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RESUMEN

Erythrina edulis es una especie de Leguminosa perteneciente a la familia
Fabaceae. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue confirmar la
relacion existente entre la composicion quimica y la actividad antimicrobiana
de los extractos de la raiz de E. edulis. Los extractos fueron obtenidos
mediante la técnica en reflujo, empleando como solventes hexano y metanol,
a los cuales se les realiz6 el andlisis fitoquimico preliminar cualitativo,
mediante tamizaje fitoquimico identificando metabolitos secundarios como:
compuestos fendlicos, triterpenos, esteroles y quinonas. Posteriormente, se
determind la actividad antimicrobiana frente a cepas de referencia
internacional, a través del método de difusidbn en agar con disco (Kirby-
Baler). El extracto hexano mostr6 zonas de inhibicion frente a cepas
bacterianas y fungicas: Klebsiella pneumoniae 8 mm; Pseudomonas
aureginosa 7 mm; Escherichia coli 7 mm; Candida albicans 7 mm y Candida
krusei 9 mm. Mientras que con el extracto metanol se obtuvo actividad
inhibitoria Unicamente para las cepas bacterianas Staphylococcus aureus;
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas auriginosa con zonas de inhibicion
de 7 mm respectivamente.

Palabras claves: Erythrina edulis, estudio fitoquimico, actividad
antimicrobiana, metabolitos secundarios, cepas.



INTRODUCCION

En los ultimos afos, el incremento de bacterias resistentes y la rapida
emergencia de nuevas infecciones han disminuido la intensidad en la eficacia
de los antibioticos para tratar patologias causadas por ciertos
microorganismos. Esta situacion aumenta la urgente necesidad para el
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos. Diversas estrategias han
sugerido para tratar de minimizar este tipo de amenaza; una de ellas es la
necesidad de hallar nuevos medicamentos. En respuesta a estas
necesidades se ha recurrido a la fitoquimica y a la fitofarmacologia, logrando

encontrar nuevas moléculas extraidas de plantas (Garcia y Canton, 2000).

Un antimicrobiano es una sustancia que a bajas concentraciones tiene la
capacidad de inhibir o matar microorganismos (bacterias, hongos, parasitos
entre otros). El uso de plantas medicinales (medicina tradicional) constituye
un reservorio de metabolitos secundarios bioldgicamente activos tales como:
fenoles, terpenos, alcaloides y tioles los cuales les confieren propiedades
biologicas como  antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias,
antihipertensivas, entre otras generando una alternativa en el control de

diversas enfermedades causadas por bacterias (Barrios,1998).

Las plantas pueden poseer actividad biolégica sobre determinados
microorganismos y esto va a depender de los compuestos activos que estén
presentes en sus extractos. Estos compuestos pueden ser determinados a
través del estudio fitoquimico y ellos permitiran observar que actividad

biologica presenta la planta (Marcano y Hasegawa, 2002).

En relacion a lo anterior, como una alternativa se encuentra la especie

Erythrina edulis conocida como Chachafruto, siendo un arbol de la familia de



las Fabaceae, es una leguminosa utilizada en comunidades indigenas con
fines medicinales. Actualmente, se han aislado diversos metabolitos
secundarios, que muestran efectos antimicrobianos, antiinflamatorios entre
otros. Son numerosos los estudios acerca de las plantas de la familia
Fabaceae y en otras especies de género Erythrina, en los cuales se ha
evaluado actividades antimicrobianas, antiinflamatoria y antiplasmodial
(Jiménez, Marquez, Torres y Pabon, 2016). A partir de diversos extractos de
Erythrina se han identificado diversos constituyentes fitoquimicos que le
confieren alta actividad antibacteriana. Por lo tanto, en esta investigacion se
realizo el estudio de la especie Erythrina edulis (chachafruto) con la finalidad
de identificar metabolitos secundarios de importancia que puedan tener
efecto antimicrobiano sobre cepas grampositivas, gramnegativas y cepas

fungicas.

Este proyecto de investigacion se estructurd de la siguiente manera: El
Capitulo I: el problema: Planteamiento del Problema, Justificacion, Objetivos,
Alcances y Limitaciones. El Capitulo II: Marco Teoérico: Trabajos Previos,
Antecedentes Historicos, Bases Tedricas, Definicion de Términos. El Capitulo
[ll: Marco Metodologico: Tipo de Investigacion, Disefio de la Investigacion,
Poblacion y Muestra, Sistema de Variables, Procedimientos o Metodologia
de la Investigacion y Disefio de analisis. Capitulo IV: Resultados de la
Investigacion y Discusién. Capitulo V: Conclusiones y Recomendaciones.

Referencias Bibliohemerogréficas.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

En el mundo cada vez cobra mas importancia el desarrollo de nuevos
medicamentos de origen vegetal para el tratamiento de patologias
infecciosas en la que sus tratamientos actuales resultan ser muy costosos y
con muchos efectos secundarios para sus pacientes, también es importante
el estudio de nuevos antioxidantes externos implicados en la prevencion y
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares, cancer,
diabetes etc. Por otro lado, es de vital importancia el desarrollo de nuevos
medicamentos con utilidades antimicrobianas debido al aumento de la
resistencia de estos microorganismos a los medicamentos actuales
(Elmogahzy, 2020).

La resistencia antimicrobiana ha sido reconocida por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 2015) como una de las mayores amenazas para
la salud humana. La advertencia sobre su aumento no es asunto nuevo y
representa en la actualidad un desafio terapéutico. Este es un fenémeno
bioldgico natural de respuesta de los microbios a la presion selectiva de un
farmaco antimicrobiano, puede ser inherente, lo que explica el fenbmeno de

infeccion oportunista o adquirida (Medina, Machado y Machado, 2015).

La actividad antimicrobiana es un término colectivo que engloba los
principios activos e inhiben el crecimiento de las bacterias y hongos,
previenen la formacién de colonias microbianas y pueden destruir

microorganismos (Elmogahzy, 2020). El uso indiscriminado de antibi6ticos



deprime el sistema inmunologico, favorece las reacciones alérgicas, dafa
diversos 6rganos y a su vez puede producir resistencia bacteriana creando

bacterias multirresistente.
Tal lo mencionan Ramirez y Diaz (2010):

Una de las consecuencias del mal uso de los antibidticos es que ciertos
tipos de microorganismos se vuelven resistentes a sus efectos, cuando
estos adquieren un mecanismo celular que le permite eliminar, degradar
o modificar un medicamento en especifico (p.4).

Por ello, la necesidad del hombre por curar enfermedades ha permitido
que se continte haciendo uso de la medicina ancestral por su poder curativo,
en la actualidad se reconocen innumerables especies de plantas con fuentes
de compuestos biolégicamente activos. De acuerdo a la Organizacion
Mundial de la Salud [OMS] (1979) “una planta medicinal es definida como
cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser
empleadas para propositos terapéuticos 0 cuyos principios activos pueden

servir de precursores para la sintesis de nuevos” (p.2).

La medicina tradicional tiene una larga historia. Es la suma total de los
conocimientos, habilidades y practicas basadas en las teorias, creencias y
experiencias indigenas de diferentes culturas, explicables o no, utilizadas en
el mantenimiento de la salud, asi como en la prevencién, diagndstico, mejora
o tratamiento. De enfermedad fisica y mental. La medicina herbaria o
fitoterapia incluye hierbas, materiales, preparaciones y productos herbales
terminados, que contienen como ingredientes activos partes de las plantas u
otros materiales vegetales o combinaciones (Barrios, 1998).

Es por esto que en los Ultimos afios se ha realizado una serie de

seguimientos a estudios sobre las acciones inhibitorias que poseen las



plantas obtenidas a través de sus diferentes extractos tales como flores,
semillas, hojas, corteza, frutos y raices, las cuales le confieren diversas
propiedades para uso medicinal o farmacoldgico, con el fin de producir

antimicrobianos naturales como alternativa terapéutica (Hart, 1998).

Es por ello que el interés por el estudio de los extractos vegetales ha
aumentado notablemente debido a sus propiedades bactericidas, fungicidas
y antioxidantes (Fernandez, Silva, Costa, Bruno y Galli, 2019). Cabe destacar
que la gran mayoria de especies vegetales presentan metabolitos
secundarios, como terpenos, compuestos fendlicos, glicdsidos y alcaloide,
siendo fuentes de principios activos de medicamentos y de valiosos
productos quimicos con aplicaciones farmacéuticas (Hernandez, Bastidas,

Rodriguez, Acero, Juarez y Rivera, 2018).

Erythrina edulis (chachafruto) es un arbol de la familia de las Fabaceae, se
ha descrito como una gran fuente de aminoacidos esenciales, ademas dentro
de la literatura se encuentran descritos metabolitos secundarios en sus
semillas, en mayor proporcion los alcaloides cuaternarios, seguidos de los
alcaloides insolubles en cloroformo, esteroides, terpenos, antraquinonas,
taninos y saponinas en sus hojas (Barrios,1998). Lo que puede conferirle
actividad antioxidante y antimicrobiana que podria tener relevancia clinica en
el tratamiento de infecciones bacterianas e infecciones micoticas. Estas

posibles actividades son las de mayor interés a estudiar en este proyecto.

En este orden de ideas, en farmacologia se ha comprobado su potencial
como antioxidante, anticancerigena, antimalarica y antibacteriana, entre
otros, los cuales estan vinculadas a problemas de salud publica que han
llamado la atencién de entidades como la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS), que destina un presupuesto anual para la investigacion en estas



bioactividades, como consecuencia de la afectaciéon de una gran cantidad de
personas en paises en via de desarrollo (Maisuthisakul, Pasuk vy
Ritthiruangdej, 2008; Khaomek, Ichino, Ishiyama, Sekiguchi, Namatame,
Ruangrungsi y Yamada, 2008; OMS, 2013).

Debido a que surge la resistencia a los antimicrobianos se considera una
problematica de interés en temas de salud publica a nivel mundial, es de
gran importancia y reto de mayor indole la basqueda de compuestos con
actividad antimicrobiana, por lo cual se plantea el estudio de especies
pertenecientes a la biodiversidad venezolana con potencial para el
aislamiento de posibles antibiéticos y antifingicos. Una vez descrita la
situacién actual del problema de estudio se formula la siguiente pregunta de
investigacion: ¢ Cual es la composicion quimica de los extractos obtenidos de
la raiz de Erythrina edulis y la actividad antimicrobiana que presenta frente a

cepas de referencia internacional?



Justificacion e Importancia de la Investigacion

En la actualidad existe gran interés por la medicina tradicional y dentro de
esta, la medicina herbaria, que ha generado numerosos estudios, divulgados
en prestigiosas publicaciones donde incluso se ha sefialado que los
componentes de Erythrina edulis poseen actividad antimicrobiana y que hay
poco uso de medicamentos de origen vegetal por parte de los profesionales
de la salud; donde sus tratamientos estan basados Unicamente en farmacos
sintéticos, que conllevan a problemas de salud diagnosticados como

enfermedad leve (Cabrera, Fernandez y Guerrero, 2005).

El uso indiscriminado de los antibiéticos deprime el sistema inmunolégico,
favorece las reacciones alérgicas, dafia diversos 0rganos y a su vez también
puede producir resistencia bacteriana creando bacterias multirresistentes, es
por esto que se ha hecho necesario, indagar sobre las acciones inhibitorias
que poseen las plantas obtenidas a través de los diversos extractos, con el
fin de producir antibioticos naturales como alternativa terapéutica (Cabrera y
cols., 2005). Las razones anteriores justificaron por qué se escogi6 el género
Erythrina, ya que varias especies han sido estudiadas por su morfologia,
distribucion y composicion quimica las cuales se han descrito con caracter

antimicrobiano (Prisco y cols., 2020).

El empleo de fuentes naturales resulta ser una alternativa para el
tratamiento de diversas afecciones en el caso de las poblaciones rurales,
donde el acceso a los medicamentos farmacologicos se torna restringido,
bien sea por razones econémicas o por disminucion de los efectos téxicos,
que son muy frecuentes en sustancias quimicas puras, optando siempre por
la medicina herbaria que esta a su alcance. Es por ello que se proyecta

contribuir de alguna manera con el problema de salud publica que se vive dia



a dia en el pais, debido a la disminucién y altos costos de sustancias
inhibidoras de microorganismos patégenos, asi como, que la informacién
obtenida en la presente investigacion genere nuevos conocimientos y a
futuro pueda servir de apoyo para las generaciones de relevo (Prisco y cols.,
2020).

Objetivos de la Investigacion
Objetivo General

Confirmar la relacion existente entre la compaosicion quimica y la actividad

antimicrobiana de los extractos obtenidos de la raiz de Erythrina edulis.

Objetivos Especificos

Obtener los extractos de hexano y metanol de la raiz de Erythrina edulis
mediante el método de extraccion bajo reflujo.

Identificar la presencia de la composicion quimica de los extractos de la raiz
de Erythrina edulis mediante el tamizaje fitoquimico.

Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos de la raiz
de Erythrina edulis mediante el método de difusion en agar con disco
(Kirby—Balter).



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la investigacion

El aporte que realizO esta investigacion es significativo debido a que la
actividad antifangica no se habia estudiado anteriormente en trabajos previos
y las concentraciones utilizadas serviran de antecedente para futuros
trabajos, ademéas, este estudio se llevé a cabo para evaluar la actividad
antimicrobiana del extracto de la raiz de Erythrina edulis generando una

alternativa a la medicina actual frente a la resistencia antimicrobiana.

Limitaciones de la investigacion

En el desarrollo de esta investigacion se hallaron limitaciones con respecto
a los trabajos previos puesto que se encontraron pocos estudios
relacionados con la actividad antimicrobiana en esta especie vegetal
Erythrina edulis. Por otra parte, se encontraron limitaciones en el
procedimiento en el momento del secado, ya que la raiz de la especie
contiene gran cantidad de agua lo que dificultd el secado y disminuyo la
cantidad de los extractos obtenidos. Ademas, el laboratorio no contaba con el
medio de cultivo Mdueller-Hinton para la evaluacion de la actividad

antimicrobiana.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Mohammed, Sutramay, Ahmadis, Askani, Jambiga, Dharavath y Taduri
(2023). Realizaron un trabajo de investigacion titulado: Tamizaje fitoquimico y
actividad antibacteriana de los extractos de hojas, tallos y raiz de Erythrina
variegata, cuyo objetivo principal fue evaluar el tamizaje fitoquimico vy
actividad antibacteriana de los extractos de Erythrina variegata. El método
utilizado se bas6é en el tamizaje fitoquimico preliminar y método de
Kirby- Bauer. En el analisis fitoquimico se emplearon cinco disolventes tales
como; metanol, butanol, cloroformo, etanol y agua destilada, para evaluar la
presencia de alcaloides, flavonoides, glicésidos, fenoles, taninos,
esteroides/triterpenoides, quinonas y saponinas. Obteniéndose para los
extractos de hojas los fitoconstituyentes como alcaloides, glicdsidos,
flavonoides y fenoles, los cuales se encontraron en mayor concentracion en
el extracto de butanol, del mismo modo el extracto de etanol mostro la

presencia de alcaloides, saponinas y flavonoides en cantidades moderadas.

Por otra parte, los extractos de los tallos, revelaron la presencia de
alcaloides y glicésidos para el extracto de butanol, mientras que los extractos
de cloroformo y etanol revelaron la presencia de taninos. Igualmente, en el
extracto de raiz los fitoconstituyentes alcaloides, glicosidos y flavonoides
resultaron ser mas abundante en el extracto de butanol. En cuanto a la
evaluacion de la actividad antibacteriana se utilizd el extracto de butanol
debido a que revel6 la mayor cantidad de metabolitos secundarios, frente a

las cepas bacterianas: Proteus vulgaris, Escherichia coli, Bacillus subtilis y
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Bacillus sphaericus, a la concentracion de 80 ug/mL. En el extracto de
butanol de las hojas la maxima actividad antibacteriana se observo frente a
Bacillus subtilis y Escherichia coli con una zona de inhibicion de (20 mm),
seguido de P. vulgaris con (17 mm), y la menor zona de inhibicién la mostro

B. sphaericus siendo de (15 mm).

Al mismo tiempo en el tallo el extracto de butanol revelé una considerable
actividad antibacteriana con una zona inhibitoria de (16 mm) frente a P.
vulgaris y (15 mm) frente a E. coli en contraste con las otras cepas
bacterianas ensayadas. Sin embargo, se demostrd que B. sphaericus tiene
una actividad antibacteriana minima de (13 mm). Por otra parte, el extracto
butandlico de la raiz inhibié eficazmente B. subtilis con una zona inhibitoria
de (20 mm), E. coli (16 mm), mientras que la zona de inhibicién para P.
vulgaris y B. sphaericus fue de (15 mm) demostrando asi la menor accion
antibacteriana. En conclusion, Erythrina variegata presenté una actividad
antibacteriana favorable debido a la presencia de metabolitos secundarios, lo
cual resulta util para la produccion de medicamentos que contribuyen para el

tratamiento de diversas enfermedades.

Worku (2021), en su trabajo de investigacion: Actividad antibacteriana in
vitro y deteccioén fitoquimica de extractos de hojas de especie de Erythina,
tuvo como objetivo principal: examinar el tipo de constituyentes fitoquimicos y
actividad antibacteriana presentes en varios extractos de hojas de especies
de Erythrina. El método que utilizé fue: El andlisis fitoquimico cualitativo y
método de Kirby-Baler para el estudio antibacteriano. Obtuvo como
resultado en el analisis fitoquimico cualitativo de los extractos de éter de
petréleo, cloroformo, acetato de etilo, metanol y agua, la presencia de
metabolitos secundarios como: alcaloides, glicésidos, saponinas,
fitoesteroles, triterpenos, fenoles, taninos, flavonoides, diterpenos,

antraquinonas, cumarinas y esteroides.
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En cuanto al estudio de la actividad antibacteriana entre los
microorganismos utilizados Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae. Observandose que la maxima actividad
del extracto de metanol contra Pseudomonas aeruginosa a una
concentracion de 33 mg/mL presento una zona inhibitoria de (33 mm),
mientras que la minima actividad que presento el éter de petroleo frente a
Klebsiella pneumoniae fue de (12 mm) a una concentracion de 30 mg/mL ,
por otro lado, se evidencia que la maxima actividad del extracto acuoso y el
extracto acetato de etilo corresponde a Bacillus subtilis con (30 mm) y

(24 mm) respectivamente a la concentracion de 32 mg/mL.

En tal sentido, el extracto de las hojas de cloroformo de especies de
Erythrina contra Klebsiella pneumoniae a la concentracion de 30 mg/mL fue
de (27 mm), asi mismo inhibié el crecimiento de Escherichia coli con un valor
de (24 mm) a 30 mg/mL y el extracto acuoso inhibié el crecimiento con un
valor de (30 mm) a 32 mg/mL, al igual que el extracto de metanol de las
hojas de dicha especie inhibi el crecimiento con un valor de (33 mm) a una
concentracion de 35 mg/mL, cabe destacar, que los extractos de metanol,
acuoso y acetato de etilo exhibieron una actividad antibacteriana mucho
mayor contra las bacterias patdgenas probadas y presentadas, en
comparacion con el éter de petréleo y extracto de cloroformo que mostraron
menor actividad. En tal sentido, los extractos revelaron que las especies de
Erythrina contienen metabolitos secundarios con actividad antibacteriana
contra bacterias grampositivas y gramnegativas, por lo que esto podria ser
una buena fuente de farmacos antibacterianos contra diversos patdgenos

bacterianos.

Bioltif, Sase y Tongkum (2020), en su trabajo de investigacion: Deteccién
fitoquimica y revision de la importancia farmacoldgica de Erythrina

senegalensis. El cual tuvo como obijetivo principal: Investigar los fitoquimicos
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de la raiz y la importancia farmacoldgica de la planta. El método empleado
fue: Cribado fitoquimico cualitativo. Donde se utilizaron extractos de hexano,
acetato de etilo y metanol. Con respecto al rendimiento porcentual de cada
uno de los extractos se evidencio, que el extracto de metanol crudo fue de:
4,28 %, siendo el mas alto entre los tres extractos con disolventes, seguido
del acetato de etilo que arroj6 un porcentaje de 3,62 %, mientras que el

tercer extracto de hexano mostro el rendimiento porcentual mas bajo 2,84 %.

Por otro lado el resultado del analisis fitoquimico preliminar de los tres
extractos de la planta reveld que la raiz de Erythrina senegalesis contiene
alcaloides, flavonoides, esteroles, taninos, fenol, quinonas, saponinas,
triterpenos, antraquinonas y xantoproteina. El extracto de hexano demostré
que la raiz contiene alcaloides, flavonoides, fenol, quinonas y antraquinonas,
pero arrojando resultados negativos para esteroles, taninos, y triterpenos, sin
embargo en el caso del acetato de etilo se evidencia que contiene
flavonoides, taninos, quinonas, saponinas y antraquinonas, con resultados
negativos para alcaloides, triterpenos, esteroles y fenoles, de igual manera el
extracto de metanol demostré que la raiz contiene alcaloides, flavonoides,
esteroles, taninos, quinonas, triterpenos, antraquinonas y resultado negativo
para fenoles y saponinas. En definitiva el cribado preliminar de los extractos
de la raiz de Erythrina senegalensis, confirmé que dispone de componentes
bioactivos, que garantizan un alto potencial medicinal y pueden ser utilizados

para el tratamiento de diversas enfermedades.

Chitopoa, Muchachaa y Mangoyi (2019). En su trabajo de investigacion:
Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de las hojas de
Erytrina abyssinica, tuvo como objetivo principal: investigar la actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans. Método
utilizado: ensayo de difusibn en agar con disco (Kirby-Bauer). Las

concentraciones fungicidas minimas para todos los extractos fueron de 500

13



Mg/mL excepto para el de acetato de etilo siendo esta de 250 ug/mL.
Mientras que las concentraciones bactericidas minimas para todos los
extractos fueron superiores a 500 ug/mL excepto para el hexano que fue de
31,25 ug/mL. Los resultados revelaron que todos los extractos (Hexano,

diclorometano, acetato de etilo) inhibieron ambas cepas.

El extracto de acetato de etilo mostro la mayor zona de inhibicion siendo
de 25 mm y el diclorometano la menor con 12 mm contra Candida albicans.
Por otro lado, el extracto hexano presento la mayor zona de inhibicion de 23
mm y el diclorometano la menor con 11 mm frente a Staphylococcus aureus.
Del mismo modo la concentracién minima inhibitoria (CIM) para todos los
extractos se determinaron mediante el ensayo de dilucién en caldo. Los
extractos de hexano y diclorometano fueron los mas potentes con
concentracion minima inhibitoria (CIM) de 62,5 pg/mL, mientras que el
metanol y el acetato de etilo tenian 125 yg/mL frente a Candida albicans. Por
el contrario los extractos de hexano y diclorometano tuvieron valores de CIM
de 15,6 y 31,25 pg/mL. Por lo tanto estos resultados validan cientificamente

el uso de Erythrina abyssinica para tratamiento de diversas dolencias.
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Antecedentes Historicos

El género Erythrina fue descrito por Carlos Linneo y publicado en Species
Plantarum. Etiolégicamente proviene del griego Erythros = rojo, en referencia
al color rojo intenso de las flores de algunas especies representativas.
Aunque se conoce muy pocas investigaciones para la especie Erythrina
edulis, de la familia Fabaceae existe una gran serie de investigaciones
(Avello y Cisternas, 2010).

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica
que se ha utilizado desde tiempo inmemorial. En épocas en que el hombre
solo tenia a su disposicion los recursos que el planeta le otorgaba, busco6 en
estos las herramientas para disminuir el dolor fisico y evitar la muerte. Entre
los recursos mas aprovechados por distintas culturas a través de la historia,
se encuentran los recursos minerales, animales y vegetales. Estos
constituyeron hasta mediados del siglo XX los recursos terapéuticos por

excelencia (Avello y Cisternas, 2010).

Dentro de los reinos de la naturaleza que contribuyen hasta hoy en
disminuir sintomas y prevenir enfermedades, destaca el reino vegetal. Las
plantas, gracias a su maravilloso y complejo metabolismo, contribuyen un
verdadero arsenal quimico. Siendo asi como cada region del mundo
desarrollo su forma de curar a partir de plantas medicinales (Avello y
Cisternas, 2010). Cabe destacar que la accion de las plantas indica la
manera en que interactiia con la fisiologia humana. En algunos casos dicha
accion se debe a la presencia de determinadas sustancias quimicas que se
encuentran en sus estructuras, por lo que tiene un impacto directo sobre la
actividad fisiolégica. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las

especies vegetales que poseen propiedades medicinales y ampliar sus
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experiencias en el empleo de los productos que de ellas se extraen, para la
cura de multiples afecciones (Pascual, Pérez, Morales, castellano y
Gonzales, 2014).

Son numerosos los estudios acerca de las plantas de la familia Fabaceae
y en otras especies de género Erythrina, en los cuales se ha evaluado
actividades antimicrobianas, antiinflamatoria y antiplasmodial (Jiménez y
cols., 2016). A partir de los extractos de Erythrina variega se han identificado
diversos constituyentes fitoquimicos que le confieren alta actividad
antibacteriana. Por lo tanto, los extractos de E. variega podrian ser
recomendados como fuente de materiales farmacéuticos y tradicionales
necesarios para la preparacion de agentes antibacterianos (Preeti,
Subhankar y Chadrawati, 2017). Ademas, se han reportado en diferentes
especies de Erythrina diversos metabolitos secundarios, principalmente
compuestos fendlicos, terpenoides, antraquinonas, alcaloides y flavonoides
con actividad antibacteriana y antifungica (BlI, Lilechi, Mutai y Oguyo, 2012).

Bases Teodricas

Generalidades de la familia Fabaceae

Taxonomia de la familia Fabaceae -
_ _ Figura 1. Fabaceae
Nombre cientifico: Fabaceae herbacea: Vicia sativa
Clase: Eudicotyledoneae
Reino: Plantae

Clasificacion superior: Fabales

Division: Angiospermae

(Watson y Dallwitz, 2007) .
Tomado y modificado de

Botanical Garden
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La familia Fabaceae es la tercera mas diversa del mundo, la segunda mas
importante a nivel econdmico, una de las principales fuentes de alimentos
madera, miel, resina, forraje y compuestos quimicos. Adicionalmente, es una
de las mas importantes a nivel ecologico por su papel en la fijacion de
nitrogeno. (Figura 1) (Bruneau, 1997).

Segun Lewis, Schrire, Mackinder y Lock, para el afio 2005, las Fabaceaes
contaban con alrededor de 727 géneros y 19500 especies distribuidas en
tres subfamilas (Faboideae, Caesalpiniodeae y Mimosoideae); sin embargo,
para el afio 2017 estas cifras aumentaron a 946 géneros y 24505 especies
(The Plant List) distribuidas en seis subfamilias (Papilionideae, Cercidodeae,
Caesalpiniodeae, Detarioideae, Duparquetioideae, Dialioideae) de acuerdo
con los estudios filogenéticos realizados por Phylogeny and classification of
the Leguminosae (LPWG, 2017).

En general, esta familia presenta un amplio rango de distribucion
(cosmopolita); se caracteriza por su fruto en legumbre, un fruto dehiscente
seco producto de un ovario simple, el cual difiere de un foliculo por la

dehiscencia en sus dos suturas en vez de una (Krukoff, 1939).

Desde la antigtiedad, las Fabaceaes han jugado un papel importante en la
alimentacion humana, siendo las especies de género Erythrina la subfamilia
Papilinoideae las méas relevantes en la canasta familiar por el aporte
nutricional y proteico que ofrecen sus frutos; ademas, estas son de facil
acceso, resistentes a condiciones ambientales adversas y de bajo valor
econdémico, caracteristicas que las incluyen en planes de seguridad

alimentaria en el @mbito mundial (Krukoff, 1939).
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Su relevancia es tal, que el 2016 fue considerado por la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) el afio de las
legumbres, como una forma de resaltar la importancia de estas especies
vegetales en las que se incluyen las Fabaceaes que son cosechadas para
grano seco y de las cuales se conoce su participacion en la alimentacion
humana. En lo que respecta a su valor nutricional, existen muchos aspectos
gue son de interés, tales como su aporte de proteina y de aminoacidos como
la lisina (escasa en cereales); ademas, de micronutrientes como selenio,
zinc, hierro; se encuentran también vitaminas A y E, niacina, riboflavina,
acido fdlico, piridoxina y aunque el aporte de grasas es bajo, son fuente de
acidos grasos mono Yy poliinsaturados que no aportan colesterol (Krukoff,
1939).

Aspectos botanicos de la Familia Fabaceae

Reune arboles, arbustos y hierbas perennes, facilmente reconocibles por
su fruto tipo legumbre y sus hojas compuestas. Son plantas herbaceas,
trepadoras, arboreas o arbustivas, anuales o perennes. Hojas muy variadas,
simples o compuestas; estas Ultimas trifoliadas, pinnadas o digitadas. En
ocasiones reducidas a zarcillos, transformadas en espinas o ausentes. Con

frecuencia presentan estipulas (Watson y Dallwitz, 2007).

Flores hermafroditas, normalmente muy vistosas, adaptadas a la
polinizacion por insectos. Corola con 5 pétalos libres; 1 superior muy
desarrollado, denominado estandarte o vexilo, 2 laterales o alas y 2 inferiores
gue pueden estar soldados y forman la quilla o carena. Este tipo de corola se
denomina papilionacea, por su forma amariposada. Céliz con 5 sépalos mas
0 menos soldados, en ocasiones bilabiado. Tienen 10 estambres libres o

unidos por los filamentos en uno (monadelfos) o dos haces (diadelfos: 9 + 1).
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Gineceo supero con 1 carpelo con numerosos 6vulos. Las flores pueden ser
solitarias 0 agruparse en racimos (erectos o péndulos) o glomérulos (Watson
y Dallwitz, 2007).

Fruto tipo legumbre, (cacahuete: Arachis hypogea) o nuez (Onobrychis
viciifolia). Pueden presentar estructuras en superficie para facilitar su
dispersién por los animales como algunos Medicago. Semillas arrifionadas,
con testa gruesa y dos cotiledones con alto contenido en proteinas. Hilo muy

visible, préximo al micropilo (Watson y Dallwitz, 2007).

La fijacion de nitrégeno atmosférico mediante bacterias simbiontes
(Allorhizobium, Rhizobium, etc.) presentes en ndédulos radicales es una

caracteristica que presentan muchas Fabaceaes (Watson y Dallwitz, 2007).

Distribucion geogréafica de la Familia Fabaceae

Es una familia de distribucibn cosmopolita. Los arboles son mas
frecuentes en las regiones tropicales, mientras que las hierbas y los arbustos

dominan en las extratropicales (Watson y Dallwitz, 2007).

Compuestos Quimicos Presentes de la Familia Fabaceae

Las Fabaceaes raramente son cianogénicas, en ese caso, los
compuestos cianogénicos derivan de la tirosina, la fenilalanina o de la
leucina. Comunmente presentan flavonoides. Las protoantocianidinas
pueden estar presentes son cianidina (1), delfinidina (2) o ambas a la vez.
Asi como, se encuentra kaempferol (3), quercetina (4) y miricetina. (Figura 2)
El &cido elagico se halla ausente en todos los géneros y especies analizadas

de las tres subfamilias, (Watson y Dallwitz, 2007).
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Figura 2. Composicion quimica de la Familia Fabaceae
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Kaempferol (3) Quercetina (4)

Tomado y modificado de Watson y Dallwitz, 2007.

Usos Etnobotanicos y Actividad Farmacoldgica de la Familia Fabaceae

Aparato reproductor y salud sexual: Menstruacién, fertilidad,
enfermedades venéreas, prostata, impotencia, menopausia, afrodisiacos,
contraceptivos. Embarazo, parto y puerperio: Gestacion, hemorragias, parto,
posparto, lactancia, abortivo. Enfermedades vy trastornos culturales:
Dolencias o trastornos de origen magico-religioso que se reconocen en una
determinada cultura, por ejemplo: susto, mal de aire, mal de ojo (Castafieda,
Gutiérrez, Carrillo, Sotelo, 2017).

Infecciones e infestaciones: Antihelmintico, piojos, pulgas, sarna.

Neoplasias: Cualquier tipo de cancer. Piel y tejido subcutaneo: Acné,

forunculos, eczemas, quemaduras, extraccion de espinas clavadas en la piel.
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Salud dental: Caries, dolor de muelas, higiene bucal, denticién. Sangre y
sistema circulatorio: Anemia, problemas y dolencias cardiovasculares,
gangrena, enfermedades cardiacas, varices, hipertensidon, hipotension,
hemorroides (Castafieda y cols., 2017).

Sintomas sin especificar y enfermedades generales: dolencias generales,
como dolor de cuerpo, malestar general, debilidad, dolor de cabeza, fiebre,
entre otros. Sistema digestivo: Carminativo, codlicos, flatulencia, emético,
indigestion, purgante, Ulceras gastricas o intestinales, diarrea, laxante,
desordenes del higado, la vesicula y hepatitis. Sistema musculo-esquelético:
Reumatismo, torceduras, fracturas, golpes, lumbalgia y hernias. Sistema
respiratorio: Gripe, resfriado, afonia, bronquitis, pulmonia, expectorante y tos.
Sistema sensorial: Infecciones de los ojos, cataratas, pérdida de vision u
olfato, sordera y otitis. Sistema urinario: Diurético, calculos renales,
incontinencia urinaria, infecciones urinarias y cistitis (Castafieda, Gutiérrez,
Carrillo y Sotelo, 2017).
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Generalidades del género Erythrina

Taxonomia del género - - -
Figura 3. Género Erythrina corallodendron L.
Erythrina

Phylum: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae - .
Tomado y modificado de Botanical Garden.

Subfamilia: Papilinoideae

Género: Erythrina

La especie es un arbol gque puede llegar a medir hasta 10 a 14 metros,
con un follaje amplio, con ramas o tallos espinosos, sus flores son
inflorescencias que tienen 2 o 3 racimos, con muchas flores de color rojo
anaranjado, ademas presentan vainas de 15 a 60 cm de largo, con semillas
en su interior de aspecto como un frijol que pueden ser de color pardo,
amarillo o rojo, estas semillas tienen un alto contenido en proteinas con un
23 % y aminoacidos esenciales Barrera. La planta presenta un sistema de
raices prominente con una raiz principal bien desarrollada. Junto a esta
emergen numerosas raicillas segundarias que le sirven de oOrgano de
absorcién de agua y nutrientes. El tallo principal es lefioso y al igual que las
ramificaciones secundarias presentan espinas. (Figura 3) (Barrera, 1998).
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Aspectos Botanicos del género Erythrina

Dentro de esta gran diversidad de especies de la subfamilia Papilinoideae
(=14000), se destacan las pertenecientes al género Erythrina (LPWG, 2017),
el cual fue caracterizado por Carl Linneo en 1753, quien describid la especie
Erythrina corallodendron (especie tipo), considerando especificamente la
forma de los verticilos de la flor (caliz, estandarte, alas y quilla); no obstante,
otros autores como Candolle y Endlicher, tuvieron en cuenta otros caracteres
taxonémicos entre los que se destacan el tamafo y forma del tallo, la
disposicion de la inflorescencia, la forma del estandarte y la legumbre, como

caracteres diferenciales intraespecificos (LPWG, 2017).

Distribuciéon Geografica del género Erythrina

Este género presenta una distribucion tropical y subtropical con especies
en el viejo y en el nuevo mundo, con alrededor de 70 en América, 31 en
Africa, 12 en Asia y Oceania. Presenta una amplia variedad de habitats
(bosque tropical lluvioso, desiertos subtropicales muy aridos hasta bosques
montanos superiores a 3000 m.s.n.m); esta conformado por 115 especies, la
mayoria arboles, arbustos y unas pocas hierbas perennes con raices lefiosas
(LPWG, 2017).

Esta amplia distribucion ha permitido que a través del tiempo las
diferentes culturas interactuaran con las especies de este género, lo cual se
ve reflejado en los numerosos usos tradicionales que se le otorgan tanto a la

planta completa como a sus partes (LPWG, 2017).
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Compuestos quimicos presentes del género Erythrina

Se han identificados los siguientes metabolitos secundarios en el género
Erythina flavonoides, isoflavonoides, antocianinas, lectinas, pterocarpanos y
alcaloides como eritrinano (5) y homoeritrinano (6) Epieritratidina (7)
Oxoerisodina (8). (Figura 4) (Soto y cols., 2012)

Figura 4. Composicion quimica del género Erythrina
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Tomado y maodificado de Soto y cols., 2012.
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Tomado y modificado de Calle y cols., 1997

Usos Etnobotéanicos y Actividad Farmacologica del género Erythrina

Han mostrado actividad contra patégenos como: Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis y Candida albicans,
asociadas a enfermedades periodontales e infecciones de piel,
principalmente (LPWG, 2017).
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En el caso de los extractos de etanol obtenidos de la corteza de E.
velutina, se evidencia actividad frente a Streptococcus pyogenes; sin
embargo, al evaluar la actividad frente a S. aureus no existe una consistencia
entre los reportes, lo cual puede estar asociado al tipo de cepas y a las
condiciones de ensayo (LPWG, 2017).

Adicionalmente, extractos metandlicos de tallo de E. variegata han
mostrado actividad frente a cepas como: Serratia marcescens, Escherichia
coli, Pseudomonas putida y Bacillis circulans, que se relacionan con
enfermedades sistémicas. Otros compuestos, como flavonoides y taninos,
aislados de la corteza y el tallo de E. velutina y E. fusca, respectivamente,
también mostraron actividad frente a cepas como S. aureus, razén por la cual

se reportan como antibacterianos (LPWG, 2017).

Las acciones bioldgicas estudiadas experimentalmente con mayor
frecuencia son: actividad antibacteriana (31 %), efecto citotoxico (9 %),
actividad antiinflamatoria, analgésica y antipirética (7 %), antifungica (5 %),
entre otras. Los 6rganos mas utilizados en los ensayos fueron la corteza, las
hojas, corteza de la raiz, raiz y semillas, con un por ciento de mencion de 24,

23,10, 7 y 5, respectivamente (Pino, Prieto, Pérez y Molina, 2004).
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Generalidades de la especie Erythrina edulis

Taxonomia de la especie Erythrina edulis
Reino: Plantae

Division:  Magnoliophyta Flura .Erythrlna dulls

Clase: Magnoliopsida y
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae

Subfamilia: Faboideae

Tribu: Phaseoleae
Geénero: Erythrina Tomado y modificado de Botanical
Especie:  Erythrina edulis Garden.

Aspectos botanicos de la especie Erythrina edulis

Es un arbol con ramas espinosas, pubescentes, que alcanza hasta 14 m
de altura; 7 m de diametro de follaje y 40 cm de diametro del tronco. Hojas
alternas pinnadas con tres foliolos, el terminal mas grande que los laterales,
caducas en las ramas en floracion. Inflorescencias con 2 o 3 racimos
terminales o axilares largamente pedunculados de 30-45 cm de longitud,
soportando muchas flores rojo anaranjadas. Vainas marrén oscuras sub-
lefiosas de 8 a 30 cm de largo, con constricciones poco profundas. (Figura 5)
(Inciarte, Pérez, Hernandez, Sandoval, Luna, Marquez y Paez, 2015).

Distribucion geogréfica de la especie Erythrina edulis

Tiene un éarea de dispersion que comprende desde la cordillera de

Mérida- Venezuela, hasta la frontera Bolivia-Argentina, Colombia, Ecuador y
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Perd. Prospera en un piso altitudinal que esta entre los 1200 y los 2600
metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m) y requiere entre 1500 a 2000
milimetros de lluvia al afio. Sin embargo, se ha documentado su existe en
pisos aun mas bajos, especificamente en la cordillera de la costa en
Venezuela. A si mismo se cuenta cerca de 100 especies propias de américa
tropical, representando en Venezuela por unas 8 especies, ampliamente

distribuidas en el pais (Inciarte y cols., 2015).

Compuestos Quimicos Presentes de la especie Erythrina edulis

Erythrina edulis, dentro de la literatura se describe que cuenta con una
serie de metabolitos secundarios en sus semillas. Estan en mayor proporcion
los alcaloides cuaternarios, seguidos de los alcaloides insolubles en
cloroformos, esteroides y retinol (9); en cambio en las hojas se encuentran en
mayor proporcion antraquinonas (10), taninos (11), saponinas y de ultimo los
alcaloides cuaternarios. (Figura 6) (Prisco, Reyes, valencia, Vesga, 2020).

Figura 6. Compuestos Quimicos de la especie Erythrina edulis

HeC_ cH, CMs CHg o) 0. OH
| 9409
CHs COOH
OH O OH HO OH
OH
Retinol (9) Antraquinona (10) Tanino (11)

Tomado y modificado de Prisco y cols., 2020.
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Usos Etnobotanicos y Actividad Farmacologica de la especie Erythrina

edulis

Cabe destacar que diversas investigaciones han demostrado actividad
biologica como antioxidante y antimicrobiana a partir de los extractos
obtenidos de varias especies del género Erythrina. Ademas, se cultiva
especialmente para la alimentacién, ya que se obtiene un frijol gigante que
reporta el 23 % de proteinas. Es apto para el manejo industrial en la
produccion de harinas, fritos, dulces, encurtidos, potajes y concentrados

(Villafuerte, Perez, Mahfou, Valero, Enriquez, y Yanez, 2018).

Representa una fuente importante de alimento para los seres humanos y
animales en ciertas regiones del continente americano; ya que sus hojas,
vainas y semillas tienen un alto valor nutritivo. Entre las diferentes partes de
la planta, las semillas destacan por su valor culinario dado su alto contenido
proteico, entre otros valores nutritivos y sabor especialmente agradable al
paladar humano. Aunque son muy pocos los estudios reportados sobre las
propiedades terapéuticas, el saber popular de algunas comunidades y
algunos autores lo consideran una alternativa medicinal (Villafuerte y cols.,
2018).

Productos Naturales

Los productos naturales, son compuestos quimicos de estructura
relativamente compleja y distribucion restringida. Actualmente estos
productos son utilizados por sus posibilidades directas como agentes
terapéuticos y para el descubrimiento de farmacos. Ademas, pueden servir

como modelos para la preparacion de sustancias bioactivas, como materia
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prima para la sintesis de sustancias de interés farmacologico o interés un
industrial (Bruneton, 2001).

Los compuestos presentes en una planta pueden ser muy diversos, pero
para su andlisis fitoquimico se agrupan en alcaloides, fenoles, taninos
cumarinas, diterpenos, compuestos alifaticos, aromaticos y quinonas, entre

otros. A continuacion, se describen algunos de ellos:

Alcaloides

Son bases organicas que se aislan principalmente de las plantas
superiores y se han encontrado en mas de 100 familias de Faner6gamas, en
menor proporcion en Criptégamas (licopodios), microorganismos y animales.
Algunos se han manifestados como altamente tdxicos y otros en dosis
apropiadas son drogas comunmente usadas en medicina como la Morfina.
Estos compuestos son casi siempre incoloros, solidos cristalinos (los
alcaloides de tabaco son liquidos), Opticamente activos, generalmente
levorrotatorios (cinconina y laudanosina son desxtrorrotatorios) y el nitrégeno,
caso siempre forma parte de uno o varios ciclos. La variedad estructural es
muy grande, tanto en su esqueleto carbonado como en el tipo y numero de
sustituyentes. Ejemplos: Morfina (12), cafeina (13). (Figura 7) (Marcano y

Hasegawa, 2002).
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Figura 7. Estructura quimica de alcaloides

(0] 9H3

Morfina (12) Cafeina (13)

Tomado modificado de Marcano y Hasegawa, 2002.

Terpenos

Los terpenos forman la familia mas grande de los productos naturales,
existe una subclase en donde se encuentran los carotenoides, fitoesteroides,
capsaicina y sapononas, los cuales son de importancia en el sistema
inmunologico, reducen el riesgo de enfermedades cardiovasculares y
favorecen la produccién de endorfinas. Su estructura base esta formada por
unidades isoprénicas triterpenoides y esteroles. Ejemplos: Limoneno (14),
retinol (9), mentol (15). (Figura 8). Las plantas utilizan los terpenoides para
funciones basicas como el crecimiento y el desarrollo, pero usan la
mayoria de los terpenoides para interacciones quimicas mas
especializadas y la proteccion en el medio bidtico y abidtico (Sanchez,
2022).
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Figura 8. Estructura quimica de Terpenos
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Tomado y modificado de Sanchez, 2022.

Quinonas

Son dicetonas ciclicas insaturadas que por su reduccion se convierten en
polifenoles, siendo reversibles esta reaccién, son comunes en plantas, en
vegetales, hongos y bacterias. Derivan su nombre de la p-benzoquinona
como producto de oxidacion. Se clasifican en benzoquinonas, naftoquinonas,
antraquinonas y fenantraquinonas, dependiendo de los anillos aromaticos
que posean ejemplos: aloina (16), arbutina (17), fitomenadiona (18). (Figura
9) (Sanchez, 2022).
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Figura 9. Estructura quimica de Quinonas
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Tomado y modificado de Sanchez, 2022.
Cumarinas

Son una familia de fitoquimicos y se biosintetizan en las plantas por la ruta
fenilpropanoide. Estos compuestos son derivados de la benzo-a-pirona,
como la cumarina, la esculetina y la escopoletina. Las cumarinas son solidos
cristalizables, se puede ver en su estructura quimica un anillo un anillo
bencénico unido a una piran-2-ona. Ejemplos: herniarina (19), warfarina (20),
dicumarol (21). (Figura 10) (Sanchez, 2022).

32



Figura 10. Estructura quimica de cumarinas
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Tomado y modificado de Sanchez, 2022.
Flavonoides

Su esqueleto carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos
aromaticos unidos por un puente de tres carbonos, estos se clasifican en
funcién del grado de oxidacion del puente de tres carbonos, siendo las
principales las antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas
(Avalos y Pérez, 2009). Los flavonoides sin ser metabolitos primarios se
encuentran casi en cualquier vegetal superior, hay mas de 8000 compuestos
conocidos de plantas vasculares, mientras que, en los vegetales inferiores,
algas, hongos y bacterias, los compuestos fendlicos principales son
quinonas, xantonas y a estos deben su color. La funcién de los flavonoides
en las plantas son varias, puesto que se consideran antioxidantes,
secuestradores de radicales libres, agentes antimicrobiales, antinutricionales,
fotoreceptores, protectores contra la luz UV, agentes quelantes de metales,
atractores visuales para los insectos, entre otros. Ejemplos: kaempfenol (3),
catequina (22), quercetina (4). (Figura 11) (Marcano y Hasewaga, 2002).
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Figura 11. Estructura quimica de Flavonoides.

Kaemfenol (3) Catequina (22) Quercetina (4)

Tomado y modificado de Marcano y Hasewaga, 2002.

Tioles

En quimica organica, un tiol es un compuesto que contiene el grupo
funcional formado por un atomo de azufre y un atomo de hidrégeno (SH).
Siendo el azufre analogo de un grupo hidroxilo (-OH), este grupo funcional es
llamado grupo tiol o grupo sulfhidrilo. Los tioles son el analogo azufrado de
los alcoholes (es decir, el azufre ocupa el lugar del oxigeno en el grupo
hidroxilo (-OH) de un alcohol), y la palabra es una mezcla de "tio" con
"alcohol". Muchos tioles tienen un fuerte olor que recuerda al del ajo o al de
los huevos podridos. Los tioles se utilizan como odorantes para ayudar en la
deteccion de gas natural (que en estado puro es inodoro), y el "olor a gas
natural" se debe al olor del tiol utilizado como odorante. Ejemplos:
tiopronina (23), N-Acetilcisteina (24), D-Penicilamina (25). (Figura 12)
(Marcano y Hasewaga, 2002).
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Figura 12. Estructuras quimicas de tioles
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Tomado y modificado de Marcano y Hasewaga, 2002.

Extractos vegetales

Los extractos vegetales son mezclas complejas de metabolitos
secundarios, que cubren un amplio espectro de efectos farmacolégicos y
propiedades biolégicas. Los mismos son preparaciones de consistencia
liquida (extractos fluidos y tinturas), semisdlida (extractos blandos o densos)
0 soOlida (extractos secos), obtenidos a partir de drogas vegetales o tejidos

animales en estado generalmente seco (Dominguez, 1979).

Métodos de obtencidon de Extractos

Extraccion por Reflujo

Este proceso, el material vegetal 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
destilacién (que contiene el material a extraer mas el disolvente) y un

refrigerante. La temperatura elevada del disolvente permite una mejor
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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 ebullicibn del disolvente (Lamarmaque,
Zygadlo, Labucas, Lopez, Torres y Maestri, 2008).

Percolacion

Este es el procedimiento mas utilizado para la extraccion de principios
activos en la preparacion de tinturas y extractos fluidos. Generalmente la
planta se coloca en la parte superior de un percolador y esta en contacto
permanente con el disolvente que gotea por la parte inferior. Se afiade mas
disolvente por la parte superior del percolador para comenzar la cantidad de

liquido que sale (Lamarmaque Yy cols., 2008).

Maceracion

Este método de extracciéon solido- liquido donde el material vegetal que se
pretende extraer contiene compuestos solubles en el liquido de extraccion.
Para realizar este proceso el material vegetal se corta en pequefos trozos o
molido, fresco o seco se coloca en recipientes adecuados, afadiendo el
solvente seleccionado por polaridad: hexano (o éter de petréleo), cloroformo
y finalmente metanol o etanol en reposo o0 en un equipo con agitacion
continua, a temperatura ambiente durante un tiempo indicado (3 a 7 dias
aproximadamente), hasta que el material soluble se disuelva. Otra opcion es
obtenerlo en una forma directa agregando una mezcla de solventes: metanol,
cloroformo: hexano en la proporcion 7:2:1, obteniendo un extracto en forma
directa (Garcia, Rivas y Verde, 2016).
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Decoccion

Llamada también cocimiento, este procedimiento consiste en llevar el
material vegetal con el disuelven o con agua a la temperatura de ebullicion
del agua, manteniendo esta temperatura durante un periodo variable que

suele oscilar de 15 a 30 minutos (Lamarmaque y cols., 2008).

Infusién

Se vierte el agua hirviendo sobre la planta colocada en un recipiente de
cierre bien ajustado, a fin de evitar pedida de principios activos y se deja en
reposo de 5 a 15 minutos. Luego se agrega el resto de agua hirviendo y se
deja reposar por 30 minutos. Es preparacion al igual que la decoccién debe
ser preparada ser refrigerada, ya que se conserva por pocos dias; a menos
gue se congele o se agregue algun conservante. Se emplea para drogas de
tejidos delicados, facilmente penetrables (Lamarmaque y cols., 2008).

Bioactividad de fitoquimicos

Los fitoquimicos son sustancias biolégicamente activas que se encuentra
en pequefias cantidades en las plantas o en sus partes como metabolitos
secundarios y su estudio permite conocer su principio activo. Estas
sustancias actuan como sistema de defensa y protegen a las plantas de
infecciones dandoles color, aroma y propiedades particulares. La bioactividad
de los fitoquimicos se centra en estudiar a las plantas y obtener beneficios ya
sea para los tratamientos de enfermedades o terapias. Cabe mencionar que
entre la actividad bioldégica que poseen ciertas plantas, se encuentran la

actividad antioxidante y antibacteriana, estas contribuyen con la reactivacion
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de funciones o procesos organicos alterados (Gasaly, Gotteland y Riveros,
2020).

Los fitoquimicos se agrupan en clases de acuerdo a sus caracteristicas y
funciones principales como terpenos, fenoles y tioles; dentro de los terpenos
existe una subclase donde se encuentran los carotenoides, fitoesteroles,
capsaicina saponinas, estos son importantes en el sistema inmunoldégico,
reduce el riesgo de enfermedades cardiovasculares, favorecen a la
produccion de endorfinas, provocan efectos analgésico, antinflamatorio,
expectorante, antiviral, citotoxico y protector contra cancer de estdmago e

intestino (Gasaly y cols., 2020).

Por otra parte, se encuentran los fenoles que a su vez se dividen en una
subclase donde se incluyen los lignanos, isoflavonas, flavonoides,
antocianina, catequinas y taninos, estos compuestos poseen diferentes
funciones como disminuir el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares,
previenen el cancer de mama, endometrio y préstata, también previene la
degeneracion de la células de varios Organos, asi mismo poseen
propiedades antiartriticas, antiinflamatorias, antiulcéricas, antiagregantes,
inmunoestimulantes o hepatoprotectoras, antidiarreicas y vasoconstrictoras.
Por ultimo, se ubican los tioles los cuales son un grupo de fitoquimicos que
comprende los compuestos organosulfurados, en los cuales su funcion se
relaciona con una menor incidencia de cancer, especialmente de pulmon,
estdbmago, colon y recto, también parecen prevenir la activacion de

carcindgenos intestino (Gasaly y cols., 2020).
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Analisis Fitoquimico

Para determinar la presencia de ciertos grupos quimicos en una planta se
efectan una serie de pruebas, que dependiendo de las caracteristicas
estructurales y de solubilidad permiten la identificacion de los mismos

(Dominguez, 1979). Entre estas pruebas se encuentran:

Determinacion de Alcaloides: se lleva a cabo mediante la prueba de
Dragendorff, Wagner y Mayer y se fundamenta en la capacidad que tienen
los alcaloides en estado de sal de combinarse con el yodo y metales
pesados formando precipitados (Dominguez, 1979). Con el reactivo de
Dragendorff los alcaloides se detectan por la formacion de un precipitado
naranja rojizo cuando se le adiciona el reactivo a una solucion acida de
alcaloides; este precipitado es un compuesto formado por tres moléculas de
alcaloides en coordinacion electrostatica con el bismuto del reactivo de
Dragendorff. En cuanto al ensayo de Wagner, parte del iodo-ioduro de
potasio reacciona con el alcaloide para formar el ioduro doble de alcaloide
que produce un precipitado color café que indica la positividad de la prueba.
En el ensayo de Mayer el reactivo usado es el Mercurio tetrayodado potasico

y se observa un precipitado blanco-amarillento (Dominguez, 1979).

Determinacion 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
(MgCl2) 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
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y xantonas. Todos los flavonoides dan positivos a esta reaccion excepto

chalconas, auronas e insoflavonas (Dominguez, 1979).

Determinacion de Triterpenos: mediante la prueba de Liebermann-
Buchard, es posible reconocer la presencia de triterpenos y/o esteroides,
esta prueba utiliza una mezcla compuesta de acido sulfarico y anhidrido
acético que produce sustancias cromoéforas con el ciclopentano
perhidrofenantreno, por el incremento de los dos dobles enlaces conjugados
formados por la deshidratacibn e isomerizaciones en los terpenos y
esteroides. Se considera positiva la prueba cuando aparecen coloraciones

rojo o verde (Dominguez, 1979).

Determinacion de Fenoles: el ensayo de cloruro férrico permite
reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos en un extracto
vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo
determina tanto fenoles como taninos. Los fenoles dan prueba positiva en
presencia de una solucion de FeCls, al cambiar el color de esta que es
amarillo-naranja a verde, violeta o pardo. El ion cloruro ataca al hidrogeno
provocando una ruptura de enlace y la union del grupo fenéxido al hierro

provocando una precipitacion (Marcano y Hasewaga, 2002).

Determinacion de Saponinas: mediante el ensayo de espuma se puede
reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal
como triterpenicas. La caracteristica estructural de estos compuestos les
confiere un caracter anfétero que les permite actuar como tensoactivos y

formar espuma que es estable por lo menos 30 minutos (Dominguez, 1979).

Determinacion de Taninos: se realiza por medio de la prueba de la
gelatina al 1 % ya que estos son polifenoles que tienen la propiedad de
unirse a las proteinas y precipitarlas, su presencia se observa por la

aparicion de un precipitado blanco (Dominguez, 1979).
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Determinacion de Quinonas: mediante la prueba de H>SOa; las
quinonas son dicetonas insaturadas que por reduccion se convierten en
polifenoles los cuales facilmente las regeneran por oxidacion. Esta reaccién

da como resultado una coloracion de amarilla a roja (Dominguez, 1979).

Determinacion de Cumarinas: se realiza mediante la prueba de NH4sOH
(Hidréxido de amonio concentrado) y se basa en la apertura y solubilizacién
en medio basico, se caracteriza por su intensa absorcion en la region
ultravioleta del espectro, las cuales al ser examinadas a la luz ultravioleta
presentan una coloracion exaltada en presencia de amoniaco (Dominguez,
1979).

Generalidades de las bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares que pertenecen al grupo
de los procariontes, se reproducen por fision binaria, la mayoria son de vida
libre a excepcion de unas que son de vida intracelular obligadas como
Chlamydias y Reckettsias. Poseen los mecanismos productores de energia y
el material genético necesario para su desarrollo y crecimiento. Presentan
una gran diversidad de formas conocidas como filamentos, cocos, bacilos,
vibrios y espirilos. De este modo una bacteria esférica u ovalada se
denomina coco, tienen un diametro aproximadamente de 05 a 2 L.
Asimismo, los que presentan forma de bastoncillo se denominan bacilos,
pueden ser pequefios y pleomorfos miden por lo general entre 1 a 10 p de
largo. Algunas bacterias forman agregados, como los acumulos arracimados
y los diplococos. (Sanchez, Gonzales, Ayola, Martinez y Pacheco, 2017;
Murray, Rosenthal y Pfaller, 2007).
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Bacterias grampositivas

Las bacterias grampositivas poseen una pared celular gruesa que consta
de varias capas y esta formada principalmente por peptidoglucano que rodea
la membrana citoplasmatica. El peptidoglucano es un exoesqueleto en forma
de malla, esta caracteristica lo hace lo suficientemente poroso como para
permitir la difusion de los metabolitos a la membrana plasmatica. En efecto,
el peptidoglucano es un elemento clave para la estructura, replicacion y la
supervivencia de las células en condiciones normales hostiles en las que
proliferan bacterias. Por otro lado, las grampositivas pueden presentar otros
componentes, como el acido teicoico, lipoteicoico y polisacaridos complejos.
(Figura 13) (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2007).

Figura 13. Pared celular de las bacterias grampositivas
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Tomado y modificado de Tortora, Carroll, Funke y Case, 2007.

Staphylococcus aureus

Son microorganismos que se caracterizan por presentar una disposicion
tipica en forma de racimos de uva, son anaerobicos facultativos y pueden
asumir varias formas, crecen en condiciones de presién osmotica elevada y
humedad reducida es por ello que pueden desarrollarse y crecer en

secreciones nasales y en la piel. Staphylocococcus aureus no son moviles y
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no forman esporas, bajo la influencia de farmacos como la penicilina
experimentan bilis. Ademas, producen toxinas que contribuyen a su
patogenicidad ya que aumenta su capacidad de invadir el cuerpo y dafar
tejido. (Figura 14) (Tortora y cols., 2007).

Figura 14. Staphylococcus aureus

Tomado y modificado de Tortora y cols., 2007.

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis, microbiolégicamente se clasifica como coco
grampositivo, no fermentador de endoesporas, presenta una disposicion
tipica en pares o0 cadenas cortas. Son anaerobios facultativos,
quimiorganotrofos, con metabolismo fermentativo y catalasa negativo. Estos
microbios se encuentran principalmente en el tracto gastrointestinal como
comensales y también pueden estar presentes en el tracto genitourinario y
en la saliva, también ha demostrado adquirir una amplia gama de

antibiéticos. (Figura 15) (Tortora y cols., 2007).
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Figura 15. Enterococcus faecalis
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Tomado y modificado de Prisco y cols., 2020.

Bacterias gramnegativas

Las bacterias gramnegativas se caracterizan ya que poseen una pared
muy compleja. Desde el punto de vista estructural, la pared contiene dos
capas situadas en el exterior de la membrana citoplasmatica y fuera de esta,
se encuentra una delgada capa de peptidoglucano y en la parte externa de
esta delgada capa se halla la membrana externa. Ademas, poseen una zona
entre la superficie externa citoplasmatica y la superficie denominada espacio
periplasmico, este espacio contiene diversas enzimas hidrolilicas importantes
para la degradacién y metabolizacién por la célula de las macromoléculas. La
membrana externa esta compuesta por una bicapa lipidica, que contiene los

fosfolipidos y lipopolisacaridos. (Figura 16) (Murray y cols., 2007).
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Figura 16. Pared celular de las bacterias gramnegativa

Lipopolisacarido

Membrana
Porina externa
Lipoproteinas ]_P opti licano

fino

e
""" R pEen Membrana
Proteinas | ™ citoplasmética

de membrana

ip U
SO0

Tomado y modificado de Tortora y cols., 2007.

Escherichia coli

La especie bacteriana Escherichia coli es uno de los habitantes mas
comunes del tracto intestinal y tal vez el microorganismo mas familiar en la
microbiologia. Este microorganismo mide aproximadamente entre 1-3 um de
largo por 0,5 um de ancho, se presenta sélo en pares, en cortas cadenas o
formando grupos. Por otro lado, E. coli no suele ser un microorganismo
patdogeno pero puede causar infecciones urinarias y cierta cepas segregan

enterotoxinas. (Figura 17) (Tortora y cols., 2007).

Figura 17. Escherichia coli
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Tomado y modificado Brooks, Carroll, Butel, Morse y Mietznert, 2011.
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Klebsiella pneumoniae

Son bacterias agrupadas de morfologia bacilar, inmdviles y capsuladas
miden entre 0,3 a 1,5 x 0,6 a 6 |, agrupadas en pares o caderas cortas. Se
encuentran en las en las vias respiratorias y en las heces, frecuentemente en
suelo o en agua. Esta especie puede producir una forma grave de neumonia
en los seres humanos. (Figura 18) (De la Parte-Pérez, Brito, Guzman y
Carmona, 2001).

Figura 18. Klebsiella pneumoniae

Tomado y modificado de Brooks y cols., 2011.

Pseudomonas aeruginosa

Son bacilos gramnegativos moviles, miden casi 0,6 x 2 4 y muestran una
disposicion en bacterias individuales, en pares y a veces en cadenas cortas.
Ademas, son aerobios obligados que se multiplica facilmente en muchos
tipos de cultivos, algunas producen hemolisis, forman colonias redondas y
lisas con un color verdoso fluorescente. Esta bacteria tiene una amplia
distribucion en la naturaleza y suele estar presente en medios hiumedos de

los hospitales. Puede infectar el tracto urinario, las quemaduras y las heridas,
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asi como causar sepsis, abscesos y meningitis. (Figura 19) (Brooks y cols.,
2011).

Figura 19. Pseudomonas aeruginosa

Tomado y modificado de Brooks y cols., 2011.

Mecanismos de resistencia de bacterias

La resistencia exitosa de las bacterias a la accion de los antimicrobianos
requiere la interrupcion o la alteracion de uno o mas de los pasos esenciales
para una accion antimicrobiana eficaz. Estas alteraciones o mecanismos de
resistencia pueden aparecer de diversas maneras, pero el resultado final es
la pérdida parcial o completa de la eficacia antibidtica (Forbes, Sahm y
Weissfeld, 2009). Estos mecanismos han formado parte de la evolucién de
las bacterias como un medio de supervivencia. Sin embargo, con la
introduccidén de los antibidticos en la practica médica, los microorganismos de
importancia clinica tuvieron que adoptar medidas de resistencia adecuadas
para adaptarse a las presiones del ataque. Una amplia variedad de bacterias

de importancia clinica o cualquier microorganismo aislado puede adquirir
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numerosos genes Yy volverse resistente a todo el espectro de agentes

antimicrobianos disponibles (Forbes y cols., 2009).

Las bacterias se hacen resistentes a los antibidticos desarrollando

mecanismos que impiden al mismo ejercer su funcion, estos son:

e Inactivacion del antibiético por enzimas: La bacteria produce enzimas que
inactivan al antibidtico; las mas importantes son las betalactamasas y

muchas bacterias son capaces de producirlas (Daza, 1998).

¢ Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibiético al punto
diana: las bacterias producen mutaciones en las porinas de la pared que
impiden la entrada de ciertos antibidticos (betalactamicos) o alteran los
sistemas de transporte (aminoglucosidos en los anaerobios). En otras
ocasiones pueden provocar la salida del antibiético por un mecanismo de
expulsion activa, impidiendo que se acumule en cantidad suficiente para que

actue eficazmente (Daza, 1998).

e Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana, impidiendo o
dificultando la accion del antibidtico: aqui podemos contemplar las
alteraciones a nivel del ADN girasa (resistencia de quinolonas), (macroélidos)
de las enzimas PBPs (proteinas fijadoras de penicilina) necesarias para la
formacion de la pared celular (resistencia a betalactamicos). Una misma
bacteria puede desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a uno o
muchos antibiéticos y del mismo modo un antibidtico puede ser inactivado
por distintos mecanismos de diversas especies bacterianas, todo lo cual
complica excesivamente el estudio de la resistencia de las bacterias a los

distintos antimicrobianos (Daza, 1998).
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Antibidticos

Se denomina a cualquier sustancia quimica producida por un
microorganismo, utilizada para eliminar o inhibir el crecimiento de otros
microorganismos infecciosos. Una propiedad comun a todos los antibioticos
es la toxicidad selectiva: presentan una toxicidad hacia los organismos
invasores superior a la que muestran frente a animales o seres humanos
(Velazquez, 2008). En un principio, el término antibiético solo se empleaba
para referirse a los compuestos organicos de origen bioldgico, los cuales se
obtienen de cultivos de bacterias (Bacillus, Streptomyces) u hongos
(Penicillium, Cephalosporium), que resultan téxicos para otros
microorganismos. En la actualidad también se emplea para denominar
compuestos sintéticos, los producidos exclusivamente por sintesis quimica o
semisintéticos, cuando a partir de un nucleo béasico del antibiético producido
por el microorganismo, se modifican algunas de sus caracteristicas quimicas
para mejorar sus propiedades farmacocinéticas o su espectro, incluso, para

disminuir su toxicidad (Veladzquez, 2008).

Mecanismo de accion de los antibidticos

Para conseguir destruir o inhibir a los microorganismos, los antibiéticos
deben atravesar la barrera superficial de la bacteria y después fijarse sobre
su diana, es decir, sobre alguna de las estructuras o mecanismos
bioguimicos que le son necesarios para multiplicarse o para sobrevivir. Los
mecanismos de accion de los antibidticos son diversos y a veces multiples,
pero todos operan en alguno de los siguientes puntos: impidiendo la sintesis
de acidos nucleicos, de proteinas o de la pared celular, o bien alterando la
membrana celular de la bacteria sobre la que actuan (Daza, 1998). Los

antibioticos pueden ejercer su accion a través de los siguientes mecanismos
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Inhibicién de la sintesis de la pared

Las bacterias poseen una pared celular que les confiere rigidez y
resistencia a la lisis osmoética. La sintesis de dicha pared es un proceso
complejo en el que intervienen numerosas enzimas y que tiene lugar en
diferentes fases. La mayor parte de los antibiéticos que acttan inhibiendo la
sintesis de la pared celular son bactericidas, ejercen su accién cuando la
bacteria est4 en fase de crecimiento activo, dando lugar a la muerte de la

bacteria por lisis celular (Daza, 1998).

Alteracion de la membrana citoplasmaética

Actia como una barrera selectiva regulando el medio intracelular
bacteriano. Las polimixinas se comportan como compuestos cationicos con
afinidad especifica por los receptores de polifosfato situados en la membrana
celular de las bacterias, ocasionando una alteracién de la permeabilidad de
la membrana bacteriana. Son bactericidas, presentando mas actividad sobre

las bacterias gramnegativas (Daza, 1998).
Inhibicidén de la sintesis proteica

Hay algunos antibiéticos que se unen a los ribosomas de la bacteria y
bloguean la accién del ARN mensajero (ARNm), inhibiendo la sintesis de

proteinas. El ribosoma bacteriano consta de dos subunidades denominadas
50S y 30S (Daza, 1998).
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Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos

Los antimicrobianos pueden bloquear la sintesis de acidos nucleicos
interfiiendo la replicacion del ADN o impidiendo la transcripcion. Estos
actuan frente a diversas bacterias anaerobias y protozoos; en presencia del
sistema de transporte anaerobio se producen unos productos intermedios

transitorios que actuan lesionando el ADN bacteriano (Daza, 1998).

Actividad antifungica

Los hongos son microorganismos eucariontes y cada célula fungica posee
al menos un nacleo y membrana celular, reticulo endoplasmico, mitocondrias
y aparato secretor, la mayoria son aerobios obligados o facultativos. Asi
mismo, los hongos constituyen un grupo de organismos muy diversos y
extendidos, incluyen a los mohos, las setas y las levaduras. Por otra parte,
los hongos son beneficiosos tienen importancia en la cadena alimentaria
porque descomponen la materia muerta y de ese modo reciclan elementos
viales. Ademas, mediante enzimas extracelulares, como las celulasas, los
hongos son los principales descomponedores de las plantas (Brooks y cols,
2011; Rivas, Orandy y Verde, 2016).

Candida albicans

Candida albicans es una levadura oval levaduriforme de la familia de los
Sacaromicetos, mide aproximadamente entre 2 a 4 |, sin embargo, en tejidos
infectados también se han identificado formas filamentosas de longitud
variable. Es un patégeno oportunista ya que se comporta como como un
organismo comensal al formar parte del microbiota normal de los tractos

respiratorios, gastrointestinales y genitourinarios, ademas poseen
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caracteristicas intrinsecas que promueven su habilidad de causar
enfermedad. Cabe mencionar que en sus factores de virulencia se incluyen
las adhesinas, la conversibn mofogenética del microorganismo de la fase
levaduriforme a la fase filamentosa, la secrecion de enzimas como proteasas,
fosfolipasas y la inmunomodulacién de los mecanismos de defensa del
hospedero. (Figura 20) (Panizo, Reviakina, 2001; Pardi y Cardozo, 2002).

Figura 20. Candida albicans

Tomado y modificado de Brooks y cols., 2011

Candida krusei

Es una levadura diploide y diamorfica que habita en la membrana
mucosas de individuos sanos. Candida krusei pertenece al grupo de agentes
etiolégicos de las Candidiasis, y aunque no se aisla con tanta frecuencia, las
infecciones caudas por este organismo son de relevancia en el ambito clinico
debido a su resistencia intrinseca al fluconazol y una susceptibilidad
disminuida a la anfotericina y la flucitocina. (Figura 21) (Bedout y Gomez,
2010).
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Figura 21. Candida krusei
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Tomado y modificado de Bedout y Gomez, 2010.
Mecanismos de Resistencia de los Hongos

La pared celular de los hongos es una estructura de gran plasticidad,
compuesta por glucanos, quitina y glicoproteinas, que actiuan protegiendo a
la célula de diferentes tipos de estrés ambiental, entre los que destacan los
cambios osmoticos. Esta pared celular les permite la interaccién con el medio
externo, puesto que algunas de sus proteinas adhesinas y receptores, asi
mismo algunos de sus componentes tienen wuna alta capacidad
inmunogénica. Por consiguiente, al no estar presente los componentes de la
pared celular fangica en el ser humano, esta estructura es una diana o sitio
blanco excelente para el ataque por parte de la terapia antifangica (Ponton,
2008).

Clasificacion de los Antifungicos y Mecanismo de Accion
El nimero de antifingicos para tratar las micosis es muy escaso y la
eficacia de estos para el tratamiento de micosis graves es delicada. Esto

puede explicarse por la falta de técnicas que diagnostiquen de forma precoz

la infeccion, asi como por la toxicidad de los antifingicos, las limitaciones
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que presenta la dosificacion de algunos farmacos (como anfotericina B

convencional), las escasas alternativas terapéuticas y por la aparicion de

cepas con resistencia secundaria a los antifUngicos o0 especies con

resistencia intrinseca a los mismos (Mellado, Cuenca y Rodriguez, 2002). En

cuanto a su clasificacion, de los antifungicos se tienen los siguientes:

Polienos: Los polienos se unen a los esteroles de membrana
fundamentalmente (ergosterol) y esta union genera la formacion de
canales por lo que las células fungicas pierden iones y moléculas
carbonadas. La anfotericina B se mantienen como farmaco de primera
linea en el tratamiento de las infecciones fungicas invasoras, al tener
perfil de actividad amplio (levaduras, hongos miceliales y hongos
patdbgenos primarios), no obstante, su uso es limitado debido a su

elevada toxicidad (Mellado y cols., 2002).

Azoles: Los azoles bloquean la sintesis del ergosterol uniéndose
fundamentalmente a la enzima 14-a-demetilasa y de esta forma se
acumulan esteroles metilados que resultan toxicos para las células.
Este grupo de antifungicos revolucioné la micologia médica por su
espectro de actividad y sus limitados efectos adversos, el Unico
inconveniente de los mismos es la escasa utilidad que hasta la fecha
han demostrado en las infecciones invasoras graves por hongos
miceliales, asi como la aparicién de cepas con resistencia secundaria
(Mellado y cols., 2002).

Equinocandinas: Es una nueva clase de antifUngicos que actua
inhibiendo las sintesis del 1-3-B-glucano, uno de los principales
componentes de la pared celular fungica. Este mecanismo de accion

le confiere ciertas ventajas, ya que no demuestra resistencia cruzada
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con los antifungicos que actua sobre la membrana, permitiendo utilizar

terapia combinada con azoles o anfotericina B (Mellado y cols., 2002).

e Alilaminas: Ejercen su accion mediante la inhibicion del escualeno
epoxidasa, una enzima implicada en la sintesis del ergoesterol. La
Terbinafina es el Unico farmaco comercializado de esta clase en forma
de presentacion oral y posee actividad frente a dermatofitos, levaduras
y hongos filamentosos, ademas de mostrar efectos sinérgicos con los

azoles (Mellado y cols., 2002).

Métodos de Sensibilidad Antimicrobiana

Descritos por Garcia y Canton (2000) como aquellos métodos que
permiten definir la actividad in vitro de un antimicrobiano frente a un
microorganismo determinado, reflejando su capacidad para inhibir el
crecimiento del posible patdgeno en cuestién. Estos métodos deben estar
convenientemente normalizados y sujetos a procesos de control que
aseguren su reproducibilidad, siendo los mas utilizados y aceptados los

métodos de difusion y dilucion.

Método de Kirby-Bater

Es el método mas utilizado para evaluar la sensibilidad de las bacterias
hongos y levaduras a los agentes antimicrobianos. Esta técnica solo aporta
informacién cualitativa o semicuantitativa sobre la sensibilidad de un
microorganismo a un antibidtico o antifingico determinado. Las pruebas de
sensibilidad estan indicadas para apoyar a la terapia antimicrobiana en
procesos infecciosos causados por bacterias y hongos, donde la identidad

del microorganismo no es suficiente para predecir de forma confiable su
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sensibilidad. EI método Kirby-Baler consiste en depositar en la superficie del
agar previamente inoculado con el microorganismo discos impregnados con
concentracion conocida de diferentes antibidticos. Una vez que el disco entra
en contacto con la superficie del agar, este difunde gradualmente formando
un gradiente de concentracion. La incubacion debe hacerse durante 24-48
horas, una vez incubado, el diametro del area de inhibicion alrededor del
disco puede ser convertido a las categorias de sensible, intermedio o
resistente y deben ser comparados con los diametros de zonas establecidas

en las tablas de interpretacion internacional (Ramirez y Diaz, 2010).

Método de dilucion

El método de dilucion de susceptibilidad antimicrobiana se utiliza con la
finalidad de determinar la concentracién minima bactericida (MBC) y la
concentracion minima inhibitoria (CMI), la cual es definida como la
concentracion mas baja de sustancias que inhibe el crecimiento de un
microorganismo después de incubar por 24 horas y la concentracion minima
bactericida como la concentracion mas baja que previene el crecimiento de
un organismo después de subcultivar en un medio libre del compuesto
evaluado. Estas variables son una herramienta para el estudio de nuevos
antimicrobianos. Estos métodos tienen la ventaja de no depender de la

difusién de los compuestos en el medio (Ramirez y Diaz, 2010).

El método de dilucién en caldo es apropiado para el estudio simultaneo de
varios antimicrobianos frente a un microorganismo. Las diluciones del
antimicrobiano se realizan en el propio caldo dispuesto en tubos o en
microplacas y la concentracion minima inhibitoria es determinada después de
la incubacion. Por otro lado, la dilucion es un método adecuado para probar

varias cepas simultAneamente, capaz de detectar heterogeneidad o
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contaminacion microbiana. Se siembran por profundidad con una
concentracion determinada de extracto vegetal, luego se inoculan con el
microorganismo de estudio y se incuban por 24 horas, después de ésta, se
examina si el microorganismo crece o no (Garcia, Ferndndez, Paredes,
1994).

Definicion operacional de términos

Fitoterapia

La fitoterapia es la ciencia que se encarga de estudiar la utilizacion de los
productos de origen vegetal con fines terapéuticos, bien sea para prevenir,
atenuar o curar un estado patoldgico (Cafigueral, Dellacassa y Bandoni,
2003).

Fitoquimica

La fitoquimica es una disciplina que se encarga de la obtencion de los
compuestos producidos por las plantas a través de la extraccion, el
aislamiento, la purificacion y elucidacion de la estructura quimica. Ademas,
se involucra en la caracterizacion de la actividad biologica de diversas
sustancias elaboradas por los vegetales que pueden ya sea, afectar o
beneficiar la salud humana, a las plantas, animales y microorganismos
(Sanchez, 2022).
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Microorganismos

Son organismos que por su pequefio tamafo son imperceptibles a la
vista, colonizan todo ambiente desde el suelo, el agua y aire, participan de
forma vital en todos los ecosistemas. Se agrupan en dos categorias:
procariotas y eucariotas. En la primera se encuentran las archaeas y las
bacterias, mientras que en la segunda se encuentran los hongos, las algas y
los protozoos. Cabe mencionar que, los microorganismos son claves para el
funcionamiento de los sistemas biolégicos y el mantenimiento de la vida
sobre el planeta, ya que participan en procesos metabdlicos, ecoldgico y

biotecnolégicos (Montafio, Sandoval, Camargo y Sdnchez, 2010).

Antimicrobianos

Los antimicrobianos son agentes o sustancias de cualquier procedencia
(microorganismos, plantas, sintéticos o semisintéticos), que actuan contra el
crecimiento y actividad de cualquier microorganismo, tales como bacteria,
micobacterias, hongos, parasitos y virus (Organizacién Mundial de la Salud,
2018).

Cepas

Son un grupo de microorganismos que pertenecen a la misma especie y
comparten las mismas caracteristicas. Suelen identificarse por letras,
nameros o nombres que siguen al epitelio especifico. Las cepas con
diferentes antigenos se denominan serotipos, serovariedades, o0

biovariedades (Tortora y cols., 2007).
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Operacionalizacion de variables

Segun Palella y Martins (2012) las variables son conceptos abstractos
que no se pueden medir. Por esto, la operacionalizacién es un proceso en el
cual se define, categorizan y determinan los indicadores que caracterizan las
variables de una investigacion. A continuacion, se presenta el cuadro de

operacionalizacion de las variables (tablas 1y 2).
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Operacionalizacion de las Variables

Tabla 1. Operacionalizacion de la variable independiente: Composicion

guimica de los extractos de la raiz de Erythrina edulis.

1. Variable

2. Tipo de variable

3. Definicion Conceptual
,Qué es?

Composicion quimica de
los extractos de Erythrina
edulis

Independiente
Cualitativa

Metabolito secundario o]
Producto natural que se usa
como sinoénimo, aquel que es
propio de una especie, se le
conoce también como producto
quimico y en la mayoria de los
casos no tiene utilidad aparente
para el ser que lo sintetiza
(Marcano y Hasegawa, 2002).

4, Definicién
operacional
.,Como se mide?

5. Dimensiones

6. Indicador

Pruebas quimicas
cualitativas

Tamizaje fitoquimico.

Para las pruebas quimicas

cualitativas puede haber

presencia y ausencia de:

- Alcaloides.

- Esteroles
triterpenos.

- Saponinas.

- Compuestos
simples.

- Taninos.

- Flavonoides.

ylo

fenolicos

- Quinonas y

Antraquinonas.

- Glicésidos
cardioténicos.
Cumarinas.

- Sesquiterpenlactonas.

Alcaloides: La aparicién de
turbidez o precipitados.
Esteroles y/o triterpenos:
Coloracion azul o verde para
esteroides; coloracion es rosa,
rojo, magenta o violeta para
triterpenos.

Saponinas: Formacion de
abundante espuma
Compuestos fendlicos:
coloracion de azul a negro.
Taninos: Un precipitado blanco
indica presencia de taninos.
Flavonoides: coloracion
naranja a rojo, para flavonas; si
es rojo flavonoles y magenta
flavononas.

Antraquinonas y quinonas:
una coloracion roja.
Glicésidos cardiotonicos:
coloracion purpura o violacea.
Cumarinas: La presencia de
fluorescencia azul-violeta.

Las coloraciones roja, violeta o
rosa para sesquiterpenlactonas.

Fuente: Moros, Vallera y Rojas, 2024.
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Tabla 2. Operacionalizacion de la variable dependiente: Actividad
antimicrobiana de los extractos de la raiz de Erythrina edulis.

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

Actividad antimicrobiana, es
la propiedad de ciertas
sustancias que forman un
compuesto, o0 que se hallan
en una muestra capaces de
eliminar agentes
bacterianos y fangicos o la
inhibicion de su crecimiento
sin incurrir en el dafio del

Actividad antimicrobiana de Dependignte
los extractos de la raiz de Cualitativa
Erythrina edulis

objeto, ambiente u
organismo.
(Torres, Lebn, Tomas,
2017).
4.Definicion 5. Dimensiones 6. Indicador
operacional
¢Cémo se mide?
Cepas grampositivas:
-Staphylococcus aureus | -Presencia o0 ausencia del
-Método de difusion en | ATCC 25923 halo de inhibicion frente a
disco (Kirby-Bader). -Enterococcus faecalis | cepas  grampositivas y
ATCC 29212 gramnegativas.
Cepas gramnegativas: -Presencia o ausencia de
-Escherichia  coli  ATCC | actividad antifiingica in vitro
25922
-Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853
- Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357

Cepas fangicas
Candida albicans CDC 385
Candida krusei ATCC 6258

Fuente: Moros, Vallera y Rojas, 2024.
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Hipotesis

Investigaciones previas han demostrado que especies del género
Erythrina biosintetizan metabolitos secundarios (alcaloides, flavonoides,
cumarinas, quinonas) que poseen actividades biolégicas, por lo que se
espera que los extractos Hexano y metanol de la raiz de Erythrina edulis

presenten actividad antimicrobiana.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Hernandez, Fernandez, y Baptista (2006) refirieron que el conocimiento
generado por un proceso investigativo define el alcance y el tipo de
investigacion. Adicionalmente, Hurtado (2012) refirid que existen diferentes
tipos de investigacion: exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa,
explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa.
Especificamente, la investigacion confirmatoria requiere de una explicacion
previa a una serie de respuestas o hipotesis, los cuales se desean confirmar
(Hurtado, 2012). Es por ello que, durante esta investigacion se confirmé la
composicion quimica de los extractos obtenidos de la raiz de Erythrina edulis
y la actividad antimicrobiana.

Disefio de Investigacion

Hace explicitos los aspectos operativos de la misma. Si el tipo de
investigacion se define con base en el objetivo, el disefio de investigacion se
define con base en el procedimiento, el cual se debe determinar a través de
las estrategias que se implementan para recolectar la informacion en una
fuente determinada, en un tiempo especifico y en una cantidad o amplitud

asociada a lo que se quiere saber (Hurtado, 2010).

De acuerdo con lo antes expuesto, la presente investigacién es de tipo
confirmatoria, con un disefio experimental, donde se interviene sobre las

variables independientes o sobre los procesos de causa-efecto y los modifica
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de manera intencional y planificada para ver los efectos, pero ademas hace
un control estricto de variables extrafias para descartar que los cambios
hayan sido originados por otros factores distintos a las variables
independientes (Hurtado, 2010). Por tal motivo, las muestras recolectadas
fueron procesadas en el Laboratorio de Toxicologia Analitica, Instituto de
Investigaciones “Dr. Alfredo Nicolas Usubillaga del Hierro”, Laboratorio de
Actinomicetos “Dr. José A. Serrano R, y en el Laboratorio de Micologia “Dr.
Corrado Capretti”, todos pertenecientes a la Facultad de Farmacia y

Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

La poblacion es el conjunto de elementos que se quiere conocer O
investigar algunas de sus caracteristicas (Arias, 2006). La unidad de
investigacion esta representada por la especie Erythrina edulis, la misma fue
extraida de Tabay Mucunutan, Municipio Santos Marquina, Mérida Edo
Mérida, Venezuela. La muestra de coleccion Voucher M.K N° 01 fue
identificada por el “Dr. Pablo Meléndez” en el herbario MERF “Dr. Luis Ruiz
Teran” de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los
Andes.

Seleccion del Tamafio de la Muestra

La muestra es un subconjunto representativo de un universo o poblacion
(Arias, 2006). La muestra estuvo representada por 1500 gramos de raiz de la
especie Erythrina edulis. El tipo de muestra utilizada fue no probabilistica,

respecto a que la eleccion de los elementos no depende de la probabilidad,
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sino de causas relacionadas con las caracteristicas de la investigacion o de
quien hace la muestra. Aqui el procedimiento no es mecanico ni con base en
férmulas de probabilidad, sino que depende del proceso de toma de
decisiones de un investigador o de un grupo de investigadores (Hernandez,
Fernandez y Baptista, 2006).

Sistema de Variables

Existen diferentes tipos de variables, la variable dependiente es la que se
modifica por accion de la variable independiente, constituye los efectos o
consecuencias que se miden. En relacién a la variable independiente es la
causa que genera y explica los cambios en la variable dependiente (Arias,
2006). Las variables que guardan relacién con el objetivo de la investigacion
son las siguientes; variable dependiente (VD): Actividad antimicrobiana
presente en los extractos de Erythrina edulis. Variable independiente (VI):
Composicion quimica de los extractos de Erythrina edulis.

Instrumento de Recoleccion de Datos

Segun Palella y Martins (2017), un instrumento permite recolectar los
datos relacionados con los objetivos y los indicadores obtenidos de la
operacionalizacion de las variables. En este trabajo de investigacion se
empled la observacion estructurada; como técnica, la cual consiste en
visualizar la presencia o ausencia de los diferentes fitocompuestos presentes
en los extractos de la especie a través de reacciones quimicas cualitativas.
Ademas de describir, la sensibilidad o resistencia de los diferentes
microorganismos en estudio mediante la medicion de los halos de inhibicion
frente a la concentracion de 10 mg/mL de los extractos obtenidos de

Erythrina edulis.
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Procedimiento de la investigacion

Recoleccién y preparacion del material vegetal

La raiz de Erythrina edulis colectadas en el estado Mérida. Se obtuvo un
total 1500 g en un ambiente controlado y con las normas de seguridad que
permitieron que la especie se mantenga fresca para su posterior analisis. Se
utilizé el Laboratorio de Toxicologia Analitica de la Facultad de Farmacia y

Bioanalisis de la Universidad de Los Andes para su procesamiento.

Se realizé el lavado de las raices para despojarla de contaminantes,
posteriormente se procedié el secado por varias semanas a temperatura
ambiente, y luego a estufa a 60°, seguidamente se realizdé el molido y se
peso6 con una balanza analitica para conocer su peso final, quedando 265,5 g
de raiz. Luego se realiza un proceso de extraccion usando como solventes

hexano y metanol la cantidad de 600 mL de cada uno.

Obtencién de los extractos

Se utilizo la técnica de Reflujo en la cual se evapora el solvente, se
condensa y cae de nuevo al balén, este en 60 °C hasta ebullicion durante
una hora. Luego se realiz6 el proceso de filtracion; posteriormente se
procede a separar los solventes del extracto a través de la destilacion
logrando concentrar cada extracto, por ultimo, se coloca en la estufa a 60 °C
hasta secar en su totalidad obteniendo como resultado final la cantidad de

extracto de hexano: 0,32 g y metanol: 2,37 g (esquema 1).
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Esquema 1. Procedimiento empleado para la obtencion de los extractos de

hexano y metanol.

Obtencion de los Extractos de la raiz de Erythrina edulis

Se recolectd 1500 g de raiz de Secado en estufaa 60° C

Erythrina edulis

\ 4

N

Pulverizacion

Extraccidon por

\

reflujo con

CO puesto pO|ar E
Solventes

Metanol —

Compuesto
apolar < Hexano -

Destilacion Refrigeracion de
—> la muestra

Fuente: Moros, Vallera y Rojas (2024).
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Tamizaje fitoquimico

El estudio fitoquimico preliminar se llevd a cabo mediante reacciones
quimicas destinadas a determinar la presencia de metabolitos secundarios
en el material vegetal (esquema 2) siguiendo el procedimiento segun
Miranda y Cuellar (2000). En tal sentido, se realizaron los siguientes

ensayos.

Esquema 2. Tamizaje fitoquimico de la raiz de Erithrina edulis

Extractos

4

Raiz

] |
Hexano < > Metanol

Tamizaie

/ ® Alcaloides

® Triterpenos

® Compuestos
fendlicos

® Saponinas
® Taninos

® Flavonoides
® Cumarinas

® Antraquinonas

® Quinonas /

Fuente: Moros, Vallera y Rojas, 2024.
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Reconocimientos de alcaloides

En este ensayo se tomd una porcion de los extractos en 3 tubos de
ensayo y se le adicionaron 2 mL de &cido clorhidrico (HCI) al 5 % y
posteriormente se introdujo en el Ultrasonic durante 2 min, para finalmente
afadir 3 gotas del reactivo de Mayer, Wagner y Dragendorff respectivamente.
Se considera la prueba positiva cuando aparece turbidez o precipitado en los
tubos (Miranda y Cuellar, 2000).

Determinacion de esteroles y/o triterpenos

En un tubo de ensayo limpio y seco se introdujo una pequeiia cantidad del
extracto y se afiadio 0,5 mL de anhidrido acético ((CH3CO)20) y dos gotas de
acido sulfarico concentrado (H2S0.). La prueba se considera positiva al
formarse una coloracion azul o verde en la interfase que indica la presencia
de esteroles, mientras que, si se torna de color rosa, rojo, magenta o violeta

estaremos en presencia de triterpenos (Marcano y Hasegawa, 2002).

Determinacion de saponinas

Se prepard una solucién acuosa del extracto y se agita vigorosamente
durante 1 minuto. En caso de presentarse espuma es necesario tomar su
altura y observar si se forma de manera abundante y estable por al menos 5
minutos (Marcano y Hasegawa, 2002).

Reconocimiento de Compuestos fenélicos

Se le adicion6 unas gotas de cloruro férrico (FeCls) al 1 %. La presencia

de compuestos fendlicos estd determinada por la formacion de una
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coloracién que varia de azul a negro e indica la presencia de derivados del

acido galico (Miranda y Cuellar, 2000).

Determinacién de flavonoides

Se utilizaron las pruebas para la determinacion de flavonoides la reaccion
de Shinoda y la reaccion de hidroxido de sodio al 10 % que se describen a

continuacion:

Reaccion de Shinoda

Se mezclaron virutas de Magnesio, HCI concentrado y el extracto de la
especie. Después de algunos minutos el color rosa muestra la presencia de

flavonoides (Marcano y Hasegawa, 2002).

Hidréoxido de sodio al 10%

Se adicionan 0,5 mL de NaOH si se forma una coloraciéon amarilla a rojo
indica la presencia de xantonas y flavonas, de café a naranja flavonoles: de
purpura a rojizo chalconas y azul de antocianidas (Marcano y Hasegawa,
2002).

Determinacion de Quinonas
Mediante la prueba de H>SOs; las quinonas son dicetonas insaturadas
qgue por reduccion se convierten en polifenoles los cuales facilmente las

regeneran por oxidacion. Esta reaccion da como resultado una coloracion de

amarilla a roja (Dominguez, 1979).
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Reconocimiento de antraquinonas y cumarinas

A una porcion del extracto se le adicion6 una gota de hidroxido de amonio
concentrado (NHsOH). Se considera la prueba positiva para antraquinonas al
tener la presencia de una coloracion roja que aparece en los dos primeros
minutos, posteriormente la muestra se visualiza bajo la luz ultravioleta, la
emision de fluorescencia de color azul, indica la presencia de cumarinas
(Miranda y Cuellar, 2000).

Reconocimiento de taninos

El ensayo de la gelatina se tomé 1-2 mg de la muestra y se disolvio en 2
mL de solucion de gelatina al 1%. Si se observa la presencia del precipitado

blanco indica la positividad de la prueba (Miranda y Cuellar, 2000).

Determinacion de glucdsidos cardioténicos

En un tubo se colocaron 0,5 mL de &cido sulfarico concentrado, en otro
tubo se realizdé una mezcla que contenia una porcidén de extracto de Metanol,
2,5 mL de agua destilada, 2,5 mL de &cido acético glacial y una gota de
cloruro férrico, finalmente la mezcla se adiciona al primer tubo, la presencia
de un anillo marrén indica la positividad de la prueba (Marcano y Hasegawa,
2002).

Actividad antimicrobiana

Para la preparacion de la actividad antimicrobiana de los extractos se
procedi6 a preparar el medio de -cultivo sdlido (Mueller-Hinton), las

temperaturas de incubacion, varian dependiendo del microorganismo en
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cuestion, siendo la temperatura de 37 °C para la mayoria de las bacterias; el

tiempo de incubacion varia de 16 a 24 h. Una vez cultivadas las cepas, en el

medio inoculado, se debe realizar la preparacién de inoculo bacteriano, se

toman con el asa en aro estéril inéculos del cultivo y se colocan en un tubo

con solucién salina (0,85 %) y se debe ajustar a 0,5 unidades 108 UFC segln

la escala de McFarland y se verifica con la absorbancia a 625 nm cercana al

25 % (esquema 3) (Sanchez, Castillo y Garcia, 2016).

Esquema 3.

Procedimiento para determinar la Actividad antimicrobiana de

los extractos de la raiz de Erythrina edulis, por el método de Difusion en agar

con Disco (Kirby- Bater).

Seleccion de cepas
bacterianas y fungicas

Preparaciéon de medio
de cultivo

Incubacién 37° de 24
a 48 horas

\.

Medir los halos de
inhibicion

-

\.

Impregnacion de 10
pL de los extractos
hexano y metanol en
cada uno de los papel
de filtro

J

-

Inoculaciéon del cultivo

N

Lectura de la prueba

Senisble o Resistente

Fuente: Moros, Vallera y Rojas (2024).
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Determinacion de la Actividad Antibacteriana

El estudio de la actividad antibacteriana se realizé mediante el método
de difusién con disco (Kirby-Batier) anteriormente descrito. Probando cada
extracto de (Hexano y Metanol) a una concentraciéon determinada (10 mg/mL)
frente a cepas grampositivas y gramnegativas de referencia internacional.
Esta investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Actinomicetos “Dr. Jose

A. Serrano R” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis.

Bacterias estudiadas

Para este estudio se seleccionaron cinco especies de bacterias: dos
especies pertenecen a las bacterias grampositivas y tres pertenecientes a las
bacteria gramnegativas de referencia internacional de la Coleccién de
Cultivos Tipo Americano (ATCC), estas bacterias fueron obtenidas del
cepario del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y

Bioandlisis de la Universidad de Los Andes (tabla 3).

Tabla 3. Cepas de referencia internacional de la Coleccién de Cultivos Tipo
Americano (ATCC).

Bacterias Grampositivas (ATCC).

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Bacterias Gramnegativas(ATCC).
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Preparacion de placas

Las placas se prepararon utilizando aproximadamente 20 mL de Agar
Mueller Hinton (HIMEDIA ®) estéril, dejandose solidificar a temperatura

ambiente.

Preparacion de las muestras

Se pesé 10 mg del extracto y se disolvid en 1 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO) para obtener una solucién de una concentracién de 10000 ppm
(10 mg/mL).

Preparacion de los in6culos bacterianos

Una vez que se obtuvieron las cepas bacterianas frescas y purificadas, se
preparo6 el inéculo bacteriano con la ayuda de un asa estéril, tomandose de
esta manera una pequena cantidad de colonias para luego ser suspendidas
en tubos previamente estéril con solucion salina, hasta que alcanzé una
turbidez equivalente al patron de MacFarlan N° 0,5 (1,5 x 10 8 UFC/mL).

Inoculacion de las placas

Una vez preparada las placas, se inocularon en forma homogénea en la
superficie de cada una de ellas con cada uno de los in6culos bacterianos
previamente preparados en solucion de NaCl al 0,85 % (bacterias en

estudio), utilizando para ello un hisopo de algodon estéril.
Preparacion de los discos

Se utilizaron discos de papel filtro Whatmann N° 1 de 6 mm de diametro
para realizar la actividad antibacteriana, los cuales se esterilizarén con luz
ultravioleta (LUV), por 24 horas. Previo a la preparacion del inéculo se

impregnaron los discos de papel con 10 pL de la muestra en estudio a una
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concentracion de 10 mg/mL. También se utilizaron discos de antibioticos
comerciales como controles positivos con el fin de medir la sensibilidad de
los microorganismos a estudiar (tabla 4) y como control negativo
dimetilsulféxido (DMSO).

Tabla 4. Antibiéticos empleados como control positivo para el estudio de la
actividad antibacteriana.

Antibiéticos comerciales
Bacterias (ATCC). E(15ug) AMP (10 pg) PIP (100 ug)

Staphylococcus aureus 32 mm - -
ATCC 25923
Enterococcus faecalis - 32 mm -
ATCC 29212
Escherichia coli ATCC - - 27 mm
25922
Klebsiella pneumoneae . - 27 mm
ATCC 23357
Pseudomonas aeruginosa - - 27 mm
ATCC 27853

Leyenda: E: Eritromicina ®. AMP: Ampicilina ®. PIP: Piperacilina ®. mm:

milimetros

Colocacién de los discos impregnados

En las placas de Petri con Agar Mueller Hinton previamente indculados
con cada cepa en estudio, se colocaron los discos impregnados con 10 pL
de la solucion en estudio, adicionalmente se colocaron los discos de
antibioticos comerciales como controles positivos (tabla 4), ademas del

control negativo; usando una pinza metdlica previamente esterilizada.
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Pre-incubacion e incubacién de las placas

Después de haber colocado los discos en las placas con Agar Mieller
Hinton previamente indculados, estas se dejaron en la nevera a temperatura
de 4 °C aproximadamente durante 30 min (pre-incubacion), con la finalidad
de que los discos impregnados con sus diferentes muestras difundieran a
través del Agar, para luego llevarlas a la estufa durante 24 h a temperatura

de 37 °C en posicion invertida en atmaosfera aerdbica (incubacion).
Lectura de las placas

Luego de ser incubadas cada una de las placas por un lapso de tiempo de
24 horas, estas fueron revisadas para realizar la lectura de las mismas con
una regla milimétrica. Donde se considerd un resultado positivo o sensible
(presencia de actividad antibacteriana) cuando se observdé un halo de
inhibicion alrededor del disco y se tom6 como resultado negativo o resistente
(sin actividad antibacteriana) la ausencia de dicho halo. El diamétro de la
zona de inhibicién producto de la actividad antibacteriana de las muestras en

estudio se expres6 en milimetros (mm).

Determinacién de la Actividad antifungica

El estudio de la actividad antifungica se realizé mediante el método de
difusibn en agar con disco (Kirby-Bater). Probando cada extracto de
(Hexano y Metanol) a una concentracién determinada (10 mg/mL) frente a
cepas de Candidas de referencia internacional. Esta investigacion se
desarrollo en el Laboratorio de Micologia “Dr. Corrado Capretti’ de la

Facultad de Farmacia y Bioanalisis.
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Materiales utilizados:

1)

2)

3)

Extracto de Hexano y Metanol de la raiz de Erythrina edulis

Cepas de referencia internacional de Candida albicans CDC 385y
Candida krusei ATCC 6258

Discos de papel de filtro (6 mm)

Disco de Fluconazol de 25 ug (control positivo) para Candida albicans
Disco de Voriconazol de 25 ug (control positivo) para Candida krusei
Solvente de hexano para el extracto de (hexano) y DMSO para el

extracto de (metanol) como controles negativos

Los discos de papel de filtro se impregnaron con 10 pL de los
extractos dentro de una placa de Petri y luego se llevaron a esterilizar

90 minutos en luz ultravioleta, 24 horas antes del ensayo.

Preparacion del inéculo. A partir de las cepas frescas (24 horas), se
preparé una suspension ajustada al patrén McFarland N° 0,5 (1,5 x

10° “8 UFC/mL) en Solucion salina fisiolégica estéril.

Medio de cultivo. El agar Mueller-Hinton modificado (HIMEDIA®) se
suplementd con 2 % de glucosa y azul de metileno (NCLS, 2004). A
cada placa se le agregan 20 mL del medio de cultivo y preparado de
cada cepa; en forma de colchén con un hisopo se mezcla y se dejo
solidificar. Luego se colocaron los discos impregnados con 10 uL de
las muestras y los antifGngicos como controles positivos (Fluconazol®
para Candida albicans y Voriconazol® para Candida krusei y los

solventes como controles negativos.
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4) Incubacion. Una vez colocados los discos, se dejan las placas a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Luego se llevaron a 4° C
por 4 horas para permitir la difusion de los extractos. Luego se incuban

a 37° C por 48 horas en presencia de oxigeno.

5) Lectura del ensayo. Transcurrido el tiempo de incubacién, se observé
la presencia o no de halos de inhibicién alrededor del disco, lo cual
indica Sensibilidad o Resistencia respectivamente, y se mide en

milimetros (mm).

Disefio de Analisis

Sampieri, Fernandez y Baptista (2010), refirieron que existen dos tipos de
enfoques de investigacion: cualitativo y cuantitativo. La metodologia
cuantitativa se basa en metodos de recoleccion de datos con medicion
numeérica y analisis matematico. Por lo tanto, esta investigacion tiene un
enfoque cuantitativo ya que se analizaron numéricamente los datos
recolectados de la unidad de estudio con el fin de medir la actividad
antimicrobiana, por otro lado, tiene un enfoque cualitativo puesto que se
evalud la composicion quimica mediante pruebas colorimétricas usando los

extractos de Erythrina edulis en cepas bacterianas y fangicas.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

RESULTADOS

Se recolectaron 1500 gramos de la raiz de Erythrina edulis, los cuales
fueron sometidos a secado y molienda, obteniéndose un peso final de 265,5
gramos de raiz, este material vegetal se llevd a extraccion, con disolventes
de distintas polaridades como: hexano (apolar) y metanol (polar). Luego de
la extraccion se realizd la concentracién de los extractos hasta sequedad,
obteniéndose dos extractos hexano y metanol (tabla 5).

Para la determinacién del porcentaje de rendimiento (%R) se utilizd la
siguiente formula:

%R= peso final del extracto obtenido / peso inicial de la muestra X 100

Tabla N° 5. Determinacion del porcentaje de rendimiento de los extractos de

hexano y metanol de la raiz de Erythrina edulis.

Peso muestra
inicial
Secada y molida
265,5¢
Muestra inicial | Extracto hexano % de Rendimiento del extracto
utilizada para la hexano
extraccion de
Hexano
115¢ 0,32¢g 0,28 %
Muestra inicial | Extracto Metanol % de Rendimiento del extracto
utilizada para la Metanol
extraccion de
Metanol
100 g 2,379 2,37 %

Fuentes: Moros, Vallera y Rojas, 2024.
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Analisis fitoquimico preliminar

El analisis fitoquimico de los extractos de hexano y metanol obtenidos
de la raiz de Erythrina edulis, se realizd cualitativamente mediante pruebas
quimicas en la cual se colocaron en contacto con diversos reactivos quimicos
observando asi reacciones de coloracién, precipitacion, turbidez, formacion
de anillo, produccion de espuma y fluorescencia por exposicion a luz
ultravioleta (UV) caracteristicas de cada prueba para la determinacién de
metabolitos secundarios.

Mediante este analisis cualitativo se revelaron la presencia de
compuestos tales como: triterpenos y esteroles con la reaccion de
Liebermann-Burchard en el extracto (hexano y metanol), compuestos
fendlicos con la reaccion de FeCls (solo en el extracto de metanol), quinonas
con la prueba de H2SO4 concentrado en el extracto (hexano y metanol).

Mientras que no se hall6 la presencia de alcaloides, saponinas
flavonoides, lactonas, antraquinonas, cumarinas, glicésidos cardiotdnicos,
por lo tanto se podria deducir que dichos compuestos no se hallan en la raiz
de la especie Erythrina edulis o sus concentraciones son tan bajas que no se

lograron detectar (tabla 6y 7).
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Tabla N° 6. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de la raiz

Erythrina edulis.

de

Metabolitos Pruebas quimicas Extracto Extracto
hexano Metanol

Alcaloides Dragendorff - -

Wagner - -

Mayer - -

Triterpenos/esteroles Liebermann-Burchard + +

Compuestos fendlicos FeCl; ND +

Saponinas Espuma ND -

Taninos Gelatina 1% - -

Shinoda - -

Flavonoides NaOH al 10% N N

Cumarinas Hidréxido de amonio ND -
concentrado NH,OH [ ]

Antraquinonas Hidréxido de amonio ND -
concentrado NH,OH []

Quinonas Acido sulfarico + +
concentrado H,SO4 [ ]

Glicésidos Ensayo de Keller’'s ND -

Cardioténicos
Lactonas NaOH al 10% con HCL | - -

(sesquiterpérnicas)

ND: No determinado; +: Positivo; -: Negativo

Fuente: Moros, Vallera y Rojas, 2024.
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Tabla N° 7. Reporte ilustrado de los resultados del ensayo fitoquimico de los

extractos de la raiz de Erythrina edulis.

Metabolito

Prueba

Resultado

Extracto
Hexano

Extracto
Metanol

Alcaloides

Dragendorff
Wagner
Mayer

Saponinas

Reaccion

de Espuma

ND

Flavonoides

Reaccion
de Shinoda

Prueba con
NaOH al 10
%

4
!

naranja

Ausencia de color

Fuente: Moros, Vallera y Rojas 2024.

EM: extracto de metanol; EH: extracto de hexano; C: control
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Tabla N° 7. Reporte ilustrado de los resultados del ensayo fitoquimico de los

extractos de la raiz de Erythrina edulis (Continuacion).

Metabolito Prueba Resultado Extracto Extracto
Hexano Metanol
Prueba con
Cumarinas
NH,OH [ ] ND ~
Ausencia de fluorescencia
azul- violeta
antraquinona | Prueba con ND -
NH,OH [ ]
No se observo cambio de
color (rojo-cereza)
EH+ EM+
] |
Prueba ' \”, ) \ N N
Quinonas con
H2SO04 [ ]
\ -
Presencia de
Coloracion rojiza
Glicésidos Ensayo de ND _
cardioténicos .
Keller’'s

Ausencia de anillo color
marrén

Fuente: Moros, Vallera y Rojas, 2024.
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Tabla N° 7. Reporte ilustrado de los resultados del ensayo fitoquimico de los

extractos de la raiz de Erythrina edulis (Continuacion).

Metabolito Prueba Resultado Extracto | Extracto
Hexano Metanol
Tricloruro
de hierro
Compuestos
. FeCl; ND
fenolicos +
Presencia de color verde
0SCuro
H EM
Lactonas Ensayo de
sesquiterpenos Baljet
Se mantuvo la coloracion
amarillo o naranja
C+ EH+ _C+ EM+
Triterpenos/ Liebermann + +
esteroles
—Burchard

.
Formacion ~ Formacion

azul roja

Taninos Gelatina al “ - -
1%

Ausencia de precipitado
blanco

Fuente: Moros, Vallera y Rojas, 2024.
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Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se determiné a través del método de difusibn de agar con disco
(Kirby-Bauer), en los extractos correspondientes a los solventes hexano y
metanol de la raiz de la especie Erythrina edulis, frente a cepas bacterianas
grampositivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 'y Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), asi como también; en bacterias gramnegativas:
Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Los resultados de la actividad

antimicrobiana se muestran a continuacién (tabla N° 8, 9 y 10).

Tabla N° 8. Resultados obtenidos en la determinacién de la actividad
antibacteriana de los extractos de hexano y metanol de la raiz de Erythrina

edulis

Muestras S. E.faecalis | K. pneumoniae P. E. coli
ensayadas aureus ATCC ATCC 23357 aeruginosa | ATCC
ATCC 29212 ATCC 25922
25923 27853

Extracto de _ _ 8 mm 7 mm 7 mm
hexano de la raiz

Extracto de 7 mm 7 mm 7 mm
metanol de la
raiz

Controles
positivos

Eritromicina (E) 32 mm
15 g

Ampicilina (AMP) 32 mm
10 ug

Piperacilina (PIP) 27 mm 27 mm 27 mm
100 pg

Controles
negativos

DMSO

Fuente: Moros, Vallera y Rojas 2024.
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Tabla N° 9. Reporte ilustrado de los resultados obtenidos en la evaluacion de
la actividad antibacteriana del extracto de hexano de la raiz de Erythrina
edulis (Muestras N° 7).

Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis

Fuente: Moros, Vallera y Rojas 2024.
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Tabla N° 9. Reporte ilustrado de los resultados obtenidos en la evaluacion de
la actividad antibacteriana del extracto de hexano de la raiz de Erythrina

edulis (Muestra N°7) (continuacioén).

Klebsiella pneumoniae

Fuente: Moros, Vallera y Rojas, 2024.

Tabla N° 10. Reporte ilustrado de los resultados obtenidos en la evaluacion
de la actividad antibacteriana del extracto de metanol de la raiz de Erythrina
edulis (Muestras N° 23).

Staphylococcus aureus | Pseudomonas aeruginosa | Klebsiella pneumoniae

Fuente: Moros, Vallera y Rojas, 2024.
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Evaluacion de la actividad antifungica

Los resultados obtenidos de los extractos (hexano y metanol) de la raiz de
la especie Erythrina edulis, fueron determinados mediante la técnica de
difusion en agar con disco (Kirby-Baler) y posteriormente se diluyo el
extracto de hexano con su solvente de origen (hexano), mientras que el
extracto de metanol fue disuelto con dimetilsulféxido (DMSO), para
comprobar asi su efecto frente a cepas de Candida de referencia
internacional tales como: Candida albicans CDC 385 y Candida krusei
ATCC 6258. Los resultados de la actividad antifungica se muestran a

continuacion (tablas N° 11 y N° 12)

Tabla N° 11. Resultados obtenidos en la determinacion de la actividad
antifungica de los extractos de hexano y metanol de la raiz de Erythrina

edulis

Muestras ensayadas Candida albicans Candida krusei
CDC 385 ATCC 6258

Extracto de hexano de la 7 mm 9 mm
raiz

Extracto de metanol de
la raiz

Control de positivo

Fluconazol (25 ug) 50 mm

Voriconazol (25 ug) 20 mm

Control negativo

(Hexano) para el extracto

de hexano.

(DMSO) para el extracto

de metanol.

Fuente: Moros, Vallera y Rojas, 2024.
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Tabla N° 12. Reporte ilustrado de los resultados obtenidos en la evaluacion
de la actividad antifungica de los extractos de hexano y metanol de la raiz de
Erythrina edulis. (Muestras N° 16y 17)

Candida albicans Candida krusei

Fuente: Moros, Vallera y Rojas, 2019.
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DISCUCIONES

En la presente investigacion se obtuvieron mediante extraccion por reflujo
extractos de hexano y metanol de la raiz de la especie Erythrina edulis,
dichos extractos a través de las pruebas quimicas cualitativas evidenciaron la
presencia de metabolitos como: Triterpenos, esteroles, compuestos fendlicos
y quinonas (tabla N° 6).

En cuanto al estudio de la actividad antimicrobiana, este fue realizado
posterior al tamizaje fitoquimico a través del método de difusion en agar con
disco (Kirby-Bauler), logrando determinar que dichos extractos ensayados si
presentaron actividad frente a cepas de referencia internacional a la
concentracion empleada en el estudio (10 mg/mL). Los resultados obtenidos
en esta investigacion correlacionan con estudios de otras especies del
geénero Erythrina recolectados en diversos paises y continentes.

Lo descrito anteriormente, coincide con lo reportado por Bioltift y cols.,
(2020). Demostraron que los extractos de Erythina senegalensis posee
metabolitos secundario como: alcaloides, flavonoides, esteroles, taninos,
fenoles, quinona, saponina, triterpenos y antraquinona. Del mismo modo
nuestra investigacion deja en evidencia la presencia de compuestos fendlicos
en el extracto de metanol de la raiz de la especie, quinonas en los extractos
de hexano y metanol, esteroles y triterpenos en ambos extractos, la
positividad de cada metabolito se logré observar por el cambio de coloracion
a verde, roja e interface azul y rojiza respectivamente.

Por otra parte, Worku (2021). Evalué la actividad antibacteriana in vitro y
deteccion fitoquimica de extractos de hojas de especies de Erythrina,
obteniendo como resultado que la maxima actividad fue de (33 mm) contra
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli a la
concentracion de 35 mg/mL, mientras que con los extractos de éter de

petréleo, cloroformo y agua obtuvieron la menor actividad. Sin embargo, la
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actividad antibacteriana evaluada en esta investigacion revelo cierta
sensibilidad en los extractos ensayados contra cepas bacterianas
grampositivas, gramnegativas y fungicas de referencia internacional, siendo
el extracto de la raiz con hexano el de mayor sensibilidad (8 mm) frente a
Klebsiella pneumoniae seguido de Pseudomonas aeruginosa y Escherichia
coli (7 mm). Mientras que el extracto de metanol presento un halo de
inhibicién de (7 mm) para los microorganismos Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. No obstante, el
microorganismo con mayor resistencia fue Enterococcus faecalis ya que no
presento actividad inhibitoria en ninguno de los extractos ensayados (hexano
y metanol), seguido Staphylococcus aureus resistente unicamente para el
extracto hexano y Escherichia coli para el extracto de metanol.

En el mismo orden de ideas, Chitopoa y cols., (2019). Demostraron en su
investigacion que los extractos de hexano, diclorometano y acetato de etilo
de las hojas de Erythrina abyssinica poseen actividad antimicrobiana frente
a Candida albicans y Staphylococcus aureus. Lo cual coincide con lo
determinado en esta investigacion en los extractos analizados. Sin embargo,
los autores obtuvieron resultados diferentes en el analisis de su actividad
antimicrobiana, puesto que todos los extractos arrojaron sensibilidad a las
concentraciones de 500 pg/mL, siendo el extracto acetato de etilo el de
mayor zona inhibitoria (25 mm) frente a Candida albicans, y el extracto de
hexano el de mayor zona inhibitoria (23 mm) contra Staphylocossus aureus.
Mientras que, en la presente investigacion solo el extracto hexano a la
concentracion de 10 mg/mL mostré sensibilidad frente a Candida albicans y
Candida Krusei con una zona de inhibiciébn de (7 mm) y (9 mm)
respetivamente, por otra parte como se habia descrito anteriormente el
estudio antibacteriano frente a Staphylococcus aureus revelo una zona

inhibitoria de (7 mm) Unicamente para el extracto de metanol.
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Por consiguiente, basandose en las discusiones de los resultados
anteriormente presentados para diferentes especies del género Erythrina, se
pudo inferir que los extractos de la raiz de la especie Erythrina edulis
demostraron resultados favorables en la evaluacion de la actividad
antimicrobiana, debido a la presencia de una composicidon quimica rica en
metabolitos secundarios, siendo asi ésta especie una fuente alternativa para
obtener opciones terapéuticas, frente a microorganismos bacterianos vy

fungicos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

La composicion quimica de los extractos de la raiz de Erythrina edulis
fue analizada cualitativamente mediante el tamizaje fitoquimico,
logrando asi la determinacion de metabolitos como: compuestos
fendlicos, triterpenos, esteroles y quinonas.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos frente a
cepas bacterianas y fungicas de referencia internacional, se realiz6 a
través del método de difusion en agar con disco (Kirby-Baler) a una
concentracion de 10 mg/mL. Pudiéndose evidenciar inhibicion del
crecimiento de Candida albicans y Candida Krusei (7 mm) y (9 mm)
respectivamente. Del mismo modo revelo una susceptibilidad en las
bacterias grampositivas: Staphylococcus aureus (7 mm); ademas en
las bacterias gramnegativas: Klebsiella pneumoniae (8 mm) para
extracto hexano y (7 mm) para metanol, Pseudomonas aeruginosa
(7 mm) para ambos y Escherichia coli (7 mm) unicamente para
hexano.

Estos resultados abren nuevos horizontes terapéuticos, ya que podria
utilizarse para la elaboracion de farmacos de tipo antibacteriano y
antifungico.

Ademas representa un aporte significativo para futuras
investigaciones, puesto que, es uno de los pocos estudios de actividad
antimicrobiana en la especie Erythrina edulis. Del estado Mérida-

Venezuela.
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RECOMENDACIONES

Analizar un estudio de tamizaje fitoquimico y actividad antimicrobiana
de la especie Erythrina edulis utilizando otras partes de la planta
como: (hojas, flores, fruto), lo cual permita identificar otros metabolitos
secundarios diferentes a los reportados en esta investigacion.
Realizar la obtencién del extracto vegetal de la raiz de Erythrina
edulis utilizando otros solvente y métodos de extraccion distintos a los
empleados en esta investigacion que pudiera conferirle mayor
actividad biologica.

Evaluar la actividad antimicrobiana mediante el método de difusién en
pOZos.

Determinar la actividad antioxidante y citotdxica de la raiz de Erythrina
edulis, dado que existe diversos estudios previos que afirman que
esta especie presenta dichas actividades, la cual pudiera ser
aprovechada para la realizacion de futuras investigaciones.

Es importante ampliar estudios sobre los extractos de la raiz de la
especie Erythrina edulis, lo cual permitira la incorporacion de este

recurso natural en el campo de la medicina natural.
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