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RESUMEN

En el presente escrito se describe la actividad antibacteriana y la
composicién quimica del extracto de las hojas de Espeletiopsis pannosa. El
extracto se obtuvo por el método de extracciéon a reflujo, a una temperatura
de 50 °C. Los resultados obtenidos del screening fitoquimico del extracto de
las hojas hexano-éter (3:1), se observdé la presencia de compuestos
alcaloides vy triterpenos. La actividad antibacteriana se evalu6 en una
concentracion de 1000 ppm, a través del método de difusion en agar,
indicando una sensibilidad para las bacterias ensayadas de E. aureus (7
mm), P. aeruginosa (6 mm), E. coli (7 mm) y K. pneumoniae (7 mm),
mientras que para el E. faecalis no se observo inhibicion del halo. Este es el
primer estudio del screening fitoquimico y la actividad antibacteriana del
extracto de las hojas de Espeletiopsis pannosa y del género Espeletiopsis.

Palabras claves: Asteraceae, Espeltiopsis, Espeletiopsis pannosa,

screening fitoquimico, actividad antibacteriana.



INTRODUCCION

Los productos naturales segun una definicion amplia son compuestos que
se originan en la naturaleza, pueden ser considerados como productos para
la adaptacion de un organismo a sobrevivir en un ecosistema particular. A
partir de esta fuente natural ya sea las partes de una planta seca o fresca
(hojas, tallos, raices) se pueden obtener extractos, mezcla compleja de
compuestos quimicos, obtenibles por procesos fisicos, quimicos y/o
microbioldgicos utilizable en cualquier campo de la tecnologia (Lizcano y
Vergara, 2008).

Estos productos, se usan como una alternativa terapéutica ya que poseen
actividad antibacteriana, siendo ésta definida como una sustancia empleada
para el tratamiento de enfermedades infecciosas. En diversas
investigaciones se ha demostrado, la gran variedad de géneros que poseen
propiedades antibacterianas; entre ellas la especie Espeletiopsis pannosa,
conocida como frailejon plateado, perteneciente a la familia Asteraceae. Es
una planta arrosetada, con hojas lineales, se encuentra a 3.500 m sobre
suelos que contienen abundante aguas, distribuidas en los paramos de
Venezuela. Sus hojas y partes aéreas han sido usadas en comunidades para
tratar enfermedades respiratorias y de la piel (Hidalgo, Ricardi, Gaviria y
Estrada; 1999). Esta especie, se caracteriza por contener en su mayoria
sustancias tipo diterpenos, en menor proporcion triterpenos y sesquiterpenos
(Hidalgo y cols., 1999; Usubillaga, Romero y Aparicio; 2003).

Este proyecto de investigacion estara estructurado por cinco capitulos. El
primero titulado EI Problema, subtitulado de la siguiente manera:
Planteamiento del Problema, Justificacion e Importancia de la Investigacion y
objetivos. El segundo capitulo, titulado Marco Tedrico, estara conformado por
los Antecedentes Previos, Antecedentes Histéricos, Bases Tedricas,

Operacionalizaciéon de las variables y Sistema de Hipétesis. Tercer capitulo,



titulado Marco Metodolégico, ordenado con los siguientes subtitulos, Tipo de
Investigacion, Disefio de la Investigacion, Poblacion y Muestra, Sistema de
Variables, Procedimientos de la Investigacion y Disefio de Andlisis. Cuarto
capitulo, comprendido por Resultados y Discusiones. Quinto capitulo
Conclusiones y Recomendaciones.

Finalmente, el objetivo de esta investigacion sera confirmar la actividad
antibacteriana y la composicion quimica del extracto de las hojas de
Espeletiopsis pannosa.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

En los dltimos afios investigaciones realizadas de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2016), han reconocido la necesidad
de incorporar los recursos y técnicas de la medicina tradicional para
contribuir con la solucién de los distintos problemas de salud. El uso
inadecuado e indiscriminado de antibioticos en el control y prevencion de
enfermedades ha provocado la aparicion de nuevas formas clinicas, asi
como localizaciones no habituales y diseminacion de nuevos mecanismos de
resistencia antimicrobiana, esto conlleva a un problema que va cada vez en
aumento y que plantea una grave amenaza a la salud publica. En la
actualidad, las posibilidades terapéuticas se ven notablemente menguadas
por la ausencia de nuevos medicamentos que actien frente a diversos
patdégenos; y a pesar de la disponibilidad de farmacos para el tratamiento de
estas infecciones, se presenta problemas de resistencia. En virtud de estas
razones, se debe orientar los esfuerzos a la busqueda de nuevos agentes
antimicrobianos que superen dichas limitaciones (Nazar, Lavados, Daher y
Bischoff, 2010; Peman y Cantén, 2005; Torres, 2014).

Debido a esta problematica, se ha implementado el estudio fitoquimico de
los extractos de las plantas para conocer los metabolitos secundarios que la
conforman y estudiar si dichos compuestos presentan actividad

antibacteriana que pudiera aportar la solucion al problema planteado. De lo



antes expuesto se deriva la siguiente interrogante ¢ Cudl es la relacion entre
la actividad antibacteriana y el extracto de las hojas de Espeletiopsis

pannosa?

Justificacidén e Importancia de la Investigacion

El empleo de remedios naturales y sobre todo de plantas medicinales con
fines curativos es una practica que se ha utilizado desde hace mucho tiempo
y que ha crecido continuamente en afos recientes (Bruneton, 2001).

A nivel mundial, se viene explorando el uso de los productos naturales
como fuente de nuevos agentes antimicrobianos; aproximadamente el 80 %
de la poblacion mundial utiliza productos naturales con fines medicinales.
Sus derivados como aceites esenciales y sus extractos organicos, podrian
proporcionar metabolitos bioactivos como una alternativa de tratamiento o
prevencion a las infecciones causadas por bacterias (OMS, 2007; Torres,
2014).

La resistencia de los microorganismos a gran variedad de
antimicrobianos, ha sido originada por el uso excesivo e inadecuado de los
mismos. Sin embargo, muchos microorganismos han sido siempre no
susceptibles y por lo tanto intrinsecamente resistentes, a un agente en
particular por su naturaleza fisiolégica o bioquimica (Tortora, Funke y Case,
2007).

Por ello, a través del presente trabajo se pretendié demostrar la actividad
antibacteriana del extracto de las hojas de Espeletiopsis pannosa
comunmente conocida como frailejon, utilizada para infecciones respiratorias

y digestivas.



Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana y composicion

quimica del extracto de las hojas de Espeletiopsis pannosa.

Objetivos especificos

Obtener el extracto hexano-éter 3:1 de las hojas de Espeletiposis
pannosa, mediante la técnica de extraccion con Soxhlet.

Reconocer cualitativamente mediante el screening fitoquimico los
metabolitos secundarios del extracto obtenido previamente.

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto hexano-éter de las
hojas de Espeletiopsis pannosa, empleando el método de difusién en agar

con disco.

Alcances y limitaciones de la investigacion

Alcances de lainvestigacion

Segun Hernandez, Fernandez y Baptista. (2010). El alcance de una
investigacion esta relacionado con la profundidad del conocimiento que se
adquirio, sobre la probleméatica de estudio durante el proceso de
investigaciéon. Es por ello que la profundidad del conocimiento que se
pretendio, fue determinar la composicién quimica del extracto hexano-éter de

las hojas de Espeletiopsis pannosa y la actividad antibacteriana.



Limitaciones de la investigacion

Son obstaculos que eventualmente pudieran presentarse durante el
desarrollo del estudio y que escapan del control del investigador (Arias,
2006). En cuanto a las limitaciones para el desarrollo de esta investigacion,
se presentaron los siguientes: dificultad para la recoleccion de la especie
Espeletiopsis pannosa, en la parte del laboratorio deficiencia en equipos y
materiales; asi como los cortes de luz eléctrica, lo que conllevo a un retraso

en el desarrollo del mismo.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Toiu, Vlase, Vodnar, Gheldiu y Oniga. (2019), publicaron un trabajo
titulado Solidago graminifolia L., Salisb. (Asteraceae) fuente valiosa de
polifenoles bioactivos: perfil de cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR), potencial antioxidante y antimicrobiano in vitro. Los extractos
hidroalcohdlicos, se evaluaron para determinar el contenido total de fenoles y
flavonoides, mediante el método de cromatografia de liquidos de alto
rendimiento; con espectrometro de masas (CLAR-EM). ElI efecto
antibacteriano y antifingico, se evalu6 mediante ensayos de dilucion,
calcularon la concentracibn minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB). Los resultados mostraron que las partes aéreas
de Solidago graminifolia L., contienen una cantidad importante de fenoles
totales 192,69 mg GAE/mg (acido gélico 1, por miligramos de extracto) y
quercetina (2) como componentes principales (ver Figura 1). Los extractos
hidroalcoholicos revelaron un potencial antioxidante y antimicrobiano, entre
ellos la actividad antibacteriana contra Staphyloccocus aureus e importante
efecto antifingico contra Candida albicans y Candida parapsilosis. Por lo
cual, concluyeron que las partes aéreas de Solidago graminifolia L., podrian
utilizarse como nuevo recurso de fitoquimicos en preparaciones a base de
hierbas con actividad antioxidante y antibacteriana. Este trabajo fue de gran

importancia, ya que del mismo se derivé la propuesta de esta investigacion.



Figura N° 1. Estructuras Quimicas de Algunos Fenoles de Solidago

graminifolia L.
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Tomada y modificada de Toiu, y col, 2019.

Cordero de Rojas, Ustariz, Araujo, Usubillaga, Rojas y Moujir. (2017),
desarrollaron la investigacién “Actividad antibacteriana de diterpenos del
kaurano aislados de Coespeletia maritziana (Sch. Bip. ex Wedd.) Cuatrec’;
en el cual establecieron como objetivo, determinar la actividad antibacteriana
de diterpenos del kaurano aislados de Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex
Wedd.) Cuatrec. La concentracion inhibitoria minima (CIM) fue determinada
por el método de microdilucion en caldo, en placas de 96 pozos; por medio
del cual demostraron que, el acido grandiflorénico (3) presentd actividad
antibacteriana sobre Staphylococcus aureus (CIM 20 ug/mL), Bacillus subtilis
(CIM 5 ug/mL) y Enterococcus faecalis (CIM 10 yg/mL), mientras que; el
acido kaurénico (4) mostré actividad unicamente sobre Bacillus subtilis (CIM
10 ug/mL), al igual que el acido 15a-acetoxi-kaurénico (5) vy el kaurenol (6)
(ver Figura 2) (CIM 40 pg/mL). Como conclusion, indicaron que el mismo
representa un aporte al estudio de la composicion quimica de Coespeletia y
la actividad antibacteriana de los kaurenos aislados. Este estudio fue de gran
relevancia, porque de sus resultados procedié la proposicion del proyecto

llevado a cabo.



Figura N° 2. Estructura Quimica de los Kaurenos Aislados Coespeletia
moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.) Cuatrec.
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Tomada y modificada de Cordero de Rojas y cols., 2017.

Velazquez, (2017), desarroll6 el trabajo titulado: “Evaluacién de la
actividad antimicrobiana, antioxidante y citotoxicidad de los extractos
etandlico y acuoso de Tagetes multifiora Kunth “chinche”. La actividad
antimicrobiana se evalué mediante el método de difusidon de pozo en agar, la
actividad antioxidante por el método de DPPH, mientras que la actividad
citotoxica por el bioensayo de citotoxicidad en Artemia salina (CYTED).
Obtuvieron que el extracto etandlico presentd actividad antimicrobiana frente
a Escherichia coli (halo de inhibicibn de 11,33 mm); Pseudomonas
aeruginosa (halo de inhibicion de 13 mm) y Staphyloccocus aureus (halo de
inhibicion de 15,67 mm), actividad antioxidante y alta actividad citotoxica; en

cuanto al extracto acuoso, presentd actividad antimicrobiana frente a



Aspergillus niger (halo de inhibicion de 13,67 mm). Como conclusion
denotaron que, el extracto etandlico presentdé mayor actividad antibacteriana,
antioxidante y citotéxica que el extracto acuoso. Este trabajo fue de gran
interés, debido a que sus resultados condujeron a la elaboracion de este

proyecto.

Antecedentes Histéricos o Epistemoldgicos

La historia del uso de las plantas medicinales nacié casi con el hombre,
desde los tiempos prehistéricos hasta principios del siglo XIX, este a través
de los elementos que la tierra le brindaba y por ensayo y error, utilizé las
plantas para curar sus enfermedades incluyendo mejorar el estado de animo,
esta practica meédica pasada se denomind medicina tradicional (Fonnegra y
Jiménez, 2007).

Los estudios fitoquimicos de los frailejones se iniciaron a principio de
1970, en el Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, los primeros trabajos fueron
realizados en la determinacion de aceites esenciales presentes en diferentes
especies y luego estudiaron las fracciones menos polares obteniéndose en la
mayoria de las especies una alta concentracion de diterpenoides, siendo
estos compuestos encontrados en gran proporcibn en la subtribu
Espeletiinae (Pinto y Toro, 2013).

La subtribu Espeletinae (Astereaceae) fue creada en 1976 por
Cuatrecasas con aproximadamente ciento ochenta especies que ocupan a
nivel altitudinal desde los 2000 m s.n.m en adelante, incluyendo el bosque
alto-andino; el subparamo y paramo. El género Espeletia fue identificado por
Mutis al Virrey Don José Ezequiel de Espeletia de Nueva Granada. Este
género abarcaba todos la especies conocidas como frailejones hasta su

revision taxonémica por Cuatrecasas, lo que condujo a su divisidbn en ocho
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géneros: Carramboa, Coespeletia, Espeletia, Espeletiopsis, Libanothamnus,
Ruilopezia, Tamania y Paramiflos (Cuatrecasas, 1996). Desde el siglo XVIII
se han empleado sustancias quimicas para el tratamiento de enfermedades
infecciosas. Paul Ehrlich, quien formul6 los principios de toxicidad selectiva,
reconocié las reacciones quimicas especificas entre microorganismos y
medicamentos, la aparicion de la resistencia a estos y el papel de la
terapéutica combinada para combatirlos (Lizcano y Vergara, 2008). El género
Espeletiopsis esta distribuido entre Colombia y Venezuela, integrado por 25
especies del cual 20 de ellas son endémicas de Colombia (Meccia, Quintero,

Rojas, Usubillaga y Carmona. 2010).

Bases tedricas

Caracteristicas de la familia Asteraceae

De todas las especies de Angiospermas (plantas con flores), la familia de
las Asteraceae (Compositae) (ver Tabla 1), es la mas grande y ha sido objeto
de numerosos estudios (Katinas, Gutiérrez, Grossi, y Crisci, 2007). El nombre
comun de esta familia es Compuestas y hace referencia a la disposicion de
las flores en capitulos compactos, inflorescencia que funcionalmente se
comporta como una flor. Hojas sin espiculas, generalmente alternas, en
ocasiones en roseta basal, ademas pueden presentar espinas. La
inflorescencia es un capitulo que consiste en una estructura ensanchada
(receptaculo) donde se sitlan desde una a cientos de flores, rodeados por
las bracteas del involucrado. El receptaculo puede ser plano, concavo o
convexo Yy tener escamas o pelos entre las flores. A demas las flores pueden
ser hermafroditas, unisexuales o estériles. Sin caliz o con este reemplazado
por vilanos de pelos o escamas, los pelos pueden ser lisos, escabridos o

plumosos. Corola formada de cinco pétalos soldados, puede ser tubulosa o
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con forma de lenguleta con tres o cinco dientes. Fruto tipo aquenio o cipsela.
Puede presentar en su extremo superior vilano, ocasiones sobre una
prolongacion estrecha o pico. Puede almacenar inulina un polisacarido como
sustancia de reserva en organos subterraneos (Peralta y Royuela, 2018). Las
asterdceas comprenden mas de 1700 géneros y unas 24.000-30.000
especies distribuidas por todo el mundo, excepto en la Antartida (Katinas y
cols., 2007).

Tabla 1. Taxonomia

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae

Tomada y modificada de Tapia, 2010.

En Venezuela se conocen cerca de 760 géneros y 210 especies. Con
respecto a la distribucion geografica esta se encuentra desde el nivel del mar
como la cordillera de la costa, donde crece la Espeletia neriifolia, hasta los
sitios mas elevados de los paramos andinos. En la zona andina y alto
Guayana existe una elevada concentracion de especies de las Astereaceas
(Pinto y Toro, 2013).

Algunos de los compuestos quimicos secundarios presentes en la familia
Asteraceae son: sesquiterpenos, flavonoides, diterpenos, triterpenos,
cumarina y alcaloides. El premio Nobel en medicina del afio 2015, fue
otorgado en parte a la Prof. Youyou Tu, por el descubrimiento y desarrollo de

la artemisinina (7) y una sesquiterpenlactona como la helenalina (8),
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encontradas en la especie Artemisia annua (ver Figura 3), con propiedades
muy efectivas contra el parasito causante de la malaria (Coy, Parra y Cuca,
2014).

Figura N° 3. Estructuras Quimicas de la especie Artemisia annua.

OH

Helenalina (8)

Artemisina (7)

Tomada y modificada de Coy, Parra 'y Cuca, 2014.

Las especies mencionadas anteriormente, son usadas para el
tratamiento de diversas afecciones de salud como diurética, depurativa,
adelgazante, antidiabética, antiinflamatorio, antibiético, regulador hormonal y
de grasas, tratamiento de problemas hepaticos y alérgicos. También se usa
para tratar enfermedades como pulmonia, pleuresia, estimulante, digestiones
dificiles, dolor estomacal, estimulante del apetito y de la funcion biliar, fatiga,
falta de animo y para la caida de cabello o calvicie prematura. Incluyendo, su
empleo para tratar afecciones de la piel como el acné, dermatitis, infecciones

urinarias, antimalérico, antioxidante (Purizaca y Condori, 2018).
Caracteristicas del género Espeletiopsis
Este género (ver Tabla 2), presenta un crecimiento caracteristico, las
hojas en rosetas grandes, en el extremo del tronco, ya sea corto y con la

roseta a ras el suelo, o bien largo que pueden alcanzar varios metros. Sin

13



florescencia numerosa, axilares de las hojas de la roseta. Sin florescencia de
tipo monocasial y definida, es decir; que termina siempre en una flor o un
capitulo, con hojas, ramas, pedunculos y bracteas alternas. El tipo de
sinflorescencia en Espeletiopsis es en verdad un corimbo, aunque en pocos
casos se vea deformado a consecuencia de un alargamiento proximal,

causado por pedunculos floriferos inferiores adicionales (Cuatrecasas, 1996).

Tabla 2. Clasificacion Taxondmica del Género Espeletiopsis.

Familia Asteraceae
Tribu Heliantheae

Subtribu Espeletiinae

Género Espeletiopsis

Tomada y modificada de Cuatrecasas, 1996.

Este género produce principalmente diterpenos del tipo kaureno, los
cuales tienen interés desde el punto de vista quimico, botanico y medicinal,
ya que han manifestado actividad citotoxica en diferentes lineas de células
de carcinoma, efectos esteroidogénicos y efectos pro-apoptoticos en
humanos contra lineas celulares como cancer de prostata (PC-3). En menor
proporcién producen triterpenos, sesquiterpenos y aceites esenciales. Este
género se encuentra distribuido en Colombia y Venezuela (ver Tabla 3)
(Meccia y cols., 2010).
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Tabla N° 3. Distribuciéon Geografica y Nombre Comun de algunas Especies

del Género Espeletiopsis.

Especie

Nombre comun

Distribucion Geogréfica

E. angustifolia

E. caldasii

E. colombiana
E. corymbosa

E. funckii

E. garciae

E. guacharaca

E. insignis

E. jimenez-quesadae

E. meridensis

E. muiska

E. pannosa

E. petiolata

Frailejon blanco

Frailejon enano

Frailejon colombiano
Frailejon liso

Frailejon de Funk

Frailejon de
Arcabuco

Frailejon

Guacharaco

Frailejon de Chitaga

Frailejon negro

Frailejon de Mérida

Frailejon de los
muiskas

Frailejon plateado

Frailejon de

Almorzadero

Mérida (Venezuela)
Norte de Santander
(Colombia)

Boyacéa (Colombia)
Cundinamarca (Colombia)
Norte de Santander
(Colombia)

Boyaca (Colombia)

Boyaca (Colombia)

Norte de Santander
(Colombia)

Boyacéa (Colombia)
Mérida (carretera andina)
(Venezuela)

Boyaca (Colombia)

Trujillo (Paramo del Jabon)
(Venezuela)

Santander (Colombia)

Tomada y modificada de Cuatrecasas, 1996.

15



Tabla N° 3. Distribuciéon Geografica y Nombre Comun de Algunas Especies
del Género Espeletiopsis Continuacion...

Distribucién

Especie Nombre comun
Geografica
E. pozoensis Frailejon chirique Mérida
(Venezuela)
E. purpurascens Frailejon purpureo Norte de Santander
(Colombia)
E. rabanalensis Frailejon de Rabanal Boyacéa (Colombia)
E. sanchezii Frailejon de  Tierra Norte de Santander
negra (Colombia)
E. santanderensis  Frailejon Santander (Colombia)
E. sclerophylla Frailejon hojiduro Santander (Colombia)
E. trianae Frailejon de Triana Norte de Santander
(Colombia)

Tomada y modificada de Cuatrecasas, 1996.

Composicion quimica del género Espeletiopsis

Meccia, y cols. (2010), a través del Analisis por Cromatografia de Gases-
Espectrometria de Masas (CG-EM) de la fraccibn acida metilada,
identificaron varios diterpenos de tipo kaureno presentes en la resina de la
especie Espeletiopsis angustifolia. Entre los acidos kaurénicos estuvieron el
acido ent-kaur-9(11)-16-dieno-19-oico (acido grandiflorénico (3)), acido ent-
kaur-16-eno-19-oico (acido kaurénico (4)), acido ent-kaur-19-oico (acido
kauranico) (9), acido  ent-15a-hidroxi-kaur-16-eno-19-oico (acido

grandiflorélico) (10) (ver Figura 4); representaron los principales
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componentes de la fraccion &cida (56,8 % del total de la misma) y a partir de
la fraccion neutra del extracto de las hojas, lograron identificar el kaurenol,
todos ellos han sido reportados en varias especies de los géneros Espeletia,
Coespeletia, Libanothamus y Ruilopezia de la subtribu Espeletiinae, lo que

indica la estrecha relacién existente entre los diferentes tipos de frailejones.

Figura N°4. Estructura quimica de los kaurenos aislados de la especie.
Espeletiopsis angustifolia.

COo,H 3
COo,H

Acido kauranico (9) Acido grandiflorélico (10)

Tomada y modificada de Meccia, y cols, 2010.

Por otra parte, Bolhmann, Suding, Cuatrecasas, Robinson y King en 1980,
publicaron sesquiterpenos triciclicos y otros diterpenos de especies de
Espeletiopsis. Estudiaron 5 especies de Espeletiopsis y 2 de Coespeletia.
Logrando identificar numerosos compuestos conocidos y nuevos derivados
tipo kaureno, de estas especies se utilizaron los tallos, el extracto fue
obtenido con una mezcla de éter dietilico y éter de petrdleo en proporcion de
1:10. En todas las especies de Espeletiopsis se encuentra derivados del ent-
kaureno tales como: Acido kaurénico, &cido grandiflorénico, &acido
grandiflorénico, acido 15a-acetoxi-kaurénico, acido 15a-isovaleroxi-kaurénco,

kaurenol, entre otros. Por otra parte de las especies Coespeletia marcana y
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moritziana igual hubo la presencia de derivados tipo kaureno. En la Figura 5,
se muestra algunos compuestos identificados de las 5 especies
Espeletiopsis.

En la subtribu Espeletiinae, la quimica es similar en todos los géneros, ya
que se caracterizan por la apariciéon de grandes cantidades de derivados
kaurenos, soOlo se diferencian que las concentraciones son diferentes
(Bolhmann y cols., 1980).

Figura N° 5. Estructuras Quimica de algunos compuestos de las 5 especies

de Espeletiopsis.

Espeletiopsis guacharaca

COLH
Acido ent 98-hidroxi-15a-

isovalerato-16-eno-19-oico (11)

COoOH
Acido ent-kaur-17-hidroxi-15(16)-
eno-19-oico (12)

Espeletiopsis glandulosa

TO,H

Acido ent-kaur-15a-senexioiloxi-16-
Ruilopeziol (13) eno-19-oico (14)

Tomada y modificada de Bolhmann y cols., 1980
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Figura N° 5. Estructuras Quimica de algunos compuestos de las 5 especies

de Espeletiopsis. Continuacion...

Espeletiopsis garciae

THO
Kaurenal (15)

Espeletiopsis purpurascens

TO,H

Acido ent-kaur-15a-isobutiriloxi-16-
eno-19-oico (17)

Epi-ruilopeziol (16)

Espeletiopsis tachirensis

Co,H
Acido ent-kaur-98-hidroxi-15a-
senexioiloxi-16-eno-19-oico (18)

16a-hidroxi-kaureno (19)

Tomada y modificada de Bolhmann y cols., 1980

19



Usos tradicionales o etnobotanicos del género Espeletiopsis

Se usa en infusiones como antitusivo, para tratar afecciones de artritis,
dolor de oido y contra enfermedades respiratorias como la bronquitis y el
asma, asi como enfermedades de la piel, entre otros. Todas estas
propiedades de deben a los kaurenos presentes en dicho género (Galvis y
Torres, 2017).

Estudios biolégicos de los kaurenos

Los derivados del kaureno, actualmente son compuestos de gran interés
para los cientificos de diferentes partes del mundo, debido a las numerosas
actividades biologicas que se les han reportado Ultimamente, por tal son
considerados productos naturales muy importantes (De Los Rios, Hidalgo,
Contreras, Crescente y Caserta; 1999). A continuacion, se presenta una
breve resefian a cerca de algunas propiedades que se le han atribuido a

derivados del acido ent- kaurénico.

Actividad antibacteriana

De las partes aéreas de Espeletia schultzii Wed., especificamente de la
fraccion obtenida del acetato de etilo, se logré aislar el acido grandiflorénico;
asi como también en hojas de Espeletia barclayana Cuatrec., y a su vez en
esta, se encontr6 el acido kaurénico, los cuales mostraron actividad
antibacteriana frente a Bacillus cereus y Staphylococcus aureus, ambas con
un halo de inhibicién de 14 mm y una CIM de 80,5 mg/mL; para el primer
metabolito y el segundo metabolito frente a Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus y Streptococcus pneumoniae (Gutiérrez, Fuentes, Tellez, Torrenegra,

R; 1998; De Los Rios, Hidalgo, Contreras, Crescente y Caserta; 1999).
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Actividad antineoplasica

Una de las mas interesantes propiedades del acido kaurénico, aislado de
hojas de la especie Laetia thamnia L., es su moderada actividad in vitro,
frente a ciertas lineas celulares cancerigenas; del pulmén (A-549), sistema
nervioso central (XF498), ovarios (SK-OV-3), piel (SK-MEL-2), colon (HCT15)
y préstata (22Rv1) (Henry, Adams, Rosales, Jacobs, Heber y Seeram; 2006).

Actividad para el sistema cardiovascular

Ensayos bioldgicos han demostrado que los diterpenos del tipo kauranos
tienen accién antiespasmodica y relajante del musculo liso. El acido
kaurénico y algunos derivados, tienen efecto vaso relajante, su posible
mecanismo de accion no se ha demostrado completamente, aunque se dice
que su accion es debida al bloqueo de los canales de calcio extracelular y
gue puede actuar por otros mecanismos, ya que inhibe la accion vaso
constrictora inducida por diferentes sustancias como la fenilefedrina,
prostaglandina F,, acetilcolina y oxitocina; de esta manera se dice que
también actla sobre los canales de potasio sensibles al ATP (Tirapelli,
Ambrosio, Coutinho, De Oliveira, Da Costa y De Oliveira, 2005).

Actividad antimicética

Cotoras, Folch y Mendoza. (2004), realizaron un estudio donde probaron
la actividad del acido kaurénico y el acido 3B-hidroxi—kaurénico (20) (ver
Figura 6), contra Botrytis cinerea encontrando que ambos eran potentes
inhibidores del desarrollo miscelar y que esta actividad, se debia a que
ambos compuestos inducen la produccién de p-Nitrofenilbutirasa, mientras

que la enzima lacassa es inducida solamente por el acido 3-B-hidroxi-
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kaurénico, este disminuye en un 80,8 % el desarrollo miscelar en dosis de 40
pg/mL.

Actividad antiinflamatoria

Rios, Villalobos, Rojas-Fermin, Aparicio, Usubillaga, Mitaine-Offer y cols.
(2017), determinaron la actividad antiinflamatoria del acido kaurénico (AK) y
el acido grandiflorénico (AG), aislados de la Coespeletia moritziana y
Espeletia semiglobulata. Esta actividad fue evaluada in vivo en ratones no
consanguineos Mus musculus (BIO:NMRI), por los métodos siguientes:
edema de oreja inducido por xilol y edema de pata inducido con carragenina,
a dosis de 16, 32 y 64 mg/Kg.

La actividad antiinflamatoria fue estudiada mediante comparacion con
farmacos de actividad antiinflamatoria reconocida: dexametasona (1 mg/Kg),
diclofenac (25 mg/Kg) y ketoprofeno (10 mg/Kg). El indice del edema y el
porcentaje de inhibiciébn fueron determinados después del tratamiento con
xileno o carragenina. La administracion intramuscular del AG mostré mayor
actividad antiinflamatoria que el AK a dosis de 64 mg/Kg. Este es el primer

estudio del efecto antiinflamatorio in vivo del AG.

Figura N° 6. Estructura Quimica del Acido 3-B-Hidroxi-Kaurénico.

Acido 3-B-Hidroxi-Kaurénico (20)

Tomada y modificada de Cotoras, Folch y Mendoza, 2004
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Espeletiopsis pannosa

La especie Espeletiopsis pannosa también conocida como frailejon
plateado, es una planta arrosetada, con hojas lineales poco angostadas
hacia la base, aproximadamente entre 25-45 cm de largo y 4-10 mm de
ancho, densamente velloso, inflorescencias corimbo ramificadas, ramas
alternas, subtendidas por pequefias bracteas (ver Figura 7). Encontrandose a

3.500 m sobre suelos con buen contenido de aguas (Cuatrecasas, 1996)

Figura N° 7. Especie Espeletiopsis pannosa.

Tomada y modificada de Cuatrecasas, 1996.

Distribuidas en los paramos de Venezuela, en el Estado Trujillo en el
paramo de El Jabdn, y en el Estado Mérida en el paramo de Sierra Nevada
de Mérida, paramo de Los Conejos, Mucuruba, La Culata, faldas superiores
del pico El Toro y paramo de Timotes (Aristeguieta, 1964). Esta especie de
frailejon tanto las hojas y partes aéreas han sido usadas en comunidades

para tratar diversas enfermedades respiratorias como el asma, ademas
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empleado como expectorante y antitisivo. Incluyendo enfermedades de la
piel (Hidalgo, Ricardi, Gaviria, Estrada, 1999).

Composicién quimica del género Espeletiopsis pannosa

Usubillaga, Romero y Aparicio. (2003), mediante el andlisis de
Cromatografia de gases-Espectrometria de masas (CG/EM) de la fraccion
acida se lograron identificar diterpenos pertenecientes al grupo de los
kaurenos, a partir del extracto de las hojas de Espeletiopsis pannosa. Estos
compuestos  fueron: acido ent-kaur-9(11)-16-dieno-19-oico  (acido
grandiflorénico), acido ent-kaur-16-eno-19-oico (acido kaurénico), acido ent-
15a-hidroxi-kaur-16-eno-19-oico (acido grandiflordlico) y &cido ent-15-O-iso-

valeroxy-kaur-16-eno-19-oico (acido isovaleroxikaurénico) (21) (ver Figura 8).

Figura N° 8. Estructura quimica del &cido isovaleroxikaurénico.

TO,H

Acido Isovaleroxikaurénico (21)

Tomada y modificada de Usubillaga, Romero y Aparicio, 2003.
Productos naturales
También denominados metabolitos secundarios, son todas aquellas
moléculas activas generadas por diversas especies vegetales, que no son

necesarias para el crecimiento y la reproduccién de las plantas, pero

cumplen con roles muy importantes en el reino vegetal (Lizcano y Vergara,
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2008). Dichas funciones se encargan del mecanismos de defensa, agentes
polinizadores, sustancias de reserva y cicatrizantes para sus propias heridas
(Dominguez, 1973).

La clasificacion de los productos naturales puede hacerse de acuerdo con
sus estructuras, bioformacion, fuente de produccién y accion bioldgica.
Donde el criterio mas acertado es aquel que usa la biosintesis como
denominador comun, la cual; comprende la formacion de metabolitos
primarios y secundarios (Torres, 2014). Los metabolitos secundarios mas

importantes extraidos de plantas son:

Alcaloides: son compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno basico,
muchos de ellos son insolubles o poco soluble en agua y reaccionan con los
acidos para formar sales (Anaya, 2000). Entre estos, se encuentran la

cafeina (22) vy la nicotina (23) (ver Figura 9) (Bafuelos, 2006).

Figura N° 9. Estructuras Quimicas de Algunos Alcaloides.

Cafeina (22) Nicotina (23)

Tomada y modificada de Bafuelos, 2006.

Triterpenos: Son terpenos con 30 carbonos cuyo esqueleto esta constituido
por seis unidades de isopreno, la ciclacion de los triterpenos se produce de
formas muy diversas y estan relacionados con los esteroles y saponinas,

entre ellos el fungisterol (24) y colesterol (25) (ver Figura 10) (Primo, 1995).
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Figura N° 10. Estructuras Quimicas de Algunos Triterpenos.

Fungisterol (24) Colesterol (25)

Tomada y modificada de Primo, 1995.

Saponinas: Su nombre se debe a sus propiedades jabonosas. Son
estructuras formadas por una parte glucosidica y una parte no glucosidica
(aglicon), entre ellas la Gitoxigenina (26) y Hecogenina (27) (ver Figura 11),
(Carrién y Garcia, 2010).

Figura N° 11. Estructuras Quimicas de Algunas Saponinas.

R.

@)
Gitoxigenina (26)R = 3 moléculas de Hecogenina (27)

digitoxosa

Tomada y modificada de Carrion y Garcia, 2010.
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Taninos: Las plantas presentan una mezcla compleja de compuestos
fendlicos, entre ellos los flavonoides poliméricos de alto peso molecular y
estructuras mal definidas que por hidrélisis producen antocianidinas vy
flavanoles. Este grupo de sustancias se conoce como proantocianidinas y
forma parte de los llamados taninos condensados (28) (ver Figura 12). Estas
sustancias son de origen vegetal, no nitrogenadas, solubles en agua, alcohol

y acetona (Marcano y Hasegawa, 2002).

Flavonoides: Son metabolitos secundarios de las plantas, generalmente
amarillos, que se encuentran en los jugos celulares y en los pétalos de las
flores de algunas plantas en forma de glucésidos de diversos azucares
(glucosa, galactosa, pentosa), otros tienen caracter vitaminico y aplicaciones

terapéutica (Quercetina (2) y Luteolina (29), ver Figura 13) (Primo, 1995).

Figura N° 12. Estructura Quimica de los Taninos.

Proantocianidinas (28)

Tomada y modificada de Marcano y Hasegawa, 2002.
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Figura N° 13. Estructuras Quimicas de Algunos Flavonoides

Luteolina (29)

Tomado y modificado de Primo, 1995.

Cumarinas: Son productos naturales, pertenecen al grupo de compuestos
conocidos como benzopironas, consistentes en un anillo bencénico unido a
una pirona, la fluorescencia de la cumarina es muy sensible a la posicion y la
naturaleza de los constituyentes sobre el anillo de benzopiranona
(Umbeliferona (30) y Warfarina (31), ver Figura 14) (Reija, 2007).

Figura N° 14. Estructuras Quimicas de Algunas Cumarinas.

o)
OH
C S
HO e
o} O "o
Umbeliferona (30) Warfarina (31)

Tomado y modificada de Reija, 2007.

Quinonas: Se considera dentro de la serie aromatica, las quinonas
dependen exclusivamente del sistema de dobles enlaces conjugados y son
extraordinariamente variadas (Fumaquinona (32), furaquinona C (33), ver
Figura 15) (Klages, 2006).
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Figura N° 15. Estructura Quimicas de Algunas Quinonas.

‘1,

O OH
@] O
I I = % N

OH
OCHs 5 OCH,

Fumagquinona (32) Furaquinona C (33)

Tomado y modificado de Klages, 2006.

Extracto vegetal

Se han definido como un concentrado obtenido por tratamiento de
productos vegetales con solventes apropiados tales como agua, etanol o
éter, de elementos solubles, constituidos con una mezcla de principios
activos y sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes de
una planta fresca o seca (Lizcano, y Vergara, 2008). Los extractos segun su
consistencia y concentracién de principio activo se clasifican en extractos

fluidos, secos, blandos y crioextractos (Castillo y Martinez, 2007).

Extractos Fluidos: Son extractos de drogas que con la concentracion
prescrita de etanol, estdn preparados de forma que una parte de droga
corresponde a una parte o dos partes del extracto fluido; teniendo en cuenta
que 85 partes de droga seca corresponden a 100 partes de planta fresca

(Voigt, Bornschein y Nufiez, 1982).
Extractos Secos: Son aquellos que tienen una consistencia seca y son

facilmente pulverizables, se obtienen por evaporacion del disolvente y

desecacion del residuo (Voigt y cols., 1982).
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Extractos Blandos: Poseen una concentracion de principio activo superior a
la de la droga original y tienen consistencia semisélida. El disolvente suele
ser agua o0 mezclas hidroalcohodlicas. Los extractos blandos son poco
estables y resultan dificiles de manipular; por lo que no se utilizan (Carrién y
Garcia, 2010).

Crioextractos: Se obtiene por molturacion de Ila droga vegetal
correctamente desecada, sometida a condiciones de congelacién (-196°C),
mediante inyeccion de nitrégeno liquido, de forma que los principios activos
no se ven alterados por la accién del calor desprendido en un proceso de
molturacion y que dependiendo de la droga vegetal, puede llegar a ser hasta
70°C (Castillo y Martinez, 2007).

Métodos de obtencidon de los extractos

Frecuentemente se usa la extraccion con solventes organicos de bajo
punto de ebullicion tales como alcohol, acetato de etilo y ademas con baja
reactividad. Algunas veces es conveniente extraer los compuestos lipidicos
del material vegetal con éter de petréleo (extracto etéreo) o hexano
(Dominguez, 1973).

El alcohol es més eficaz para recuperar metabolitos secundarios. En el
caso de extraccion con agua, los extractos son evaporados bajo presion
reducida o liofilizados (Dominguez, 1973). Los extractos se pueden obtener a

través de:

Extraccion continta en soxhlet: Donde el material seco se posa en una
camara central y el solvente se hace evaporar en caliente, en un recipiente
inferior, el vapor del solvente asciende al condensador y gotea sobre el

material vegetal (ver Figura 16) (Bruneton, 2001).
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Figura N° 16. Extraccion Continta en Soxhlet.

Tomado y modificado de Dominguez, 1973.

Reflujo: El material vegetal y el solvente se colocan en un balon el cual tiene
acoplado un refrigerante, se calienta, el solvente evaporado se condensa y
vuelve a mezclarse con el material vegetal (ver Figura 17) (Dominguez,

1973).
Figura N° 17. Extraccion de Reflujo

Tomado y modificado de Dominguez, 1973.
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Maceracion: Consiste en el contacto prolongado durante cierto tiempo de la
especie vegetal con el solvente, donde este ejerce su accion sobre toda la
fraccion vegetal. Circulando en todas las direcciones y extrayendo sus
principios activos hasta producirse una concentracion en equilibrio con la del

contenido celular (ver Figura 18) (Dominguez, 1973).

Figura N° 18. Extraccion por Maceracion

\ " ¥
¥ A'I:CL
Tomado y modificado de Dominguez, 1973.

Infusidn: Es una solucién diluida de constituyentes facilmente solubles de la
droga vegetal cruda. Se realiza sumergiendo las partes a utilizar de la planta

en una cantidad de agua hirviendo, se deja reposar unos 15 minutos y se

filtra a través un tamiz o papel de filtro (ver Figura 19) (Dominguez, 1973).

Figura N° 19. Extraccién por Infusion

-t 3
e e

Tomado y modificado de Dominguez, 1973.
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Andlisis fitoquimico

Consisten en pruebas sencillas, sensibles y rapidas, que mediante una
reaccion quimica produce la alteracion rapida en la estructura molecular del
compuesto y permiten identificar grupos quimicos. Estas reacciones pueden
ser la modificacion de un grupo funcional, la apertura de un sistema anular, la
formacion de un complejo; lo cual da como resultado una manifestacion
sensible como el cambio de color, la formacion de un precipitado o el
desprendimiento de un gas, mediante la utilizacion de reactivos especificos
(Bruneton, 2001).

Pruebas quimicas y fundamentos

Para determinar ciertos compuestos activos de una planta se realiza una
serie de pruebas que van a depender de las caracteristicas estructurales y la

solubilidad. Tales pruebas son:

Ensayo de Lieberman-Bourchard (Triterpenos y/o esteroles): Esta
compuesta por una mezcla de acido sulfarico y anhidrido acético que
producen sustancias cromoéforas con el ciclopentano perhidrofenantreno,
(Dominguez, 1973; Bruneton, 2001). La positividad de la prueba se observa

por la aparicion de un color rojo, verde o azul.

Ensayo de Shinoda (flavonoides): El magnesio en polvo reacciona con
acido clorhidrico concentrado. El hidrégeno generado produce por reduccion
el i6n flavilio, observandose un color rojo escarlata (varia desde rosa muy

débil hasta el rojo escarlata) (Dominguez, 1973; Bruneton, 2001).
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Ensayo de Dragendorff, Wagner y Mayer (alcaloides): Se basa
generalmente en la combinacion de los alcaloides con metales pesados. El
reactivo de Dragendorff es una mezcla de yoduro de potasio y nitrato de
bismuto, detectandose el alcaloide al producirse un precipitado rojo-naranja;
en la reaccién de Mayer el yoduro de potasio y el bicloruro de mercurio junto
con el alcaloide arrojan un precipitado de color blanco (Marcano y
Hasewaga, 2002). Para el reactivo Wagner, el yoduro de potasio se

evidencia con un precipitado marrén (Dominguez, 1973; Bruneton, 2001).

Ensayo de Hidroxido de Amonio (cumarinas): Las cumarinas al ser
examinadas en luz ultravioleta presentan coloracion exaltada en presencia

de amoniaco (Bruneton, 2001).

Ensayo de Borntrager (quinonas): La naftoquinonas y antraquinonas libres
al ser tratadas con la solucion de hidroxido amoénico forman complejos de
color rojo cereza (Tamayo, Verdecia y Mojera, 2011). Solubilidad en
solucion de hidroxido de sodio al 5 % (quinonas): Las quinonas a- y f3-
hidroxiladas con las solucion de hidroxido de sodio al 5 % dan soluciones
coloreadas, que van del amarillo pasando por el rojo al violeta (Thompson,
1958).

Prueba de tricloruro férrico (compuestos fendlicos y taninos): Las
sustancias precipitan en presencia de cloruro férrico. Esta respuesta se debe
al efecto producido por el ion cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo,
provocando una ruptura de enlace y la union del grupo fendxido al hierro
(Coy y cols., 2014; Dominguez, 1973).
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Prueba de la espuma (saponinas): El extracto disuelto en agua se agita
vigorosamente, la aparicion de espuma es indicio de la presencia de

saponinas (Marcano y Hasegawa 2002).

Generalidades de las bacterias

Son microorganismos unicelulares, relativamente simple, debido a que su
material genético no esta encerrado por una membrana nuclear especial, las
células bacterianas se denominan procariontes y suelen presentar diversas
formas, la forma de baston de los bacilos, esférica u oval de los cocos y la
forma de tirabuzén o curva de los espirilos, son los mas comunes (Granados
y Villaverde, 2003).

Las bacterias segun la coloraciéon de Gram se clasifica en bacterias Gram
positivas, que presentan una pared compuesta por varias capas de
peptidoglicano; conformando una estructura gruesa y rigida, ademas
contienen acido teicoico. Mientras que las Gram negativas, presentan una
capa fina de peptidoglicano unido a la lipoproteina de la membrana externa y
se encuentra en el periplasma, una sustancia gelatinosa localizada entre la
membrana externa y la membrana plasmatica (ver Figura 20) (Granados y
Villaverde, 2003).

Bacterias ensayadas:

Staphylococcus aureus

Son bacterias grampositivas en forma de coco o esféricas dispuestas en
racimos, catalasa positiva, inmdviles, no esporulados, de crecimiento rapido
(18- 24 horas). Son resistentes al calor y desecacion, ademas pueden crecer

en medios con elevada salinidad (7,5 % de cloruro de sodio), por ser una
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bacteria grampositiva presenta una pared celular rica en peptidoglicano y

acido teicoico.

Figura N° 20. Diferencias en la Estructura de la Pared Celular entre

Microorganismos grampositivos y gramnegativos.
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Tomado y modificado de Tortora, Funke y Case; 2007.

La mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus (pero no las
Staphylococcus cuagulasa negativo) estan recubiertas por una proteina,
denominada proteina A, la cual se utiliza para la identificacion de la especie.
Aproximadamente un 20 % de la poblacion es portadora permanente de
Staphylococcus aureus en las fosas nasales y un 30 % lo es de manera
intermitente. Ademas puede colonizar la piel y el tracto gastrointestinal.
Cuando la barrera mecanica se rompe, estos microorganismos pueden
alcanzar tejidos mas profundos y producir infeccion (ver Figura 21) (Tortora,
Funke y Case, 2007; Pahissa, 2009).
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Figura N° 21. Staphyloccus aureus

Tomado y modificado de: Tortora, Funke y Case, 2007.

Enterococcus faecalis

Son cocos grampositivos que se disponen en pareja, crecen en medios
usuales, son aerobios y anaerobios facultativos, generalmente no
hemoliticos, catalasa negativa, crecen en caldo de 6,5 % de cloruro de sodio,
hidrolizan la esculina y crecen en presencia de 40 % de sales biliares. Los
(Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis), ocasionan bacteriemias
primarias en pacientes granulopénicos y endocarditis bacteriana, ademas de
producir infecciones urinarias y abdominales (ver Figura 22) (Tortora, Funke
y Case, 2007).

Figura N° 22. Enterococcus faecalis.

Tomado y modificado de: Tortora, Funke y Case, 2007
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Escherichia coli

Es un bacilo corto gramnegativo, catalasa positivo, oxidasa negativo y
anaerobio facultativo. La mayoria de las cepas fermentan la lactosa, aunque
algunas son fermentadoras lentas de este azlUcar y algunas son
anaerogeénicas.

Las cepas de E. coli se pueden diferenciar serolégicamente en relacién
con los antigenos somaticos (O), flagelares (H), capsulares (K), ademas,
pueden hallarse fimbrias y estructuras emparentadas que desempefian un
papel en la patogenia. Se reconocen cinco grupos de E. coli productoras de
diarrea, cuyas diferencias estan modificadas por plasmidos (ver Figura 23)
(Sanchez, Serrano, Marfil y Jodral; 2011). A continuacion se describen
algunas variedades de E. coli:

e E. coli enteropatdogena (EPEC): responsable de la diarrea acuosa de los
lactante, con produccion de mucus pero no de sangre, fiebre y vomito,
ademas coloniza las microvellosidades de todo el intestino (Sanchez y
cols., 2011).

e E. coli enterotoxigénica (ETEC): responsable de la llamada vulgarmente
diarrea del viajero, causa una diarrea acuosa como agua de arroz y poca
fiebre, coloniza la porcién proximal del intestino delgado (Sanchez y cols.,
2011).

e E. coli enteroinvasor (EIEC): Origina fiebre y diarrea profusa, con heces
gue contienen mucus y estrias sanguinolentas (Sanchez y cols., 2011).

e E. coli enterohemorragica (EHEC): Origina diarrea sanguinolenta, colitis
hemorragica, sindrome urémico hemolitico y purpura trombocitopénica
(Sanchez y cols., 2011).

e E. coli enteroagregativo (EAggEC): origina diarrea acuosa y vomito
(Sanchez y cols., 2011).
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Figura N° 23. Escherichia coli

Tomado y modificado de: Tortora, Funke y Case, 2007.

Klebsiella pneumoniae

Son bacilos gramnegativos causantes de enfermedades infecciosas
oportunistas y los principales causantes de infecciones nosocomiales, se
aislan con frecuencia en pacientes que se encuentran hospitalizados en
unidad de cuidados intensivos (UCI) y que su enfermedad de base sea la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), diabetes mellitus, en
aquellos que tienen un dafio en el parénquima pulmonar, esta bacteria es
causante de absceso pulmonar y neumonia grave. La colonia de esta
bacteria es fermentadora, su caracteristica principal es tener una
consistencia gelatinosa (ver Figura 24) (Tortora, Funke y Case, 2007;
Munive, 2013).

Pseudomonas aeruginosa

Bacilo gramnegativo que se caracteriza por tener un brillo metélico en el

agar sangre, chocolate y MacConkey no fermenta la lactosa, causante de
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multiples procesos infecciosos en los pacientes que tienen una larga estancia

en unidades intensivos (ver Figura 25) (Munive, 2013).

Figura N° 24. Klebsiella pneumoniae

et P
il

Tomado y modificado de: Tortora, Funke y Case, 2007).

Figura N° 25. Pseudomonas aeruginosa

Tomado y modificado de: Tortora, Funke y Case, 2007.

Resistencia antimicrobiana

Es la capacidad de un microorganismo de tolerar o resistir ciertas

concentraciones fisico-quimicas y biolégicas. Donde quiera que exista un
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cambio de susceptibilidad bacteriana que ha sido poco efectivo, en contra de
ciertos microorganismos, este se considera como resistente (Medina, 2000).

Mecanismos de resistencia

Inactivacion por destruccién o modificacion: Produccion de -

lactamasas, enzimas inactivantes de aminoglucoésidos (Medina, 2000).

Inaccesibilidad al lugar de accién, bien por la disminucion de la
permeabilidad o por expulsion activa: Resistencia a Tetraciclina® por
expulsién del antibidtico de la bacteria, resistencia a los B-lactdmicos por

disminucion de la permeabilidad (Medina, 2000).

Alteracion en el lugar de accidon: Modificacion del ribosoma por el tipo de
accion (resistencia a macroélidos), producto de una enzima con poca afinidad
por el antibiético (Medina, 2000).

Antibidtico

Se puede definir como toda sustancia quimica derivada o producida por
microorganismos que tiene la capacidad, a bajas concentraciones, de inhibir
el desarrollo o disminuir otros microorganismos (De Ahumada, Santana y
Serrano, 2002). Los antibiéticos pueden actuar de dos maneras: como
microbicidas, es decir, que aniquilan las formas vegetativas de los gérmenes,
especificamente se denominan bactericidas. Como microbiostético, donde

inhibe el crecimiento de microorganismos (Tortora, Funke y Case, 2007).
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Clasificacion de los antibioticos

Los antibi6ticos se pueden clasificar segun su mecanismo de accion:

Antibidticos que inhiben la sintesis de la pared bacteriana: La
desaparicibn de esta pared conduce al estallido de la bacteria. Los
antibioticos utilizados pertenecen al grupo de penicilinas, cefalosporinas,

Vancomicina®, quinolonas y Fosfomicina® (De Ahumada y cols., 2002).

Antibidticos que alteran la permeabilidad de la membrana celular de los
microorganismos: Permite la salida de compuestos indispensables para la
sobrevivencia de la bacteria. Los antibidticos son: polimixinas, y los

antifingicos Nistatina® y Anfotericina® B (De Ahumada y cols., 2002).

Antibioticos que inhiben la sintesis de proteinas en las bacterias: Como
consecuencia, estas no crecen ni se reproducen. Entre ellos se encuentra el

Cloranfenicol®, las tetraciclinas y los macrolidos (De Ahumada y cols., 2002).

Antibiéticos que dan lugar a la formacion de proteinas que no son utiles
para el germen: Pertenecen los aminoglucésidos y las quinolonas (De
Ahumada y cols., 2002).

Actividad antimicrobiana
Corresponde al efecto de ciertas sustancias quimicas, empleadas para el
tratamiento de las enfermedades infecciosas. El mismo se debe al ataque

que estos ejercen a los microorganismos, ejecutandose de diferentes

maneras: por inhibicién de la sintesis de la pared celular, funciones de la
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membrana celular, traduccion de material genético y de la sintesis de acidos
nucleicos (Tortora, Funke y Case, 2007).

Técnicas que se usan para determinar la actividad antibacteriana

Método de difusién en placa: También conocido como técnica de Kirby-
Bauer, determina la susceptibilidad a las drogas utilizando discos de papel
impregnados con una cantidad conocida de antibidtico. La droga difunde
desde el disco a través del gel de tal manera que las concentraciones mas
altas se encuentran en las proximidades del disco. La placa se incuba
durante un tiempo estimado para que las bacterias crezcan. Después del
crecimiento bacteriano, algunos discos de antibiéticos estaran rodeados por
un halo claro lo que indica que no hubo crecimiento bacteriano, producido
por el agente antimicrobiano. El tamafio de cada halo se mide y se compara
con patrones de susceptibilidad para cada droga. A partir de esa
comparacion, se clasifican en sensibles, intermedias o resistentes (Ingraham

y Ingraham, 1998).

Método de diluciébn en caldo: Se emplea para el estudio de la
susceptibilidad de los antibidticos, mediante el cultivo de las bacterias en
medios liquidos que contienen concentraciones progresivamente mas altas
de un determinado antimicrobiano. Una vez que se produce el crecimiento,
algunos tubos presentaran turbidez, a partir de alli se hace la interpretacion
de los resultados. El crecimiento tiene lugar en los tubos que no contienen
droga o que presentan una concentracion baja. El tubo transparente que
contenga la concentracion mas baja (maxima dilucién) se corresponde a la
concentracién minima inhibitoria (CMI) de la droga (Ingraham y Ingraham,
1998).
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Método en dilucion en placa de agar: Es un método cuantitativo, donde la
placa de agar contiene concentraciones conocidas de antibiotico, se siembra
con los microorganismos que han de examinarse y se observa la inhibicion

del crecimiento (Garcia y Coérdoba, 1988).

Definicién operacional de términos.

Corola: Verticilo interno de las flores que tienen perianto heteroclamideo,
puede ser dialipétala o gamopétala. Presenta una textura mas fina y colores
mas brillantes que el verticilo externo (caliz) (Bruneton, 2001).
Inflorescencia: Forma de agruparse las flores en una planta, los principales
tipos de inflorescencia son racimos, espiga, umbela, capitulo y cima
(Bruneton, 2001).

Pedunculo: Es una ramita que se prolonga de la hoja, flor o fruto (Bruneton,
2001).

Receptaculo: Extremo de la flor donde descansan los diversos verticilos. En
una inflorescencia, parte engrosada del pedunculo en el que se asientan las
flores (Bruneton, 2001).

Taxonomia: Ciencia que trata de los principios, métodos y fines de la
clasificacion, se aplica en particular dentro de la biologia, para la ordenacion
jerarquizada y sistematica, con sus nombres, de los grupos de animales y
vegetales (Bruneton, 2001).

Microorganismo: Seres microscopicos Yy unicelulares que nace y se
desarrolla en el aire, agua y en toda clase de organismos (Tortora, Funke y
Case, 2007).
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Operacionalizacion de las variables

Para operacionalizar el sistema de variables o el evento de estudio con el
respectivo criterio de andlisis, es necesario la definicion conceptual y
operacional de las mismas En tal sentido, las variables se operacionalizan
con la finalidad de identificar los elementos y datos empiricos que expresan

su presencia (Hurtado, 2010).

Tabla 4. Operacionalizacion de Variables de la  Actividad

Antibacteriana del Extracto Hexano-Eter de las Hojas de Espeletiopsis

pannosa.
1. Variable 2. Tipo de variable 3. Definicion
conceptual
La actividad antibacteriana
es la capacidad que poseen
Actividad las plantas de producir una
antibacteriana del extracto Dependiente sustancia capaz de eliminar
hexano-éter de las hojas los microorganismos o inhibir
de Espeletiopsis pannosa su crecimiento (Tortora,
Funke y Case, 2007).
4. Definicion 5. Dimensiones 6. Indicador

operacional

Cepas Grampositivas:

- Staphylococcus aureus

E ; i - Sensible
- Enterococcus faecalis - Intermedio
Método de difusion de Cepas Gramnegativas: | - Resistente
agar en disco. - Escherichia coli
-Tamafio del halo de
- Pseudomonas

inhibicibn del crecimiento
aeruginosa bacteriano en milimetros

- Klebsiella pneumoniae | (mm)

Fuente: Cortez y Aparicio, 2021.
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Tabla 5. Operacionalizacion de Variable Independiente: Extracto Hexano-
Eter de las Hojas de Espeletiopsis pannosa.

1. Variable 2. Tipo de variable 3. Definicion conceptual
Son todas aquellas moléculas
activas generadas por las
plantas, que no son necesarias
para su crecimiento y
reproduccién. Se caracteriza por
contener en su  mayoria
sustancias tipo diterpenos, en
menor proporcion triterpenos 'y

sesquiterpenos (Hidalgo y cols.,

Extracto hexano-éter
de las hojas de
Espeletiopsis pannosa

Independiente

1999; Usubillaga, Romero vy
Aparicio; 2003; Lizcano vy
Vergara, 2008).
4. Definicién 5. Dimensiones 6. Indicador
operacional
Para las pruebas
guimicas cualitativas
puede haber presencia y | Alcaloides: turbidez o}
ausencia de: precipitados.
Alcaloides.
Esteroles ylo | Esteroles ylo triterpenos:
triterpenos coloracion azul o verde para
esteroides; coloracién es rosa,
rojo, magenta o violeta para
Pruebas quimicas - tnterpgnos.
cualitativas también Saponinas Saponinas: espuma.

conocidas como
Tamizaje fitoquimico.

Compuestos fenolicos
simples.

Compuestos fendlicos:
coloracion de azul a negro

Taninos

Taninos: precipitado blanco

Flavonoides

Flavonoides: coloracion naranja
a rojo, para flavonas; si es rojo
flavonoles y magenta flavononas

Quinonas y
Antraquinonas

Antraquinonas y quinonas una
coloracion roja.

Cumarinas

Cumarinas: La presencia de
fluorescencia azul-violeta.

Fuente: Cortez y Aparicio, 2021.
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Sistema de hipotesis

En vista que diferentes especies pertenecientes a la familia botanica
Asteraceae, han presentado actividad desde el punto de vista biologico y/o
farmacoldgico, es posible encontrar relacion directa entre la composicion
quimica del extracto hexano-éter de las hojas de Espeletiopsis pannosa y la

actividad antibacteriana en cepas de referencia internacional (ATCC).
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de investigacion

La determinacion del tipo de investigacion se basa en los métodos,
tacticas, técnicas y estrategias que son diferentes para cada tipo
investigaciéon (Hurtado, 2015). Por lo tanto esta investigacion es de tipo
confirmatoria, ya que se pretende confirmar la relacion entre la actividad
antibacteriana y el extracto de las hojas de Espeletiopsis pannosa en cepas

de referencia internacional (ATCC).

Disefio de investigacion

El disefio de la investigacion se refiere a la estrategia que adopta el
investigador para responder al problema, dificultad o inconveniente planteado
en el estudio (Palella y Martins, 2012). Por lo tanto esta investigacion cuenta
con un disefio experimental, mixto, evolutivo, transversal y univariable. Ya
que, es un proceso de busqueda de campo y laboratorio (natural y artificial)
en el paramo Sierra Nevada de Mérida y en la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis, en el Laboratorio de Productos Naturales, en un solo momento y
con un solo evento de estudio. Como en toda investigacion el proposito de

este disefio es el aporte de nuevos conocimientos.
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Poblacion y muestra

Unidad de investigacion

La poblacién se define como la totalidad del fendmeno a estudiar donde
las unidades de poblacién poseen una caracteristica comuan, que se estudia y
da origen a los datos de la investigacién (Palella y Martins, 2012). La unidad
de investigacion de este estudio estd representada por la especie

Espeletiopsis pannosa.

Seleccién del tamarfio de la muestra

La muestra es un subconjunto representativo de un universo o poblacién
(Arias, 2006). La poblacion de esta investigacion son las hojas de E. pannosa
y el criterio de inclusién y exclusion es donde se va a buscar, en el paramo
Sierra Nevada en la ciudad de Mérida y posteriormente medido en las

bacterias.

Sistemas de variables

Una variable es una cualidad susceptible de sufrir cambios. Un sistema de
variables consiste en una serie de caracteristicas por estudiar, definidas de
manera operacional, es decir, en funciéon de sus indicadores (Arias, 2006).
En la presente investigacion, la variable dependiente corresponde a la
actividad antibacteriana del extracto hexano-éter de las hojas de
Espeletiopsis pannosa, definiendose como una sustancia quimica que impide
o inhibe el desarrollo de microorganismos (Tortora, Funke y Case, 2007).
Mientras que la variable independiente es el extracto hexano-éter de las
hojas de Espeletiopsis pannosa, los cuales se han definido como todas
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aquellas moléculas activas generadas por las plantas, que no son necesarias
para su crecimiento y reproduccién. Se caracteriza por contener en su
mayoria sustancias tipo diterpenos, en menor proporcion triterpenos y
sesquiterpenos (Hidalgo y cols., 1999; Usubillaga, y cols; 2003; Lizcano y
Vergara, 2008).

Técnica e Instrumentos de Recoleccion de Datos

Segun Arias, (2006), la observacion consiste en visualizar, en forma
sistémica cualquier hecho, fenbmeno o situacién que se produzca en la
naturaleza, en funcion de objetivos preestablecidos. La presente
investigacion esté relacionada con la visualizacion de un halo claro alrededor
de discos impregnados del extracto hexano-éter de las hojas E. pannosa,
extendido en placas previamente inoculadas con bacterias tales como
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeuriginosa.

La lista de cotejo es herramienta en la que se va a indicar la presencia o
no de un aspecto o conducta que serd visualizada (Arias, 2006). En esta
investigacion se utilizaron como instrumento las tablas de resultados y
fotografias, las cuales pudieron indicar la presencia o0 no de actividad
antibacteriana del extracto hexano-éter de las hojas de E. pannosa.

Procedimientos de la investigacion

El procedimiento de la investigacion se llevé a cabo a través de una serie

de pasos:

Recoleccion de la planta: La Espeletiopsis pannosa fue recolectada en la

Laguna de Mucubaji, Paramo Sierra Nevada, en la ciudad de Mérida. Por el
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Dr. Alfredo Usubillaga e identificada por el Prof. Pablo Meléndez del Herbario

MERF de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis

Preparacion de la planta: Las hojas frescas fueron pesadas (3,0 Kg), se

sometieron a un secado en una estufa a 40 °C y luego fueron molidas.

Obtencion del extracto: El material seco y molido (450 g) se sometié a una
extraccion con soxhlet a una temperatura de 40 °C con hexano-éter 3:1 (500
mL) hasta agotamiento del material vegetal, una vez obtenido el extracto se
sometid a rotaevaporador hasta tres partes de su contenido, se guardd en un

frasco para su posterior analisis.

Identificacibn mediante el screening fitoquimico de los componentes

del extracto hexano-éter:

El extracto hexano-éter obtenido, se le realiz6 los ensayos
correspondientes al tamizaje fitoquimico, con el fin de determinar de forma
cualitativa los grupos de metabolitos secundarios, realizando las siguientes

pruebas:

Alcaloides: Se us6 una pequefia porcion del extracto hexano-éter de las
hojas de la planta E. pannosa, llevandolo a Bafio de Maria aproximadamente
por 1 hora. Pasado el tiempo se le agreg6 2 mL de Acido Clorhidrico (HCL al
5 %), seguidamente se filtrd y se dividio en tres tubos, por ultimo se le agregé
3 gotas a cada tubo de los reactivos de Mayer, Dragendorff y Wagner. Este

procedimiento fue realizado bajo campana de flujo laminar.
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Triterpenos: El extracto fue dispuesto en un tubo seco y se le afadio
diclorometano hasta cubrirlo completamente, se mezcld y se le agregé 0,5

mL de anhidrido acético y 2 gotas acido clorhidrico (HCL) concentrado.

Taninos y compuestos fendlicos: Al extracto se le adicion0, algunas gotas
de cloruro férrico al 1 % para evidenciar compuestos fendlicos. Por otra
parte, para la identificacion de taninos se uso6 una solucién de gelatina al 1 %

con agua tibia.

Flavonoides: En la ejecucion de esta prueba fue utilizada cierta cantidad del
extracto hexano-éter de las hojas de E. pannosa, agregandole 2 gotas de

HCI concentrado y virutas de magnesio metalico (Reaccion de Shinoda).

Saponina: Se preparé una solucién acuosa del extracto y se agitd

vigorosamente durante un minuto.

Deteccion de quinonas y antraquinonas: Pequefias porciones del extracto
hexano-éter de las hojas, fueron colocadas en una capsula de ceramica, a
las que se le adicion6 una gota de hidréxido de amonio concentrado, de tal
manera se identificaron antraquinonas. Luego para la identificaciébn de
quinonas se realiz6 el mismo procedimiento descrito anteriormente para

antraquinonas, pero esta vez afiadiendo una gota de acido sulfurico (H,SO,).

Presencia de cumarinas: El extracto de las hojas, se disolvi6 en un
solvente miscible (etanol). Posteriormente se le adicion6 una gota de
hidroxido de amonio y se llevd bajo luz ultravioleta para observar una

fluorescencia.
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Actividad antibacteriana del extracto hexano-éter de las hojas de E.

pannosa

La actividad antibacteriana se llevé a cabo mediante el ensayo de difusion
en disco, descrita por Velasco, Araque, Araujo, Longa, Nieves y Ramirez;
2008. Esta prueba se realiz6 en el Laboratorio de Actinomicetos del Instituto
de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de La
Universidad de Los Andes, bajo la asesoria de la Prof. Yndra Cordero, Prof.
Ysbelia Obregon y la colaboracion del auxiliar de Laboratorio TSU. Emilio

Salazar.

Preparacion de las Muestras: Se realizé con el extracto hexano-éter
mediante una dilucibn de 1000 ppm. EIl solvente usado fue dimetilsulfoxido
(DMSO). Los microorganismos a estudiar en la evaluacion de la actividad
antibacteriana mediante el método de difusion en agar, fueron 5; 2 especies
de bacterias grampositivas (S. aureus, E. faecalis) y 3 de ellas gramnegativas
(E. coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa) de referencia internacional
pertenecientes a la Coleccion de Cultivos Tipo Americano (ATCC),
provenientes del Cepario del Departamento de Microbiologia y Parasitologia
de La Facultad de Farmacia y Bioanalisis de La Universidad de Los Andes.

Preparacion de las Placas: A cada placa se le agregdé 15 mL
aproximadamente del agar Mdueller-Hinton (HIMEDIA®), previamente
preparado y esterilizado, se realizd siguiendo las instrucciones de la casa

comercial, posteriormente se dej6 solidificando a temperatura ambiente.

Preparacion de los in6culos bacterianos: Las cepas frescas purificadas
se mantuvieron en un medio de cultivo de agar Mueller-Hinton, con un

tiempo de incubacién no mayor a 24 horas, de estas se tomd una pequefia
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cantidad de colonias con un asa en aro, para luego ser suspendidas en una
solucién de cloruro de sodio al 0,85 % estéril; ajustando el in6culo hasta una

concentracién de bacterias equivalente a 0,5 en la escala de McFarland N°

0,5(10°"° UFC/mL).

Inoculacion: Las cepas bacterianas fueron inoculadas en la superficie del
agar Mueller-Hinton, correspondiente con un hisopo estéril, mezclando en
forma envolvente con la finalidad de depositarlos en la placa de Petri. Luego
se colocaron en la superficie del agar inoculado, los discos de papel de filtro
previamente impregnados con los extractos hexano-éter de las hojas,
ademas se ubicaron discos de antibidticos de referencia para cada

microorganismo como controles positivos.

Incubacion: Posteriormente, las placas de agar Mueller-Hinton se dejaron a
temperatura ambiente por 30 minutos, luego se incubaron a 37 °C durante 24
horas, en atmosfera aerdbica. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se
procedio a realizar la lectura, se considerd un resultado positivo o sensible
(actividad antibacteriana) cuando se observé un halo de inhibicién del
crecimiento bacteriano alrededor del disco. La ausencia de dicho halo, se
interpreté como negativo o resistente (sin actividad antibacteriana). Los halos

de inhibicién alrededor de los pozos fueron expresados en milimetros (mm).
Disefio de analisis
Existen tres tipos de enfoque, tales como: cualitativo, cuantitativo y
mixtos, siendo estos constituyentes de posibles elecciones para enfrentar un

problema de investigacion (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010). El

analisis de los resultados de esta investigacion se enfocé a través de un
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modelo cualitativo, debido a que se identificaron metabolitos secundarios
mediante la observacion de los colores del screening fitoquimico del extracto
de las hojas de Espeletiopsis pannosa y cuantitativo, porque se midieron los

halos de inhibicioén.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS

El extracto obtenido de las hojas de E. pannosa presentd las siguientes

caracteristicas macroscopicas (Tabla N ° 6):

Tabla N° 6. Caracteristicas Fisicas del Extracto Hexano-Eter de E. pannosa

CARACTERISTICAS EXTRACTO HEXANO-ETER

HOJAS
Aspecto Viscoso
Color Verde
Olor Caracteristico
Peso del material seco 450 g
Peso del extracto 14,72 g

Screening Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico del extracto hexano-éter de las hojas de la especie
E. pannosa, permitio revelar la presencia de compuestos tales como:
alcaloides con el reactivo de Drangendorff, asi como esteroles vy triterpenos,
con la reaccion de Liebermann-Burchard; mientras que no se encontraron
saponinas, fenoles, taninos, flavonoides, quinonas, lactonas y cumarinas,
por lo que podria inferirse que, estos metabolitos no se encuentran en la
parte aérea de la E. pannosa o que quiza estén pero en baja concentracion
(ver Tabla 7).
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Tabla N° 7. Resultados del Screening Fitoquimico de los Extractos Hexano-

Eter de las Hojas de Espeletiopsis pannosa.

Extracto hexano-éter

Metabolito Prueba Hojas
Mayer )
Alcaloides Dragendorff +
Wagner -
. Reaccion de Liebermann-
Esteroles y Triterpenos Burchard t

Saponinas

Compuestos fendlicos
Taninos

Flavonoides

Taninos

Quinonas y/o
Antraguinonas

Cumarinas
Glicosidos
cardioténicos

Reaccién de Espuma

Reaccion con FeCl; al 1
%

Reactivo Gelatina
Reaccion de Shinoda

NaOH 10 %

Reaccion con NH,OH
Reaccion con H,SO,

Reaccion con NH,OH
conc.
Reaccion con H,SO, y
anhidrido acético

+++: Abundante; +: Presente; -: Ausente

Alcaloides: Al agregar el reactivo de Dragendorff, se observé un pigmento
de color rojo, indicando una reaccidon positiva, mientras que para los
reactivos de Mayer y Wagner, fue negativo; porque no hubo cambio de

coloracion (ver Figura 26).
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Figura N° 26. Determinacion de Alcaloides del Extracto Hexano-Eter

T.\- -

Alcaloades S

Compuestos fendlicos: En el extracto de hexano-éter de las hojas, no se

observ6 cambio de coloracion, lo cual refirié la ausencia de compuestos
fendlicos (ver Figura 27).

Figura N° 27. Determinacion de Compuestos Fendlicos

Taninos: Esta prueba fue negativa, debido a que no se formé el precipitado
blanco (ver Figura 28).

Flavonoides: Esta prueba resultdé negativa ya que, no se visualizé la

aparicion de una coloracion naranja roja, ni magenta (ver Figura 28).
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Figura N° 28. Determinacién de Taninos y Flavonoides

es shi da(- )i
aOH(-),%‘ 2

Esteroles y/o Triterpenos: Al agregar el HCI concentrado, se pudo observar
una coloracion verde, lo cual indic6 la presencia de triterpenos y/o esteroles
(ver Figura 29).

Figura N° 29. Determinacion de Esteroles y/o Triterpenos

-

Quinonas y/o Antraquinonas: Al tratar los extractos de las hojas, con
hidroxido de amonio e hidroxido de sodio al 5%, no se evidencié la formacion
de complejo rojo-cereza y el color amarillo pasando por el rojo al violeta,

respectivamente; resultando ambas pruebas negativas (ver Figura 30).
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Figura N° 30. Quinonas y Antraguinonas.

Quinonas ne

———

- Antraguinona
- eqath q o

Cumarinas: Al examinar, el extracto hexano-éter bajo la luz ultravioleta, no

se observé ninguna fluorescencia (ver Figura 31).

Figura N° 31. Sesquiterpenos (Cumarinas)

Cumarina negativo

Saponinas: No se logré visualizar la formacion de espuma, siendo negativo

para los extractos hexano-éter de las hojas (ver Figura 32).

Figura N° 32. Saponinas.
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Actividad antibacteriana

En la tabla 8, se muestran los resultados obtenidos para el extracto
hexano-éter de las hojas de la especie E. pannosa, evaluado mediante la
técnica de difusiébn en agar con disco frente a bacterias grampositivas y
gramnegativas, en una concentracion de 1000 ppm; estos indicaron una
sensibilidad para la mayoria de las bacterias ensayadas. Tal es el caso de S.
aureus, K. pneumoniae y E. coli; todas ellas con un halo de inhibiciébn de 7
mm (ver Figuras 33, 35 y 36) y P. aeruginosa con 6 mm (ver Figura 37).
Mientras que, para el E. faecalis no se observé inhibicion del halo (ver
Figura 34).

Figura N° 33. Halos de Inhibicion del Extracto hexano-éter Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) (*5).

. aureus

*1,2,3,4: otros extractos. ** 5: extracto hexano-éter de E. pannosa
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Figura N° 34. Halos de Inhibicion del Extracto Hexano-Eter Enterococccus
faecalis (ATCC 29212) (*5).

E. faecalis

*1,2,3,4: otros extractos ** 5: extracto hexano-éter de E. pannosa

Figura N° 35. Halos de Inhibicion del Extracto Hexano-Eter Klebsiella
pneumoniae (ATCC 23357) (*5).

K. pneumoniae

*1,2,3,4: otros extractos ** 5: extracto hexano-éter de E. pannosa
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Figura N° 36. Halos de Inhibicion del Extracto Hexano-Eter Escherichia coli
(ATCC25922) (*5)

*1,2,3,4: otros extractos ** 5: extracto hexano-éter de E. pannosa

Figura N° 37. Halos de Inhibicion del Extracto Hexano-Eter Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) (*5)

*1,2,3,4: otros extractos ** 5: extracto hexano-éter de E. pannosa

63



Tabla 8. Resultados de la actividad antibacteriana del Extracto Hexano-Eter
de las Hojas de Espeltiopsis pannosa.

Halos de inhibicién en mm

) _ Concentracion  Extracto Antibidticos de
Microorganismos .
(ppm) referencia

EHHE PIP AM ERI

Staphylococcus
aureus 1000 7 - -
ATCC 25923

Enterococcus

23

17
faecalis 1000 0 - -

ATCC 29212

Klebsiella

. 21
pneumoniae 1000 7 - -

ATCC 23357

Escherichia coli
ATCC 25922

1000 7 21 - -

Pseudomonas 01
aeruginosa 1000 6 - -

ATCC 27853

Leyenda: EHHE: Extracto de hojas hexano-éter, PIP: Piperacilina® 100 ug;
AM:  Ampicilina® 100 pg; ERI: Eritromicina® 15 pg; ppm: partes por millon;

mm: Milimetros.
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DISCUSION

Los diferentes mecanismos de accion antibacteriana de las plantas y los
posibles metabolitos implicados han sido estudiados mediante ensayos de
susceptibilidad antibacteriana y analisis fitoquimicos, debido a los potenciales
usos contra las enfermedades infecciosas (Pesewu, Cutler, Humber2008). Es
por ello, que en el presente trabajo se persiguié confirmar la relacién entre la
actividad antibacteriana y composicion quimica del extracto de las hojas de
Espeletiopsis pannosa.

Los resultados cualitativo del andlisis fitoquimico del extracto hexano-éter
de las hojas de Espeletiopsis pannosa, evidenciaron la presencia de
alcaloides con el reactivo de Dragendorff y triterpenos y/o esteroles con el
reactivo de Liebermann-Burchard (ver Tabla 5). Sin embargo, en el extracto
de las hojas de hexano-éter (3:1), a pesar de que se obtuvo un resultado
positivo para alcaloides con el reactivo de Dragendorff, se consideré como un
falso positivo. Esto puede corresponder con la presencia de compuestos que
reaccionan al reactivo, entre los cuales se encuentran los esteroles,
triterpenos, estructuras con grupos carbonilo o lactonas a,B-instaurados, las
cuales causan interferencias con el ensayo de alcaloides produciendo un
precipitado. Asimismo, otro postulado considera que para que ocurra la
reaccion la molécula debe contar con un grupo oxigenado rico en electrones
y que grupos donadores de electrones en el CB que aumentan la densidad
electronica sobre el oxigeno aumentan la reactividad, mientras que grupos
aceptores la disminuyen o la hacen desaparecer (Miranda y Cuéllar, 2012,
Vazquez, 1989, Habib, 1980).

En referencia a la composicion quimica, Usubillaga y cols. En el 2003,
identificaron por primera vez, a través de cromatografia de gases-masas

(CG/EM), del extracto hexano:éter (3:1) de las hojas de Espeletiopsis
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pannosa, la presencia de acido kaurénico, acido gradiflorénico, acido 15a-
hidroxi-kaurénico, acido 15a-isovaleroxi-kaurénico.

Asimismo Bolhmann vy cols. en 1980, del extracto éterdietilico-éter de
petréleo de los tallos de Espeletiopsis guacharaca determinaron (19-acetoxi-
kaureno,acido 17-hidroxi-ent-kaur-15(16)-eno-19-oico), de Espeletiopsis
glandulosa (ruilopeziol, &cido ent-kaur-15a-senexioxi-16-eno-19-oico), de
Espeletiopsis garciae, (Kaurenal), de Espeletiopsis purpurancens (epi-
ruilopeziol, acido ent-kaur-15a-isobutiriloxi-16-eno-19-0ico) y de
Espeletiospsis tachirensis (acido ent-kaur-16a-hidroxi-19-oico, éacido ent-
kaur-17-hidroxi-15(16)-eno-19-0ico). Por su parte, Meccia y cols. en el 2007,
comprobaron en el extracto de hojas de Espeletiopsis angustifolia la
presencia de (Acido kauranico y acido gradiflorénico). También, Aparicio,
Villasmil, Pefia, Roja y Usubillaga en el 2013, obtuvieron del extracto de las
hojas de Espeletia semiglobulata (acido kaurénico, acido isokaurénico, 16a-
kaurénico y dos ceras) y Morillo, Rojas, Aparicio y Usubillaga en el 2017,
lograron identificar del extracto de las hojas de Coespeletia thyrsiformis
(acido grandiflorénico, acido 15a-isovaleroxikaurénico, acido 17-al-
isokaurénico, 19-nor-kaureno).

Como se evidencia en todas las especies mencionadas de la subtribu
Espeletinae, los componentes principales son los diterpenos del tipo
kaureno, a los que se le han atribuido diversas propiedades biologicas tales
como: anti-inflamatoria, antipirética, antibacteriana, citotoxica y antiparasitaria
(Ghisalberti 1997, Hueso, Cuadrado, Cidre, Amaro, Ravelo, Estévez, De las
Heras, Hortelano.2011, Cordero, Corao, Cova, Usubillaga, 2012).

Estos resultados son concordantes con muchas investigaciones en donde
se ha comprobado la accion antibacteriana de estos metabolitos frente a
Bacillus subitilis, Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae
(Gutiérrez y cols., 1998).
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En cuanto a la actividad antibacteriana se pudo constatar que el extracto
hexano-éter de las hojas de E. pannosa, inhibi6 a S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa y K. pneumoniae, exceptuando E. faecalis (ver Tabla 6), lo cual
concuerda con la investigacion llevada a cabo por Avila, Baquero, Vifia, y
Murillo. (2006); donde estudio la actividad antibacteriana in vitro de
Diplostephium  tolimense (Astereacea), siendo positiva frente a
Staphylococcus aureus (halo de inhibicion 19 mm). Asi también, tiene
relacion con el estudio realizado por Velasquez (2017), quien evalud la
actividad antimicrobiana de los extractos etandlico y acuoso (los dos a una
concentracion de 100 mg/mL) de Tagetes multiflora Kunth (Asteraceae),
resultando sensibles las cepas de Escherichia coli (halo de inhibicion de
11,33 mm), Pseudomonas aeruginosa (halo de inhibicion de 13 mm),
Staphyloccocus aureus (halo de inhibicion de 15,67 mm), incluyendo la cepa
Aspergillus niger (halo de inhibicion de 13,67 mm) que fue sensible al
extracto acuoso fresco.

Igualmente, Cordero de Rojas y cols., (2017); comprobaron la actividad
antibacteriana del acido kaurénico y sus derivados, dicha actividad fue
determinada por el método de microdilucion en caldo en placas de 96 pozos,
uno de los metabolitos secundarios encontrados fue el acido grandiflorénico,
el cual presentd actividad sobre Staphylococcus aureus (CIM 20 pg/mL),
Bacillus subtilis (CIM 5 pg/mL) y Enterococcus faecalis (CIM 10 ug/mL). No
obstante, el &cido kaurénico mostr6 actividad Unicamente sobre Bacillus
subtilis (CIM 10 ug/mL), al igual que el acido 15a-acetoxi-kaurénico y el
kaurenol (CIM 40 ug/mL).

Ademés, Padla, Solis y Ragasa, (2012); estudiaron la propiedad
antibacteriana y antifungica del &cido kaurenoico del extracto (1000 pg/mL a
100 pg/mL) de diclorometano de la especie Smallanthus sonchifolius, en la

gue hubo actividad antibacteriana contra todos los organismos grampositivos
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probados S. aureus (halo de inhibicion 9,70 mm), S. Epidermidis (halo de
inhibicion de 9,80 mm) y B. subtilis (halo de inhibicion 8,60 mm) en la
concentraciéon inhibitoria mas baja 100 pug/mL, sin embargo; result inactivo
frente a las cuatro bacterias gramnegativas de prueba E. coli, E. aerrogenes,
K. pneumoniae y P. aeruginosa; tal diferencia podria deberse al género y

especie estudiada.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos, en este trabajo fueron
identificados metabolitos en el extracto hexano-éter de las hojas de la
Espeletiopsis pannosa. Revelando la presencia de alcaloides con la
prueba Dragendorff, esteroles y/o triterpenos con la reaccién de
Liebermann-Burchard.

El estudio de sensibilidad in vitro llevado a cabo a través del método de
difusion en disco, del extracto hexano-éter de las hojas de Espeletiopsis
pannosa a una concentracion de 1000 ppm, revelé una sensibilidad frente
a la cepa grampositiva S. aureus y las cepas gramnegativas E. coli y K.
pneumoniae, todas ellas con un halo de inhibiciébn de 7 mm; en el caso de
P. aeruginosa mostré un halo de inhibicion de 6 mm.

Las propiedad antibacteriana encontrada en la especie Espeletiopsis
pannosa, podria representar un aporte al estudio de su composicion
guimica y ademas; ser util a futuro en la busqueda de nuevos agentes
terapéuticos que permitan tratar las infecciones causadas por tales
bacterias.

Este es el primer estudio del screening fitoquimico y la actividad
antibacteriana del extracto de las hojas de Espeletiopsis pannosa y del
género Espeletiopsis, lo cual representa un gran aporte para futuras

investigaciones.
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RECOMENDACIONES

e Ampliar el estudio de la capacidad antibacteriana de la Espeletiopsis
pannosa de las hojas u otras partes de la planta, a través de otros
métodos de evaluacion, asi como la determinacién de sus principios
bioactivos.

e Realizar el estudio citotoxico y antifingico en el extracto hexano-éter
de la Espeletiopsis pannosa utilizando otros bioensayos, ademas de
realizar un estudio de toxicidad in vivo.

¢ Evaluar la actividad antinflamatoria y antioxidante, ya que los extractos

poseen compuestos polares interesantes que podrian resultar activos.
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