, y la presente
investigacion es que los halos de inhibicion que alcanzaron fueron mayores,
ya que con los extractos de epicarpio y de semillas de de los futos de S.
mammosum no se lograron halos de inhibicon mayores a 7 mm a excepcién
del extracto de epicarpio de metanol-agua (70:30) en Escherichia coli (8 mm).
Esto permite asumir que la actividad antibacteriana se ve bastante desigual de
acuerdo el tipo de extracto utilizado, comprendiéndose asi que los autores del
trabajo de Solanum hirtum Vahl, pudieron haber conseguido mayor efectividad
frente a las cepas bacterias por la utilizacién de otro solventes (diclorometano).

De igual forma, se encontré similitud de este estudio con el que realizaron
Mendoza, Fuertes y Jahuira (2022), en el cual se demostré que el extracto
etanolico de las hojas de Solanum hispidum Pers contiene metabolitos
secundarios como alcaloides, compuestos fendlicos y flavonoides, lo cual
coincide con los hallado en esta investigacion. Sin embargo, dichos autores
obtuvieron resultados diferentes en el anadlisis de su actividad antifiUngica
realizada mediante el método de difusion en agar con pozos, puesto que el
extracto etanolico de las hojas de Solanum hispidum Pers arrojé resultados de
sensibilidad a una concentracion de 25 mg/mL frente Candida albicans,
mientras que en la presente investigacion los extractos tanto de semillas como

epicarpio de los frutos de S. mammosum no mostraron actividad frente
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Candida albicans y Candida krusei por el método de difusion en agar con disco
a una concentracion de 10 mg/mL a excepcion del extracto de hexano de
semillas que frente a Candida albicans presenté un halo de inhibicion de 7,00
mm esto pudiera deberse a la presencia de los metabolitos secundarios
presentes esteroles, lactonas y quinonas. Las causas por la que en este
estudio no se evidencio una actividad favorable frente a las cepas fangicas
estudiadas comparado con el de Mendoza, Fuentes y Jahuira, puede deberse
a dos variables: la primera relacionada a que la concentracion de los extractos
utilizada en esta investigacion pudo haber sido inferior a la necesaria para
actuar inhibiendo a los microorganismos utilizados en el ensayos ,y la segunda
variable se correspone con el tipo de técnica utilizada para evaluar la actividad
antifungica, debido a que en el método por difusiébn en discos de agar los
metabolitos secundarios de interés y capaces de conferirle esta bioactividad
pudieron quedar retenidos en el papel de filtro impidiendo difundir en el medio
de cultivo inoculado con la cepa (Ramirez y Marin, 2009)..

Finalmente en el estudio realizado por Ramén y Galeano (2020), se evalud
la actividad antimicrobiana por el método de difusion en agar con disco Kirby-
Bauer, utilizando extractos de metanol realizados con hojas del genero
Solanum los cuales fueron evaluados frente a cepas bacterianas que también
se utilizaron en el presente estudio: Klebsiella pneumoniae (ATCC 70603),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Escherichia coli (ATCC 25922), los
discos fueron impregnados a una concentracion de 20 mg/mL y los resultados
que arrojaron alta sensibilidad, segun tabla de medicién especifica y de
referencia internacional utilizadas por los autores. La causa a la cual se puede
deber el hecho de que los autores hayan determinado altos halos de inhibicién
puede deberse al igual que en el estudio de Mendoza, Fuertes y Jahuira a la

alta concentracion utilizada del extracto.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En los extractos de hexano, metanol y metanol-agua (70:30) del epicarpio
y semillas de los frutos de Solanum mammosum, se identificaron mediante el
analisis fitoquimico la presencia de metabolitos secundarios, destacandose en
los extractos de semillas y epicarpio la presencia de alcaloides, treterpenos y
esteroles, compuestos fendlicos, flavonoides, lactonas y quinonas en el mismo
sentido, hubo ausencia en todos los extractos de saponinas, cumarinas,
antraquinonas, glucosidos cardioténicos y taninos.

La evaluacion de la la actividad antibacteriana fue realizada por los
métodos de difusion en agar con discos y con pozos de agar de Kirby-Bauer.

Mediante método de difusibn en agar con discos, no se determiné
actividad con ninguno de los extracto de las semillas de los frutos de S.
mammosum frente a microorganismos grampositivos, no obstante si fue
posible determinar efectividad frente microorganismos gramnegativos, con
halos de inhibicion no mayores a 7 mm. Por otro lado en la evaluacion de los
extractos del epicarpio de los frutos de igual manera se determiné efectividad
contra microorganismos gramnegativos, y ademas contra un grampositivo
(Enterococcus faecalis 7 mm).

Con el método de de difusibn en agar con pozos se determin6é gran
actividad con los extracto de epicarpio y semillas de los frutos de S.
mammosum frente al microorganismos grampositivo Staphylococcus aureus,
sin embargo no hubo inhibicion del crecimiento con ninguno de los extractos

ensayados frente a Enterococcus faecalis. De igual manera se determind
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efectividad de todos los extractos frente a bacterias gramnegativas logrando
altos halos de inhibicion, especialmente frente a Klebsiella pneumoniae (25
mm)

la actividad antifungica se evalu6 unicamente por el método de difusion en
agar con discos Kirby-Bauer, y los resultados no arrojaron efectividad de los
extractos frente a las cepas flngicas estudiadas excepto el extracto de
semillas de hexano en Candida albicans (7mm).

De esta manera se concluye que el método de evaluacién antimicrobiana
mas efectivo es el método de difusion en agar con pozo Kirby-Bauer esto
debido a que la técnica con sensidiscos presenta como desventaja la
composicion del papel filtro Whatman el cual se compone de celulosa (uniones
b-(1-4) de mondémeros 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 cationicos de
los productos naturales absorbiéndolos en la superficie del disco e impidiendo
la difusion de estos en el agar, los compuestos apolares pueden no ser
influenciados por dichos grupos hidroxilos y difundir facilmente en el agar. Esto
puede explicar en parte la mas alta sensibilidad detectada cuando el método

se utiliza directamente en pozo (Ramirez y Marin, 2009).
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Recomendaciones

Analizar la actividad antifungica de los extractos del epicarpio y pulpa de
los frutos de Solanum mammosum empleando el método de difusién en agar
con pozos (Kirby-Bauer).

Evaluar la composicion quimica y la actividad antimicrobiana de otras
partes de la planta como: flores, tallos y raices.

Evaluar la actividad antioxidante con extractos de epicarpio y semillas de
los frutos de Solanum mammosum.

Llevar a cabo la obtencion de extractos vegetales del epicarpio y semillas
de los frutos de Solanum mammosum empleando solventes y métodos de
extraccion distintos a los usados en esta investigacion.

Se evidencio que es necesario la utilizacién de concentraciones elevadas
de los extractos para poder producir la inhibicion de crecimiento en las cepas

ensayadas, especialmente en las cepas fungicas
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