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RESUMEN

Las plantas contienen sustancias activas con utilidad terapéutica,
encontrar nuevos principios activos que puedan ser el origen de nuevos
farmacos es una necesidad, debido a que las bacterias pueden evadir los
efectos letales de los antibidticos a través de varios mecanismos; la especie
Crinum amabile es utilizada en la medicina tradicional, razén por la cual el
objetivo de esta investigacion es analizar la actividad antibacteriana del
extracto metandlico de las hojas de Crinum amabile en cepas de referencia
internacional. El disefio de esta investigacion es de campo y de tipo
experimental. El extracto fue obtenido mediante el proceso de extraccion
sélido-liquido por maceracion en frio (solvente metanol) y se concentrd
destilando el metanol a presion reducida, luego se procediéo al tamizaje
fitoquimico. La evaluacibn de la actividad antibacteriana se realiz6
empleando el método de difusion en agar con discos de papel, utilizando
cepas de referencia internacional. El disefio de analisis se realiz6 mediante
un enfoque cualitativo mas que cuantitativo. En el tamizaje se determiné la
presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides,
saponinas, glicosidos, terpenoides, esteroides, fenoles, antraquinonas,
cumarinas, saponinas y taninos. Para el extracto metandlico de la especie
Crinum amabile se demostré que hubo actividad frente a dos cepas, S.
aureus (ATCC 25923) donde a una concentracién de 470 mg/ mL presentd
un diametro de inhibicion equivalente a 7 mm y para la cepa de E.coli (ATCC
25922) a una concentracion de 300 mg/ mL se obtuvo un halo de inhibicion
de 10 mm de diametro. Llegando a la conclusion que dicho extracto puede
utilizarse como alternativa terapéutica.

Palabras Clave: extracto, tamizaje fitoquimico, actividad antibacteriana,
Crinum amabile, cepas de referencia.



INTRODUCCION

Las plantas han sido utilizadas por el hombre desde la antigiiedad para un
gran namero de aplicaciones como farmacos, pigmentos y sabores (Macias,
Galindo & Galindo, 2007). Los metabolitos de las plantas se han convertido
en una fuente inagotable de compuestos quimicos y complejas sustancias
activas, que desde hace muchos afios han sido explotadas por el hombre
(Torres, 2004). Son la principal fuente de diversidad quimica en la
elaboracibn de medicamentos. Sin embargo, a pesar de la intensa
investigacion de la flora, se estima que soélo el 5-15% de las especies de
plantas superiores han sido estudiadas sistematica, quimica Yy

farmacolégicamente (Macias et al., 2007).

Los andlisis actuales han enfocado sus estudios en la busqueda de
compuestos que posean Usos como agentes terapéuticos, con la finalidad de
controlar las diferentes enfermedades infecciosas (Gibbons, 2005). Solo el
descubrimiento y desarrollo continuo de nuevos farmacos y nuevas
aplicaciones puede sobrellevar este problema segun la Organizacion Mundial
de la Salud (2016). Por tal motivo, resulta necesario encontrar nuevos
compuestos que tengan efectos antibacterianos debido a que para las
infecciones microbianas, el desarrollo de resistencia es el resultado inevitable
del uso indiscriminado de antibiéticos, lo que limita la eficacia y el tiempo de
vida til de cada uno; y aunque el uso correcto de compuestos con actividad
antibacteriana, disminuird el desarrollo de resistencias, no lo evitara. Solo el
descubrimiento y desarrollo continuo de nuevos farmacos y nuevas

aplicaciones puede sobrellevar este problema (Gibbons, 2005).

Por otra parte, como las bacterias pueden evadir los efectos letales de los
antibioticos a través de varios mecanismos, lo que se requiere actualmente

son agentes antibacterianos con mecanismos de accion novedosos; por



ende, las fuentes naturales pueden ayudar a la obtencion de varias
sustancias o mezclas de estas (Albado, Saez & Grabiel, 2001).

De acuerdo a la inclinacion mundial en el desarrollo de investigaciones
sobre actividades biolégicas con utilidad social, se han realizado gran
cantidad de estudios sobre la familia Amaryllidaceae, en investigaciones
previas sobre las especies vegetales de dicha familia, en especial se destaca
el género Crinum ya que se ha demostrado la presencia de alcaloides
isoquinolinicos con actividades antimicrobianas, antitumorales vy

anticolinérgicas (Marmolejo, 2018).

En tal sentido, en la presente investigacion se procedié a evaluar la
actividad antimicrobiana del extracto metandlico proveniente de las hojas de
Crinum amabile, dicho extracto se obtuvo por el método de maceracion a
temperatura ambiente, se analizé cualitativamente la presencia de los
metabolitos secundarios para posteriormente evaluar su actividad
antibacteriana mediante el método de difusion en agar con discos de papel
(Kirby-Bauer) en cepas ATCC.



CAPITULO |

EL PROBLEMA
Planteamiento del problema

Desde los albores de la humanidad, el hombre ha utilizado las plantas
como un recurso de importancia para cubrir sus necesidades terapéuticas,
saber que se ha ido trasmitiendo de generacidén en generacion (Soto & Leiva,
2015) a tal punto que, segun la Organizacion Mundial de la Salud (2002),
alrededor de 80% de la poblacion mundial confia en las plantas para resolver

sus problemas de salud.

Las plantas elaboran productos denominados fitoconstituyentes, los
cuales se pueden dividir en metabolitos primarios y secundarios. Los
primeros son abundantes en la naturaleza, se encuentran presentes en
grandes cantidades y son indispensables para el desarrollo fisiolégico de la
planta. Son de facil extraccion y su explotacién es relativamente econémica
ademas, estos conducen a la sintesis de los metabolitos secundarios, los
cuales son de distribucién limitada; aunque mas interesantes para la ciencia

por sus diversas propiedades bioldgicas (Garcia, 2008).

En las plantas, los principios activos o fitoconstituyentes, se hallan
biol6gicamente equilibrados por la presencia de sustancias complementarias,
gque van a potenciarse entre si, de forma que, no se acumulan en el
organismo, y sus efectos indeseables estan limitados. Sin embargo, a pesar
de que han aumentado las investigaciones y estudios cientificos de las
plantas medicinales, ain no se conocen muchos de los principios activos a
los que deben las plantas sus extraordinarias cualidades. En tal sentido
las hojas de las plantas constituyen uno de sus O0rganos mas interesantes,
pues en ellas tienen lugar la mayoria de los procesos metabdlicos de la

planta; parte de estas hojas que reciben la savia bruta a través del tallo,



mediante la accibn de unos complejos enziméaticos o fermentos que
contienen, elaboran dos clases de compuestos nitrogenados: las proteinas
(nutrientes indispensables para la vida) y los alcaloides (principios activos de
accion fisioldgica especifica y energética) (Mufioz, 1996). Las hojas ademas
del agua del suelo reciben energia solar, absorben el anhidrido carbdnico
del aire y realizan fotosintesis de compuestos organicos dando origen a
sustancias como glucidos. Una parte de estos constituyen los elementos de
reserva de la planta y otra parte se transforma en compuestos secundarios
(Vélez, 2015).

Las plantas también elaboran en su metabolismo los taninos, vitaminas,
sustancias antibiéticas y concentran los elementos minerales (Mufioz, 1996).
Es por ello que los extractos de plantas medicinales han sido utilizados
desde la antigledad para la cura de mudltiples dolencias (Pharmacopea,
2007) asi como también se han utilizado los compuestos organicos en el
tratamiento de la infeccién (Cruz, 2001). Estos se obtienen mediante la
separacion de porciones biol6égicamente activas presentes en los tejidos de
plantas, con el uso de un solvente (alcohol, agua, mezcla de estos u otro
solvente selectivo) y un proceso de extraccién adecuado. Para la industria
farmacéutica las plantas medicinales son una fuente de nuevas moléculas
con efectos farmacoldgicos, que son utilizables directamente y que permiten
obtener productos farmacéuticos con menores efectos secundarios y
satisfacer las necesidades crecientes del uso de productos naturales
(Pharmacopea, 2007).

Como puede inferirse el uso de las plantas medicinales sigue siendo parte
importante de las investigaciones farmacoldgicas, ya que proporcionan
alternativas para el tratamiento de multiples enfermedades, ademas, son una
opcion para el desarrollo de farmacos; el presente trabajo de investigacion es
una revision bibliografica de la especie Crinum amabile, planta herbacea

originaria de la India, que debido a sus propiedades inhibidoras de la



colinesterasa puede ser adecuado como tratamiento para la enfermedad de
Alzheimer (Alpizar & Morales, 2003). Los alcaloides de esta especie se usan
ampliamente en la medicina tradicional existen varias investigaciones
realizadas sobre estos componentes en Asia, Africa y América del sur. La
actividad antimicrobiana, ha sido muy estudiada con una gran cantidad de
especies vegetales y Crinum amabile no podia ser la excepcion. Ademas,
dicha planta esta constituida por una gran variedad de alcaloides, los cuales
son de gran importancia por su actividad antimicrobiana, demostrados en
investigaciones anteriores en la familia Amaryllidaceae y el género Crinum
(Mahady, 2005).

Es por esto que, una vez analizada la problematica, se llego a la siguiente
interrogante: ¢El extracto metandlico de las hojas de Crinum amabile
presenta actividad antibacteriana frente a cepas de referencia internacional,
actividad que se realizara en el Laboratorio B “Antonio Morales”, en el
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes, desde Junio de 2018 a Febrero de 20207

Justificacién de la Investigacion

La presente investigacion se justifica desde el punto de vista fitoquimico,
ha sido basada en las propiedades aportadas por los metabolitos
secundarios de la planta, ya que una de las acciones planteadas con la
especie Crinum amabile estuvo dirigida a usos antimicrobianos vy
terapéuticos; en tal sentido, la misma servira de soporte teérico para futuras

investigaciones sobre el tema.

Para las condiciones analiticas y microorganismos empleados en este
trabajo, se utilizaron bacterias Gram positivas y Gram negativas, pudiéndose
identificar la mayor eficacia contra estas y las concentraciones necesarias

para que actue el agente antimicrobiano.



El tema de investigacion fue seleccionado considerando que la especie
Crinum amabile perteneciente a la familia Amaryllidaceae, segun estudios
previos, es conocida por sus diversas propiedades entre ellas actividad
antimicrobiana. Finalmente, dicha investigacion permiti6 conocer la
composicién del extracto metandlico de las hojas de la especie Crinum
amabile, a partir de alli se probd su actividad antibacteriana en cepas de

referencia internacional para ser utilizado con fines terapéuticos alternativos.



OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar la actividad antibacteriana de extracto metandlico de las hojas de
Crinum amabile en cepas de referencia internacional, en el Laboratorio B
“Antonio Morales”, en el Instituto de Investigaciones de la Universidad de Los
Andes, desde Junio de 2018 a Febrero de 2020.

Objetivos Especificos

e Extraer los metabolitos secundarios presentes en las hojas de Crinum
amabile por el método de maceracion a temperatura ambiente con
metanol.

e |dentificar cualitativamente por tamizaje fitoquimico los tipos de
metabolitos secundarios presentes.

e Evaluar la actividad antibacteriana del extracto metanodlico de las
hojas de la especie en estudio por el método de difusiébn en agar con
discos de papel.

Alcance de la Investigacion
Segun Hernandez, Fernandez y Baptista (2010) el alcance de una
investigaciéon se relaciona con la profundidad del conocimiento sobre el
fendbmeno de estudio. Establece la vision que posee el investigador para
lograr los objetivos. Del alcance depende la estrategia de investigacion, asi,
el disefio, los procedimientos y otros componentes del proceso seran

distintos en estudios con alcances descriptivo, exploratorio, correlacional.

La profundidad de lo que se quiso alcanzar en esta investigacion fue
analizar la actividad antimicrobiana del extracto de hojas de Crinum amabile
y en qué medida actud sobre algunas cepas de referencia internacional. El

criterio de estudio se representd por la obtencion del extracto, donde el



material vegetal fue secado y pulverizado, para luego macerarse en un
solvente adecuado obteniendo asi una mezcla de metabolitos secundarios
de la planta, que fue puesto en diversas concentraciones en discos de papel
de filtro determinandose asi la actividad inhibitoria frente a algunas cepas de

bacterias patégenas.
Limitaciones de la Investigacion

Para llevar a cabo esta investigacion fueron presentadas algunas
limitaciones en cuanto a la adquisicion de materiales y reactivos, el trabajo
en el laboratorio se encontré sujeto a cambios constantes debido su alto
costo y escases en el mercado, lo que pudo haber afectado el desarrollo de

la presente investigacion.



CAPITULO Il

MARCO TEORIO

Para fundamentar tedricamente la presente investigacion, en este
apartado se seleccionaron diferentes estudios citados en orden tematico,
dentro de cada apartado los antecedentes han sido descritos
cronoldgicamente del mas reciente al mas antiguo y en orden jerarquico de
acuerdo a la relacién que guardan con el tema en estudio, los cuales hacen
referencia a algunas experiencias de estudios realizados sobre el género

Crinum y sus efectos como agente antimicrobiano.
Trabajos Previos

Marmolejo Anderson (2018). Publicé un estudio titulado: Evaluacion de la
actividad antimicrobiana In vitro de los extractos de Crinum amabile, en el
cual se recolectd el material vegetal en el canton Muisne perteneciente a la
provincia de Esmeraldas- Ecuador. Realizé el tamizaje fitoquimico de los
bulbos de la planta, la fraccion de alcaloides fue analizada por cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) obteniendo el pefrfil
para los alcaloides. El ensayo de la actividad antimicrobiana fue ejecutado
mediante el método de microgotas y difusion de discos contra los
microorganismos: Salmonella typhi, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, esta actividad fue comparada
con los discos de antibiéticos de Gentamicina® (10 pg), Ampicilina® (10 ug)
y el antimicético comercial Fluconazol® (2mg/mL). Con la CG-EM se obtuvo
como alcaloide mayoritario a la licorina con una abundancia superior (44%),
seguido por la assoanina con un 11,63%. En cuanto a la actividad
antimicrobiana se obtuvieron los siguientes resultados: en el extracto bruto

de alcaloides en las concentraciones analizadas a 700 pg/ ml contra K.



pneumoniae (8mm), P. aeruginosa (9 mm) y S. typhi (9mm), ademas se
observaron diametros de inhibicion de 10 mm y 6 mm para E. coli y C.
albicans respectivamente, mientras que para el extracto bruto metandlico a la
misma concentracion los resultados fueron: K. pneumoniae (9mm), P.
aeruginosa (9 mm), S. typhi (6mm) y E.coli (9 mm), C. albicans no presento
inhibicion. En el método de microgotas no se obtuvieron buenos resultados

debido a las bajas concentraciones empleadas.

El estudio de los alcaloides de N-0xido de Crinum amabile
(Amaryllidaceae) fue una investigacion realizada por Tallini, Torras-Claveria,
Borges, Kaiser, Viladomat, et al (2018) en la Facultad de Farmacia,
Universidad Federal de Rio Grande, Puerto Alegre-Brasil, basados en la
premisa de que los productos naturales juegan un papel importante en el
desarrollo de nuevos medicamentos y que en este contexto, los alcaloides de
Amaryllidaceae han atraido considerable atencion en vista de sus
caracteristicas estructurales Unicas y diversas actividades biologicas. En este
estudio a través de GC-MS (Cromatografia de Gases-Masas) identificaron 23
alcaloides ya conocidos de Crinum amabile y dos estructuras nuevas (N-
oxido de augustina y N- 6xido de buphanisina) dilucidadas estructuralmente
por RMN (Resonancia Magnética Nuclear) que se compararon con farmacos
de referencia. También determinaron las actividades inhibidoras
antiparasitarias y de colinesterasa (AChE y BUChE) de seis alcaloides
aislados de esta especie, incluidos los dos nuevos compuestos. Ninguno de
los alcaloides aislados de C. amabile dio mejores resultados que los
farmacos de referencia, por lo que fue posible concluir que el grupo N-6xido

no aumenta su potencial terapéutico.

En el trabajo presentado por Portero (2017) titulado: Evaluacion de la
actividad antiinflamatoria y citotoxica In vitro de Crinum amabile. Trabajaron
con la especie vegetal Crinum amabile recolectada en el canton Muisne,

Ecuador, los extractos brutos fueron obtenidos por separado mediante

10



maceracion durante 72 horas de las hojas y bulbo de Crinum amabile,
usando como solvente de extraccion metanol. Por otra parte, los extractos
alcaloidales de hojas y bulbos de la especie estudiada lo obtuvieron
mediante extraccion liquido-liquido usando solventes organicos. Las
actividades antiinflamatoria y citotéxica In vitro fueron evaluadas mediante el
modelo de neutréfilos aislados, mismo que estd basado en la reduccién de
una sal de tetrazolio (WST-1). Los resultados obtenidos del ensayo de
actividad antiinflamatoria demuestran que el extracto bruto del bulbo de
Crinum amabile a una concentracion de 200 ppm posee una marcada
actividad antiinflamatoria con un 56,35% 0,24 de inhibicion inflamatoria. Sin
embargo, el valor obtenido es inferior al exhibido por la sustancia de
referencia (acido acetilsalicilico®), 70,28% 0,24 de inhibicion inflamatoria.
Los resultados de la actividad citotoxica demuestran que el extracto
alcaloidal del bulbo de Crinum amabile a una concentracion de 12,5 ppm

presenta mayor viabilidad celular con un 65,71%.

Con el proposito de contribuir al conocimiento cientifico de las especies
endémicas del Peru, Soto y Leiva (2015) realizaron el estudio exomorfoldgico
y fitoquimico de los bulbos de Clinanthus microstephium (Ravenna) Meerow
e Ismene amancaes (Ker Gawl.) Herb. (Amaryllidaceae), los cuales fueron
recolectados en El Tablén y Rayanpampa, al oeste de Salpo, provincia
Otuzco, region La Libertad, Peru. Las descripciones exomorfolégicas se
hicieron con plantas In situ. El tamizaje fitoquimico se realizé6 mediante una
extraccion sucesiva con solventes de polaridad ascendente (diclorometano,
etanol y agua) y se procedid a realizar la identificacion del tipo cualitativo
haciendo uso de reactivos de coloracion y precipitacion. Los bulbos de
ambas especies presentan una gran variedad de metabolitos secundarios,
entre ellos alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides, antocianidinas,

triterpenos, esteroides, azucares reductores, aceites y grasas, aminoacidos,
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resinas y mucilagos; mientras que solo se encontraron lactonas y cumarinas

en la especie Clinanthus microstephium.

Las investigaciones antes mencionadas propusieron objetivos similares a
los planteados en la presente investigacion, llegando a conclusiones
favorables que dieron base para la elaboracion del mismo y pueden servir de

guia para realizar comparaciones.

Antecedentes Historicos

El nombre de la familia Amaryllidaceae fue originado por el considerado
creador de la clasificacién de los seres vivos Carlos Linneo (Anderson, 1997),
es un grupo monofilético, reconocido como familia desde inicios del siglo XIX,
en la delimitacion actual incluye 73 géneros y cerca de 1650 especies en
(Chase, Reveal y Fay 2009), la historia taxonémica de esta familia es
bastante extensa esta caracterizada por diversas interpretaciones y

definiciones (Anderson, 1997).

Historicamente las Amarilidoideas representan uno de los elementos del
grupo linneano Hexandra monogynia (Linneaus, 1764). Desde 1764, los
géneros de esta subfamilia han sido clasificados dentro de las liliaceas o
como una familia separada, las amarilidaceas. Siete de los 51 géneros de
dicha familia que Carlos Linneo dispuso en su tratado “Hexandra monogynia”
han sido siempre incluidos dentro de una misma unidad taxonémica (Lindley,
1836). Pero fue la clasificacibn de Hutchinson la primera re-circunscripcion
radical de Amaryllidaceae, en la que se definia el caracter que unificaba a
todos los miembros de la familia: la presencia de inflorescencias en umbelas
rodeadas de un involucro de una o mas bracteas (Meerow, Fay & Chase.
1999).
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Bases Tedricas
Familia Amaryllidaceae

Segun Henriette y Dutilh (2005) las Amarilidaceas representan un grupo
de plantas con una considerable importancia econémica y cultural, muy
utilizadas como condimento y con fines ornamentales, horticolas y
medicinales. Se distribuyen principalmente en zonas tropicales subtropicales
y holéarticas, con una considerable diversidad en Africa y Suramérica seguida
de Asia y Australia (Meerow & Snijman, 1998).

Son hierbas perennes o bienales con bulbos cubiertos por catéfilas,
ocasionalmente con rizomas, las hojas basalmente dispuestas con un
escapo terminal, generalmente aplanadas, dorsiventrales vy lineares,
envainadas en la base, paralelinervias, usualmente glabras. Posee una
pseudomembrana escaposa, glabra, formada por una o varias cimas
helicoideas con los ejes suprimidos, asociadas a un involucro constituido por
bracteas libres o basalmente connadas; actinomorfas a débilmente
zigomorfas, bisexuales, los pétalos en dos series de tres, sub-iguales,
usualmente unidos en la base formando un tubo, de color blanco, amarillo,
rosado, parpura o rojo; seis estambres, en dos series, los filamentos
angostos o aplanados e insertos en la base de los I6bulos del perianto o en
la parte apical del tubo, en ocasiones los filamentos expandidos y ordenados
en su base para formar una corona estaminal, las anteras dorsifijas o
basifijas, generalmente alargadas y con dehiscencia longitudinal; ovario
infero tricarpelar, trilocular, provisto de nectarios septales, el estilo simple, el
estigma puntiforme, capitado o trilobado. Fruto generalmente una cépsula,
raramente carnoso e indehiscente; semillas por lo general mas o menos

aplanadas, con fitomelano (Lopez & Serna, 2002).

Los alcaloides de Amaryllidaceae tienen multiples efectos biolégicos, que

son de interés para la industria farmacéutica. Hasta el momento se han
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identificado més de 600 alcaloides sintetizados por la familia Amaryllidaceae
(Hotchandani, Villers y Desgagné, 2019). La enorme cantidad de alcaloides
diversos de Amaryllidaceae se clasifica en diferentes grupos principalmente
segun sus caracteristicas estructurales. Los alcaloides representativos son
norbelladina, licorina, homolicorina, crinina, hemanthamina, narciclasina,
pretazettina, montanina y galantindol (Figura 1.) (Maomao, Chunrong, Oude,

Xianming y Xuechuan, 2015).

galanthamine

Figura 1. Alcaloides de Amaryllidaceae representativos de nueve grupos. Copiado de
Ruschel, L. 2018.
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Género Crinum

Es un género de plantas perteneciente a la familia Amaryllidaceae con
flores vistosas similares a los lirios (Calderon, 2010). Comprende
aproximadamente 160 especies, se halla ampliamente distribuido,
encontrandose en América, Africa, Asia y Australia, con especies
representativas en cada uno de estos continentes (Alzate, Lesmes, Cortés,
Varela & Osorio, 2019). En Venezuela, el género esta representado por unas
pocas especies nativas y diversas especies introducidas como cultivo
ornamental, las cuales provienen fundamentalmente del este de Africa
(Raymundez, et al., 1993).

En general las plantas del género Crinum destacan por sus usos como
inductor emético, antirreumatico, tratamiento para la otitis, tratamiento para
VIH, antimalérico, tos, resfriados, trastornos renales y hepaticos, tratamiento
en afecciones de la piel, antibacteriano, antiparasitario y antiviral (Thi Ngoc
Tram, 2002)(Walk, 1995). Las raices frescas se utilizan por su capacidad de
inducir emesis, las semillas se utilizan como purgantes, diuréticos y ténicos,
ademas las hojas como expectorantes, tratamiento en afecciones de la piel y

procesos inflamatorios (Thi Ngoc Tram et al, 2002).

Son hierbas perennes, 0.6-1.5 m de altura. Bulbos blancos, con tdnica
marron, voluminosos, 6-30 cm de didmetro. Poseen de 6 a 15 hojas,
arrosetadas, espiraladas, sésiles, liguladas; su lamina foliar va de linear a
lanceolada, larga, plana, 30-150 cm x 3-12 cm. Inflorescencia umbelada, o
flor solitaria; escapo terete, macizo, 0.3-1.5 m de largo, con 2 o mas bracteas
estrechamente triangulares. Flores numerosas 7-100, actinomorfas o
zigomorfas, hermafroditas, aromaticas; perigonio campanulado,
infundibuliforme, hipocrateriforme o rotado, tubo del perianto largo; pétalos 6,
fusionados en la base, 5-18 cm x 1-1.7 cm, blancos, verdes, rosados 0 rojos,
vistosos; pedicelo 1-12 cm de largo. Estambres 6, libres; filamentos blancos,

insertos; anteras dorsifijas, marrones. Ovario infero, trilocular; estigma
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subcapitado. Frutos en capsulas dehiscentes, globosas. Semillas numerosas,
verrugosas, aplanadas o voluminosas, testa blanca, verde a marron (Alzate,
et al., 2019).

Especie Crinum amabile

Es una planta herbacea perteneciente a la familia Amaryllidaceae.
Derivado del griego krinon=un lirio y del epipeto latino amabile=digno de
amor. Es un hibrido entre Crinum asiaticum y Crinum zeylanicum. (Calderon,
2010).

También llamada lirio de arafia purpura, lirio de Crinum rosado o lirio de
arafia gigante rosado, se encuentra ampliamente distribuida en Asia,
Ameérica y Africa, especialmente en paises con climas tropicales y calurosos,
no solo es considerada como una planta decorativa, puesto que presenta
llamativos colores, también es usada en la medicina ancestral como emético,

antimalérico, antimicrobiano y para tratar el reumatismo (De La Torre, 2008).

Es una especie de vegetales perennes que estd formada por bulbos
gruesos alcanzando hasta 15 cm en su diametro. Sus hojas son muy largas,
planas y dispuestas en rosetas. Tiene flores grandes de coloraciones rojas,
rosadas o0 blancas que acompafian a los bulbos, son intensamente
atractivas, hermafroditas y actinomorfas; el perigonio estd formado por seis
sépalos ensamblados, integrando un tubo abierto o cilindrico, los estambres
exponen filamentos y anteras inestables (Gilman, 2014).
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Determinacion taxonémica de la especie Crinum amabile.

Tabla 1. Taxonomia de Crinum amabile

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Lilopsida
Subclase Liliidae

Orden Asparagales
Familia Amaryllidaceae
Tribu Amaryllideae
Subtribu Crininae
Género Crinum
Especie Crinum amabile L.

Nota. Recuperado de Evaluacion de la actividad antiinflamatoria y citotoxica In vitro de
Crinum amabile, de Portero, S., 2017, p.7.

Composicién quimica de la especie Crinum amabile.

Entre los alcaloides representativos hallados en Crinum amabile estan:
licorina, crinamabina, 4a-Dehidroxicrinamabina, bufanisina, ambellina,
flexitina y augustina, a los que se sefiala como responsables de los efectos
terapéuticos de la planta (Pham, 1998). A estos alcaloides de los bulbos les
acompafian resinas y polisacaridos cuantificados en 5,4% de 11 sacaridos
solubles en agua, 8,7% de pectinas y 8,2% de hemicelulosa. Ademas de
glicésidos como el amabilosido (3-hidroxi-4-O - \  beta-D-

glucopiranosilbenzaldehido) (Thi Ngoc Tram, 2002).
Productos naturales

Los productos naturales son aquellos que se han extraido de la
naturaleza, ya sea provenientes de otro organismo vivo, del suelo o de algun

otro elemento de la tierra (Higuchi, 2015). La maquinaria quimica de un
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vegetal es tan ingeniosa que asombra al estudiar en su profundidad, si no
cuenta con el mecanismo de evasion y encontrarse ancladas al suelo o algun
otro sustrato, las variadas especies vegetales desarrollan mecanismos
quimicos de defensa que posibilitan su supervivencia frente al ataque de
parasitos y herbivoros. A dichos mecanismos ha contribuido, sin lugar a
dudas, el amplio espectro de sustancias orgénicas propias de los organismos
vegetales. A toda esa diversidad de compuestos que el hombre extrae de un
vegetal y aprovecha o intenta darle alguna utilizacion son denominados
productos naturales vegetales (Ringuelet & Vifia, 2013). Los compuestos

quimicos celulares (metabolitos) pueden ser primarios y secundarios.
Metabolitos primarios.

Los compuestos primarios son todos aquellos que son esenciales para el
funcionamiento de la materia viva, responsables de su estructura y de todas
las reacciones necesarias para mantener el estado vital y posibilitar el
crecimiento, el desarrollo y la reproduccion. Comprenden los glucidos o
hidratos de carbono, los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos.

Metabolitos secundarios.

Los compuestos secundarios cumplen funciones que no resultan
estrictamente vitales en los tejidos y representan en ocasiones compuestos
de desecho del metabolismo. No estan, en general directamente
involucrados con el crecimiento y desarrollo, ni participan en procesos tales
como la obtencion de energia. Muchos de ellos son aprovechados por la
planta que los sintetiza para interactuar con el medio, ya sea para atraer
insectos y otros polinizadores, repeler predadores o seres dafinos, impedir la
competencia con otras plantas, adaptarse a condiciones adversas de suelo o
clima, cumpliendo preferiblemente con funciones ecologicas (Ringuelet et al,
2013).
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En muchos casos los metabolitos secundarios pueden ser materia prima
para sintetizar otros compuestos Utiles, originando productos de semisintesis.
La utilidad de los mismos esta solamente limitada por la imaginacion humana
o por el avance de los conocimientos cientificos (Bandoni & Czepak, 2008). A
fin de establecer un ordenamiento, estos compuestos se clasifican teniendo
en cuenta: su ruta biosintética, las caracteristicas estructurales comunes y
las propiedades de solubilidad (Macias, 2007). Como ejemplos se pueden

citar:

Alcaloides: son bases organicas nitrogenadas, generalmente con un
anillo heterociclico de algun tipo y derivan biolégicamente de aminoacidos.
Presentan estructuras muy diversas por lo que no constituyen un grupo
homogéneo en términos de su estructura, propiedades y fuentes de
obtencion. Se han clasificado de acuerdo a la fuente de donde se han
aislado, segun la actividad fisiolégica, o con base en la estructura quimica. Al
utilizarse con propositos taxondmicos debe considerarse su biogénesis o

biosintesis en las plantas que las producen (Montiel, 19978).

Glicésidos: son compuestos organicos formados por un azucar simple
(comunmente un monosacarido) en el cual el atomo de hidrogeno de un
grupo (-OH) es reemplazado por otra molécula que generalmente presenta
actividad bioldgica. Los glicésidos se presentan en abundancia en las
plantas, algunos de ellos como pigmentos, usados en farmacologia y en la
industria de los colorantes, por mencionar algunos ejemplos (Ringuelet &
Vifia, 2013).

Flavonoides: son uno de los grupos mas numerosos y ampliamente
distribuidos de constituyentes naturales. Se conocen como diez clases de
flavonoides, todos contienen quince atomos de carbono en su ndcleo basico
y estan arreglados bajo un sistema CgH3Cg, en el cual dos anillos aromaticos
estan unidos por una unidad de tres carbonos que pueden o no formar un

tercer anillo (Macias, 2007). Se emplean desde hace mucho tiempo como
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colorantes de lana, y actualmente se usan en la conservacion de grasas o
jugos de frutas debido a las propiedades antioxidantes de algunas
polihidroxiflavonas (Vélez, 2015).

Triterpenos: son compuestos con treinta atomos de carbono, que
resultan de la ciclacion del epoxiscualeno la mayoria con estructura tetra o
pentaciclica. Dentro de este grupo se incluyen los esteroides (moléculas con

estructura perhidrociclopentano-fenantreno) (Vélez, 2015).

Mucilagos: son compuestos con estructura de tipo polisacérido, que
forman un coloide hidréfilo de alto indice de masa que aumenta la densidad

del agua donde se extrae (Vélez, 2015).

Compuestos fendlicos: son un grupo muy diverso de metabolitos
secundarios que se caracterizan por poseer uno 0 mas grupos hidroxilo
unidos a uno o mas anillos aromaticos en su estructura quimica, la mayoria
hidrosolubles. Muchas sustancias fendlicas aparecen como derivados

formados a partir de condensacion o adicion (Macias, 2007).

Quinonas: se reconocen por sus propiedades tintéreas, su coloracion
puede ir desde el amarillo hasta casi el negro. Se encuentran frecuentemente
en la corteza, en el corazén de la madera o de la raiz, y en algunos casos en
las hojas donde su color esta enmascarado por pigmentos. Para su mejor
estudio las quinonas se subdividen en benzoquinonas, naftoquinonas,
antraquinonas, quinonas isopropenoides. Pueden ademds contener diversos
grupos funcionales, anillos de furano o pirano, encontrarse como dimeros y

ser parcialmente reducidas como los antranoles y antronas (Look, 2001).

Cumarinas: son los metabolitos CsC3z, mas caracteristicos. Son lactonas
aromaticas cuya biosintesis suele producirse a partir de acidos cinamicos.
Las cumarinas son compuestos ampliamente distribuidos en las plantas, se

encuentran en todas sus partes, desde la raiz a flores y frutos, siendo mas
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abundantes en estos Ultimos; se presentan a menudo como mezclas, en

forma libre o como glicosidos (Vélez, 2015).

Saponinas: son sustancias heterésidas cuya genina puede ser
triterpenica o esteroidica, pueden tener una estructura pentaciclica. En

general son espumantes en soluciones acuosas y hemoliticas.

Taninos: son una variedad de polifenoles vegetales que aparecen en
altas concentraciones en la corteza y lefio de algunos arboles y en agallas
vegetales. Sus principales caracteristicas son su capacidad antioxidante y la
capacidad que tienen de unirse a proteinas. Quimicamente hay dos tipos de

taninos hidrolizables y no hidrolizables (Vélez, 2015).
Extracto

Los extractos son una mezcla compleja de compuestos quimicos,
obtenibles por procesos fisicos o quimicos a partir de una fuente natural y
utilizables en cualquier campo de la tecnologia (Pardo, 2002). Ahora bien,
los extractos vegetales son mezclas complejas de metabolitos secundarios,
pueden ser aislados de las plantas por diversos métodos como la destilacion
por arrastre de vapor, por expresion de los frutos o por otros métodos. Los
principales componentes quimicos de estas mezclas son: mono Yy
sesquiterpenos incluyendo carbohidratos, alcoholes, éter, aldehidos vy
cetonas, los cuales son responsables de las fragancias y de las propiedades
biologicas de las plantas aromaticas y medicinales. Ademas los extractos
vegetales cubren un amplio espectro de efectos farmacoldgicos mostrando
diversas  propiedades como  antiinflamatorios, antioxidantes vy

anticancerigenos (Kalemba & Kunicka, 2003).

De una misma planta, dependiendo de la parte utilizada, del solvente y de
la técnica de extraccién, se puede obtener una diferente gama de sustancias
(Santamaria, et al., 2015). Otras actividades bioldgicas se reportan como

biocidas en contra de una amplia cantidad de microorganismos como
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bacterias, hongos, virus, protozoarios insectos y plantas (Kalemba & Kunicka,
2003).

Métodos de obtencion.
e Maceracion.

Es una extraccion que se realiza a temperatura ambiente, consiste en
remojar el material vegetal, debidamente fragmentado en un solvente (agua
o etanol, se prefiere el etanol puesto que los largos tiempos de extraccion en
el agua pueden propiciar a la fermentacion o formacién de mohos) hasta que
el mismo penetre y disuelva las porciones solubles. Se puede utilizar
cualquier recipiente con tapa que no sea atacado con el disolvente y tapado
se deja en reposo por un periodo de 2 a 14 dias con agitacion esporadica,
luego se filtra el liquido, se extra el residuo, se recupera el solvente en un

evaporador rotatorio y se obtiene el extracto (Gonzéalez, 2004).
e Percolacion.

También conocido como lixiviacion es uno de los procesos mas difundidos
pues se puede realizar con disolventes organicos en frio para preservar los
compuestos termolabiles que pudiera contener ese material. Consiste en
colocar el material fragmentado en un embudo o recipiente cénico y hacer
pasar un disolvente adecuado a través del mismo. En este proceso se

requiere agregar solvente constantemente. (Gonzalez, 2004).
Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas
iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite determinar
cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en una planta y a
partir de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para
el aislamiento de los grupos de mayor interés (Sharapin, 2000). Consiste en

la extraccibn de la planta con solventes apropiados y la aplicacion de
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reaccion de color y precipitacion. Es una técnica de evaluacion rapida, con
reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo (Palacios, M. 2008).

Bacterias

Son organismos unicelulares constituidos por células procariotas de
tamafo entre 0,2 — 5 um, poseen reproduccion binaria, ademas presentan
mecanismos de produccibn de energia y material genético. Son
considerados como los organismos mas abundantes que existen en la tierra.
Estos organismos debido a sus caracteristicas estructurales pueden
cohabitar con otros tipos de organismos y ademas con organismos

superiores (Ausin & Moreno, 2005).

Las bacterias estan constituidas principalmente por: pared celular, la
membrana celular, citoplasma, periplasma, ribosomas, nucleo y nucleoide,
también por estructuras variables que se encuentran generalmente en la
pared celular las cuales son: los pilis, flagelos, la capsula y los poros (Tortora
et al, 2007). La pared celular o bacteriana es de gran utilidad, le brinda las
propiedades de rigidez y elasticidad a la bacteria por ende son las
responsables de su forma, siendo la principal barrera de proteccion
(Montoya, 2008).

Tincion de Gram

La tincién de Gram o coloracién de Gram, debe su nombre al bacteriélogo
danés Christian Gram, que desarrollé la técnica en 1884 (Jatin, 2011). Se
utiliza tanto para poder referirse a la morfologia celular bacteriana, como
para poder realizar una primera aproximacion a la diferenciacion bacteriana,
considerandose bacterias Gram positivas a las que se visualizan de color
morado, y bacterias Gram negativas a las que se visualizan de color rosa,

rojo o grosella (Gram, 1884).

Estas bacterias se diferencian entre las paredes celulares, de las

bacterias Gram positivas y Gram negativas, la pared celular de las bacterias

23



Gram positivas posee una gruesa capa de peptidoglicano, ademas de dos
clases de &cidos teicoicos, anclado en la cara interna de la pared celular y
unido a la membrana plasmatica, se encuentra el acido lipoteicoico, y mas en
la superficie, el acido teicdico que esta anclado solamente en el

peptidoglicano (también conocido como mureina).

Por el contrario, la capa de peptidoglicano de las bacterias Gram
negativas es delgada, se encuentra unida a una segunda membrana
plasmética exterior (de composicion distinta a la interna) por medio de
lipoproteinas. Tiene una capa delgada de peptidoglicano unida a una
membrana exterior por lipoproteinas. La membrana exterior estd hecha de

proteina, fosfolipido y lipopolisacarido (Jatin, 2011).

Por lo tanto, ambos tipos de bacterias se tifien diferencialmente debido a
estas discrepancias constitutivas de su pared. La clave es el peptidoglicano,
ya que es el material que confiere su rigidez a la pared celular bacteriana, y
las Gram positivas lo poseen en mayor proporcion que las Gram negativas
(Aulton, E. 2004).

Antibiotico

Segun la Real Academia Espanola un antibiético es la “sustancia quimica
producida por un ser vivo o fabricada por sintesis, capaz de paralizar el
desarrollo de ciertos microorganismos patégenos, por Su accion
bacteriostatica, o de causar la muerte de ellos, por su accion bactericida”.

Dicho de otra manera, son sustancias que matan a las bacterias o hacen que

éstas dejen de crecer.
Resistencia bacteriana

Se entiende por resistencia, el mecanismo mediante el cual la bacteria
puede disminuir la accién de los agentes antimicrobianos. La aparicion de la

resistencia en una bacteria se produce a través de mutaciones (cambios en
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la secuencia de bases de cromosoma) y por la trasmision de material

genético extracromosémico procedente de otras bacterias.

En el primer caso, la resistencia se trasmite de forma vertical de
generacion en generacion. En el segundo, la trasferencia de genes se realiza
horizontalmente a través de plasmidos u otro material genético movible como
integrones y transposones; esto Ultimo no solo permite la trasmision a otras
generaciones, sino también a otras especies bacterianas. De esta forma una
bacteria puede adquirir la resistencia a uno o varios antibiticos sin
necesidad de haber estado en contacto con estos (Fernandez, L6pez, Ponce
& Machado, 2003). La resistencia es un problema continuo que se hace aun
mayor cuando el microorganismo presenta mas de un mecanismo de
resistencia y cuando tiene a facultad de transmitirlo a otros microorganismos

de su misma o diferente especie (Moreno, Gonzélez & Beltran, 2009).
Mecanismos de resistencia bacteriana

Entre los mecanismos de resistencia principales destacan; la alteracién
de la permeabilidad, cambiando el nimero de porinas, blogueando asi el
ingreso del antimicrobiano; modificando el sitio activo o diana, se transforman
sitios especificos de la pared celular generando un blanco diferente,
disminuyendo asi la afinidad de union por el antimicrobiano; expulsion de
bombas de eflujo, donde transportan el antimicrobiano al exterior de la célula
evitando su accién; produccion de enzimas que hidrolizan al antimicrobiano
evitando la posibilidad de actuar sobre el microorganismo, como por ejemplo
la produccion de - lactamasas que actian contra los antibidticos g-
lactamicos impidiendo la accion de estos sobre el microorganismo (Moreno,
et al., 2009).

Métodos para evaluar la actividad antimicrobiana

Bajo las condiciones adecuadas, la actividad de los antibidticos puede

demostrarse por su efecto inhibidor sobre los microorganismos (Martinez,
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2005). Las bacterias tienen diferente sensibilidad a distintos agentes
antibacterianos, por ello es de gran importancia realizar este tipo de pruebas,
las cuales se basan en el enfrentamiento In vitro de la bacteria con distintas
concentraciones del agente. La evaluacion de esta sensibilidad sirve para la
seleccion del compuesto mas adecuado en el tratamiento de una infeccion

bacteriana (Gamazo, 2000).

Los métodos mas utilizados para determinar la sensibilidad de una
bacteria a agentes microbianos son la difusion en agar y la dilucion en caldo

0 agar.
Método de difusion en agar segun Kirby Bauer

Es un estudio de susceptibilidad por difusion en disco; es un método
cualitativo que se caracteriza por ser facilmente estandarizable y que esta
indicado para microorganismos no exigentes de crecimiento répido.
Partiendo de una muestra clinica siempre se debe realizar un cultivo puro
para poder comenzar el estudio de la sensibilidad antibiética. Para esto se
utiliza la técnica de aislamiento en placas que contengan un medio adecuado
para la cepa en estudio (al cual ademas se le deben otorgar las condiciones
atmosféricas especificas para estas cepas) (Ferraro, 2000).

El método de difusion en disco consiste en depositar en la superficie de
una placa de agar Mueller Hinton previamente inoculada con el
microorganismo, discos de papel de filtro impregnados con los diferentes
antibioticos. Tan pronto el disco impregnado en antibiético se pone en
contacto con la superficie hiumeda del agar, el filtro absorbe agua y el
antibiotico difunde por el agar, formandose un gradiente de concentracion.
Transcurridas 18 a 24 horas de incubacion, los discos pueden o no aparecer
rodeados por una zona de inhibicién de crecimiento bacteriano (Cantén R, et
al Garcia J., 2000).
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Método de dilucion en caldo o agar

Consiste en exponer a las cepas a estudiar a diferentes concentraciones
de antimicrobiano, y observar el crecimiento de los microorganismos para
luego definir la concentracibn minima inhibitoria (CIM) (Taroco, Seija, y
Vingoli, 2008).

Este método depende de la inhibicion del crecimiento de un cultivo
microbiano, en una solucién uniforme del antibiético (diluciones), en un
medio fluido (caldo), que es favorable para el crecimiento del
microorganismo, en ausencia del antibiotico. Se realiza para sustancias
antimicrobianas que se evalien con microorganismos de rapido crecimiento,
se mide la turbidez del caldo de cultivo por métodos espectrofotométricos o
colorimétricos y finalmente se realiza una curva que refleja la cantidad de
microorganismos que han crecido, contra las respectivas diluciones de
antibiotico (Martinez, 2005).

Cepa de Referencia Internacional

Es un material biologico de referencia certificado, se trata de un cultivo
puro, en el cual se han observado las pruebas morfologicas, bioquimicas y

moleculares correspondientes (Montoya, 2000).

Las cepas ATCC (Cepas de Coleccion de Tipo Americano) son
microorganismos certificados para el control de calidad en microbiologia y es
utilizado en disciplinas como la clinica, alimenticia, farmacéutica, cosmética o
ambiental. Sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas garantizan la
identidad del microorganismo y al tener esta documentacion, el laboratorio
evitara realizar pruebas adicionales para la identificacion de las cepas, lo que

se traduce en ahorro de tiempo y recursos (Triantafilo & Vjera, 2002).
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Cepas bacterianas en estudio

En este trabajo de investigacion se estudiaron cinco tipos de cepas
bacterianas de referencia internacional, las cuales son: Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y

Pseudomonas aeruginosa.
e Enterococcus faecalis.

Bacterias clasificadas como cocos Gram positivos, anaerobios
facultativos, catalasa negativos (Ortega, 2010). Son células esféricas u
ovoides, de tamafio 0,6-2,0 x 0,6-2,5 um, no formadores de endosporas. Se
presentan en forma de pares o de cadenas cortas. Son no moviles,
anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, con metabolismo fermentativo.
Presentan requerimientos nutricionales complejos. Crecen usualmente en un
caldo de cultivo a 10 °C y 45 °C, aunque el crecimiento optimo es a 37 °C.
Pueden crecer a pH 9,6 con 6,5 % de NaCl y con 40 % de bilis (Brooks,
Butel, Carroll, Morse y Mietzner, 2011).

e Staphylococcus aureus.

Son cocos Gram positivos de 0,5 — 1 micrometros de didmetro, inmoviles,
aerobios o anaerobios facultativos, caracterizados por su agrupacion en
forma de racimo, son coagulasa negativos. Poseen una capa gruesa de
péptidoglicano en su cubierta de polisacaridos y proteinas las cuales
contribuyen a su factor de virulencia. Crecen a una temperatura optima de 37
°C y se desarrolla mejor a un pH de 7,6, la adicién de glucosa favorece su
crecimiento (Gil, 2000).

e Escherichia coli.

Bacterias Gram negativas pertenecientes a la familia de enterobacterias.
Son bacilos de 2 a 3 micrometros, poseen capsula o microcapsula, ademas

poseen fimbrias que sirven para fijarse a las superficies celulares del
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organismo hospedero. Son anaerobias facultativas reductoras de nitritos a
nitratos (Brooks, 2011). El agar mas comunmente utilizado para el
crecimiento de esta es el Agar Mc Conkey, también pueden crecer en agar
sangre de cordero y agar eosina azul de metileno (Farfan, Ariza, Vargas &
Vargas, 2016).

¢ Klebsiella pneumoniae.

Bacteria anaerobia facultativa no tiene la capacidad de moverse, es Gram
negativa, posee un tamafio aproximado de 0.3-0.5um, presenta una céapsula
de polisacaridos, que le brinda un semblante mucoso y brillante a las
colonias que frecuentemente tiene una tonalidad rosa a blanquecina.
Generalmente su crecimiento se lo realiza sobre agar McConkey a 37 °C
(Brooks et al., 2011; Kenneth et al., 2011).

e Pseudomonas aeruginosa.

Bacteria aerobia estricta movil debido a sus flagelos, posee forma de
bastdn, tiene un tamafio aproximado de 0,6 a 0,2 um se encuentra dispuesta
en células individuales formando pequefias cadenas o alguna veces en
pares, es Gram negativa, no fermentan hidratos de carbono en algunos
casos oxidan glucosa, crecen en el agua. Forma colonias lisas y redondas
con un color verde fluorescente y secreta una sustancia coloreada
fluorescente denominada pioverdina que es responsable del color verde en

los cultivos.

Esta bacteria crece en ambientes aerobios estrictos, tiene la capacidad de
crecer en multiples medios de cultivos a una temperatura de 37 a 42°C,
produce un olor dulce caracteristico similar al de las uvas (Brooks et al.,
2011).
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Determinacion de la Concentracion Minima Inhibidora (CMI)

Es la medida de la sensibilidad de una bacteria a un antibiético. De igual

manera es la minima cantidad de antimicrobiano que es capaz de impedir el

crecimiento de un microorganismo en unas condiciones normalizadas. Es el

método habitual utilizado en los laboratorios de Microbiologia Clinica en

donde es necesario utilizar cepas control (de referencia) con el fin de que los

resultados sean reproducibles y comparables. Este método ofrece

informacion sobre la sensibilidad de las bacterias: S (sensible), | (intermedia)
R (resistente) y no sensible. (Amsterdam, 1996; CLSI, 2018).

Sensible. Esta categoria implica que una infeccién dada por la cepa
en estudio se puede tratar apropiadamente con la dosis de antibiotico
recomendada para el tipo de infeccion y la especie infectante, a
menos que hubieran contraindicaciones.

Intermedia. Esta categoria incluye cepas que pueden ser inhibidas
por concentraciones de antibiotico mas elevadas, siempre que se
pueda aumentar la dosis, o que la droga concentre fisiol6gicamente en
el tejido infectado. También nos indica una “zona buffer” que deberia
evitar que pequefios factores técnicos dificiles de controlar causen
mayores discrepancias de interpretacion.

Resistente. Las cepas resistentes no son inhibidas por las
concentraciones séricas normalmente alcanzadas a dosis habituales
y/o caen en el rango donde son comunes mecanismos especificos de
resistencia microbiana y la eficacia clinica no ha sido comprobada.

No sensible. Esta categoria se utiliza microorganismos que solo
tienen categoria de identificacion sensible, debido a la ausencia o a la
rara aparicion de cepas resistentes. Aquellos aislamientos con halos
de inhibicibn menores al punto de corte sensible se denominan “no
senibles” (CLSI, 2018).
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Definicion operacional de términos.

Una definicion operacional constituye el conjunto de procedimientos que
describen las actividades que un observador debe realizar para recibir las
Impresiones sensoriales, las cuales indican la existencia de un concepto
tedrico en mayor o menor grado. En otras palabras especifica que
actividades deben realizarse para medir una variable e interpretar los datos
obtenidos (Hernandez, et al, 2010).

Metabolito

Es cualquier sustancia producida durante el metabolismo (digestién u
otros procesos quimicos) (MedlinePlus).

Alcaloide

Compuesto organico nitrogenado, como la morfina o la cocaina,

producido casi exclusivamente por vegetales (RAE).
Antibacteriano

Dicho de un medicamento, de una sustancia 6 de un procedimiento que
se utiliza para combatir las bacterias (RAE).
Halo de inhibicidn

Zona alrededor de un disco de antibidtico en un antibiograma en el que no
se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada con el

gérmen (Martinez, 2005).
Agar Mueller Hinton

Medio para el ensayo de sensibilidad, o para resistencia de agentes
patdogenos médicamente importantes frente a antibioticos y sulfamidas. Este
medio es utilizado para la realizacion del ensayo de difusion en placas
(Merck, 1994).
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Operacionalizacion de las variables

La operacionalizacion de las variables consiste en la degradacion de

elementos mas abstractos hasta llegar a un hecho concreto, permite la

elaboracion de los instrumentos de medida convirtiendo los indicadores en

items o elementos de observacion (Grajales, 1996); por lo general se

representa en un cuadro (Ver tablas 2-3).

Tabla 2.

Operacionalizacion de la variable dependiente: actividad antibacteriana

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicién Conceptual
¢, Qué es?

Actividad antibacteriana

Dependiente
Cuantitativa
Continua

La actividad de una sustancia
antibacteriana se define como: la
habilidad especifica 0 capacidad de un
producto de lograr su efecto planeado
y se basa en la medicién de su efecto
inhibitorio frente a un determinado
microorganismo (halo de inhibicién) se
determina por el método analitico mas
adecuado, normalmente métodos de
andlisis microbioldgicos (Martinez,
2005).

4.Definicién
operacional
¢,Coémo se mide?

5.Dimensiones

6.Indicador

A través del método de
difusién en agar con
discos
empleando la
determinacion de la
concentracion minima
inhibitoria.

Presencia de halo de inhibicién

Sensible
marcado
Intermedio Presencia de halo de inhibicién
intermedio
. Ausencia de halo de inhibicién o
Resistente

presencia poco perceptible
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Tabla 3.

Operacionalizacién de la variable independiente: extracto metandlico de las hojas

de Crinum amabile.

3.Definicién Conceptual

1.Variable . QUE es?

2.Tipo de variable

Los metabolitos secundarios son
sustancias que tienen una estructura
compleja, que pueden presentarse en
una especie o especies a fines. Estan
presentes en bajas concentraciones,
muchos ejercen un efecto fisioldgico y
farmacoldgico sobre el hombre. Son

Composicién quimica
del extracto metandlico
de las hojas de Crinum

Independiente
Cualitativa
Discreta

amabile usados comercialmente como
compuestos activos para la
elaboracién de productos
farmacéuticos (Vega, 2001).
4.Definicién
operacional 5.Dimensiones 6.Indicador

;,Como se mide?

Pruebas quimicas
cualitativas también
conocidas como

-Metabolitos
secundarios presentes
-Metabolitos
secundarios ausentes

La aparicion- de turbidez, precipitados,
cambios de color, formacion de
espuma y presencia de fluorescencia
que dependen del metabolito a
identificar.

tamizaje fitoquimico.

Hipotesis

Las hipotesis son proposiciones tentativas acerca de las relaciones entre
dos o mas variables y se apoyan en conocimientos organizados y
sistematizados (Hernandez Sampieri et al, 2014). En base al alcance de
esta investigacion y a las variables antes presentadas fue formulada la
siguiente hipodtesis: “El extracto metandlico de las hojas de Crinum amabile
presenta actividad antibacteriana frente a cepas de referencia internacional,
actividad que se realizara en el Laboratorio B “Antonio Morales”, del Instituto
de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la

Universidad de Los Andes, desde Junio de 2018 a Febrero de 2020.
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Hipotesis alternativa (H(A))

Es posible que el extracto metandlico de las hojas de Crinum amabile
presente actividad antibacteriana frente a cepas de referencia internacional,
actividad que se realizar4 en el Laboratorio B “Antonio Morales”, en el
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la
Universidad de Los Andes , desde Junio de 2018 a Febrero de 2020.

Hipotesis nula (H(0))

Es posible que el extracto metandlico de las hojas de Crinum amabile no
presente actividad antibacteriana frente a cepas de referencia internacional,
actividad que se realizara en el Laboratorio B “Antonio Morales”, en el
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes, desde Junio de 2018 a Febrero de 2020.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Una vez enunciado el problema de investigacion, establecidos los
objetivos y conceptualizadas las bases tedricas que fundamentan el estudio,
se procedido a disefar la metodologia que permiti6 alcanzar los objetivos
propuestos. En esta seccion estan descritos los topicos relacionados con la
metodologia de este trabajo, tales como, alcance y disefio de investigacion.
De igual forma son mencionados los ejemplares biolégicos utilizados, las
variables, técnica e instrumentos de recoleccion de datos, materiales,
procedimiento, cronograma de actividades y analisis estadistico.

Tipo de Investigacion

Hurtado (2010), refirié que el tipo de investigacion tiene relacion con la
interrogante de estudio en la cual se resalta lo que se quiere saber, pues
esto marca el logro general que se desea conseguir durante el proceso e
identifica el tipo de investigacion. En consecuencia el verbo a utilizar en el
objetivo tiene que implicar un logro. Especificamente, en esta investigacion
se analiz6 la actividad antibacteriana del extracto metandlico de las hojas de
Crinum amabile en cepas de referencia internacional (bacterias Gram
positivas y Gram negativas) en funcidn de un periodo y contexto
determinado, por lo tanto se puede decir que esta investigaciéon fue de tipo
analitica.

Disefio de Investigacion

La estrategia que se implementa para recolectar los datos de un proceso
de investigacion constituye el disefio (Hurtado, 2010). De tal manera, esta
investigacion fue de campo, ya que los datos del evento de estudio se
recolectaron en el lugar donde ocurre el fenémeno, especificamente en el
Laboratorio B “Antonio Morales”, ubicado en el Instituto de Investigaciones de

la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. Con
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respecto al tiempo de recoleccion de datos, esta investigacion se realiz6 de
manera evolutiva contemporanea, debido a que se recolectaron durante el

periodo de desarrollo del trabajo.

Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

Hernandez, Fernandez y Baptista (2004), sefialaron que una poblacion es
el conjunto de todos los casos que concuerdan con una serie de
especificaciones. La poblacion conduce hacia el conjunto finito o infinito de
elementos que presentan caracteristicas comunes con el fendbmeno que se
investiga. En base a esto, al principio la poblacion a estudiar fue finita,
integrada por la especie Crinum amabile que se recolectd en el estado
Mérida, en el sector La Mucuy Baja, la obtencién del extracto de las hojas de
la planta fue realizada en el Laboratorio B de productos naturales “Antonio
Morales”, Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes y la actividad antimicrobiana fue
analizada en el Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios
Profesora Luisa Vizcaya de la Universidad de Los Andes.

Seleccion del Tamafo de Muestra

Segun Varios autores una decision importante en cualquier investigacion
es la seleccion adecuada del tamafio muestral, sostienen que la estimacion
del este puede considerarse un instrumento del que dispone el investigador
para evaluar la factibilidad y la necesidad de recursos de su proyecto. No es
ético realizar un estudio con un tamafio de muestra que no ofrezca un poder
estadistico suficiente, ya que, desde el punto de vista de la metodologia
cientifica, el disefio no es adecuado (Kerlinger & Lee 2002). Para efectos del
presente estudio, se evaluaron las hojas de la especie Crinum amabile por
medio de su extracto utilizando como solvente metanol, con el fin de

determinar la actividad antibacteriana de dicho extracto.
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Sistema de Variables
Las variables relacionadas con el propésito de esta investigacion fueron

las siguientes:

e Variable dependiente (VD): actividad antibacteriana.
e Variable independiente (VI): extracto metandlico de las hojas de

Crinum amabile.
Instrumento de Recoleccion de Datos

Los instrumentos que se utilizaron para la obtencién de la informacion
debieron ser evaluados por los expertos, con el objetivo de determinar el
valor del contenido. De hecho, se estima que la validez constituye el
procedimiento que permite determinar la consistencia interna de los
instrumentos en cuanto a que midan lo que se propone medir, de ahi se dice
que se refiere al grado en que un instrumento realmente mida la variable
segun Hernandez & Cols (2010).

Materiales y métodos

Material vegetal

Recoleccién de la especie botanica.

La muestra vegetal de la especie Crinum amabile, fue recolectada en el
afio 2018 durante el periodo comprendido desde Enero a Mayo, en el sector
La Mucuy Baja, municipio Santos Marquina, Estado Mérida ubicado a los
1687 m s. n. m. (coordenadas 8° 36' 0" N, 70° 57" 5.04" W).

Determinacion taxonémicade la planta.

El material vegetal colectado fue identificado por el Dr. Pablo Meléndez.
Una muestra testigo fue depositada en el Herbario “Dr. Luis Ruiz Teran”
(MERF) Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

La misma reposa en el inventario con el cédigo: JR69.
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Seleccion, division y preparacion del material vegetal.

El material vegetal recolectado de la especie Crinum Amabile, fue
sometido, a un proceso de seleccion para eliminar las impurezas y partes en
descomposicion de las hojas. Luego se selecciond6 una muestra

representativa destinada a la preparacion del extracto.
Secado, molienda y pesada del material vegetal.

El material vegetal seleccionado de la especie Crinum amabile, se seco
en un horno eléctrico ubicado en el herbario, a una temperatura no superior a
40 °C, durante al menos 72 horas. Transcurrido este tiempo, se verificod que
la muestra se encontrara libre de humedad y quebradiza al tacto, para luego
realizar el proceso de molienda, hasta obtener un polvo fino capaz de
traspasar un tamiz de malla niamero 20. La muestra obtenida con un peso de
1.500 g, se colocé en un envase rotulado, para luego colocarse en un lugar

seco y fresco, hasta la realizacién de las diferentes pruebas.
Preparacion de los extractos
Extraccion por maceracion del material vegetal

La muestra seca y molida de Crinum amabile fue sometida a extraccion
sélido-liquido por maceracion en frio, utilizando como solvente metanol,
durante un periodo de 10 dias divididos en dos ciclos de cinco dias. El
extracto metandlico obtenido se filtré por gravedad y concentré destilando el
metanol a presion reducida, utilizando un rotavapor a la temperatura de 40
°C. El producto seco se pesé (200g) y coloc6 en un envase de color ambar
rotulado y sellado, conservandose en un lugar seco y fresco hasta la

realizacion de los ensayos.
Tamizaje Fitoquimico

El estudio fitoquimico preliminar para el extracto metandlico se realiz6 en
el Laboratorio B de Productos Naturales “Antonio Morales” del Instituto de
Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad
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de Los Andes, bajo la supervision del Dr. Alexis Buitrago. Los diferentes
ensayos colorimétricos y cromatogréficos utilizados reportados en la tabla 4,
permitieron identificar de forma cualitativa la presencia de ciertos metabolitos
secundarios, tales como: alcaloides, cumarinas, esteroides, compuestos
fendlicos, flavonoides, quinonas, antraquinonas, saponinas, glucésidos
cardiotonicos, taninos y mucilagos (Marcano & Hasegawa, 2002; Trease &
Evans, 2002; Tiwari, 2011; Shyamala-Gowri & Vasantha, 2010).
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Tabla 4.

Procedimiento del tamizaje fitoquimico para el extracto metandlico Crinum amabile.

Alcaloides
Ensayo Reactivo Preparacion de la muestra Procedimiento Resultado
Wagner Solucién 12 y Kl Se disolvieron en tubos de ensayo, Precipitado color rojo
3 porciones del extracto con 2 mL Adicionar  gotas pardo
de HCl al 5 %. Luego, se agitaron del reactivo — _
Dragendorff Bi(NOs)s.5H,0 y KI en vortex y filtraron Precipitado color rojo o
anaranjado
Glicésidos y Glicésidos cardioténicos
Ensayo Reactivo Preparacion de la muestra Procedimiento Resultado
Reaccion con > Se disolvieron en tubos de ensayo, Anadir 5 gotas de Color amarillo
hidréxido de sodio Solucion de NaOH 2 N 3 porciones del extracto con 2 mL la base (glicésidos)
de metanol. Luego se agitaron _
H,SO, concentrado, vortex y filtraron Adicionar el Interfase de color marrén
S CH3;COONH glacial y reactivo con cinco g
Keller-killiani . (azucares 2-
FeCls gotas del &cido d . d
fuerte esoxigenados)

Nota. Recuperado de Buitrago, A. 2018 modificado por Hernandez, A. 2019
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Tabla 4.

Procedimiento del tamizaje fitoquimico para el extracto metandlico de Crinum amabile (continuacion).

Flavonoides

Ensayo

Reactivo

Preparacion de la muestra

Procedimiento

Resultado

Reaccion de Pew’s

Polvo de cinc y HCI

Adicionar gotas
del &cido y una

Color purpura o rojo cereza
(dihidroflavonas). Color rosa

SN Se disolvieron en tubos de ensayo porcion del o cafe (flavanonas 'y
. Yo, polvo dihidrochalconas)
tres porciones del extracto con 2 mL Color _amarilo @ roio
metanol. Luego, se agitaron en I |
. . Anadir 3 gotas (xantonas y flavonas). Color
Reaccion de vortex Y filtraron A p -
D . NaOH 10% de la base café a pdarpura rojizo
hidréxido de sodio
fuerte (chalconas). Color
azul(antocianinas)
Esteroides
Ensayo Reactivo Preparacion de la muestra Procedimiento Resultado
Reaccion de Se disolvieron en tubos de ensayo, 3 Afadir 2 gotas Interfase de color azul o
i H,SO, concentrado porciones del extracto con 2 mL del acido débil y verde (esteroides). Color
Lieberman . ) e . .
Bouchard CH3COOH glacial metanol. Luego, se agitaron en 2 gotas de acido amarillo anaranjado

vortex y filtraron

fuerte

(triterpenoides)

Nota. Recuperado de Buitrago, A. 2018 modificado por Hernandez, A. 2019.
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Tabla 4.

Procedimiento del tamizaje fitoquimico para el extracto metandlico de Crinum amabile (continuacion).

Terpenoides

Ensayo Reactivo Preparacion de la muestra Procedimiento Resultado
Se disolvieron en tubos de ensayo, 3 .
. Adicionar .
Prueba de H.SO, concentrado porciones del extracto con 2 mL de lentamente 2 mL Interfase de color marrén
Salkowski o4 CHCl,. Luego, se agitaron en vortex y rojizo (anillo esteroideo)

filtraron

del acido fuerte

Reaccidén de Se disolvieron en tubos de ensayo, 3 Afadir 2 gotas
Rosenthaler Vainillina y H,SO, porciones del extracto con 2 mL de reactivo con 2 Interfase de color violeta
vainillina concentrado metanol. Luego, se agitaron en gotas del &cido (triterpenoides)
triterpenoides vortex y filtraron fuerte
Mucilago
Ensayo Reactivo Preparacion de la muestra Procedimiento Resultado

Enfriamiento a
0-5°C

Agua destilada

Se disolvieron en tubos de ensayo,
3 porciones del extracto con 2 mL
de agua. Luego, se agitaron en
vortex y filtraron

Enfriar a una
temperatura de O-
5°C

Consistencia
(mucilago)

gelatinosa

Nota. Recuperado de Buitrago, A. 2018 modificado por Hernandez, A. 2019.
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Tabla 4.

Procedimiento del tamizaje fitoquimico para el extracto metandlico de Crinum amabile (continuacion).

Compuestos fenélicos

Ensayo Reactivo Preparacion de la muestra Procedimiento Resultado

Adicionar 3 gotas de la
sal de acetato, Color rojo vino, verde o
neutralizada con 3 azul (compuestos

Se disolvieron en tubos de ensayo, 3
porciones del extracto con 2 mL
metanol. Luego, se agitaron en vortex

FeCl;, solucion de
Prueba de FeCl; NaCl 0,9 % mivy

CH5;COONa ' gotas la sal férrica en fendlicos)
y filtraron. e
solucion fisiologica
Antraquinonas
Ensayo Reactivo Preparacion de la muestra Procedimiento Resultado
Reaccidn con Color rojo

Amonio NH,OH concentrado (antragquinonas)

Se disolvieron en tubos de ensayo,
3 porciones del extracto con 2mL de Adicionar 1 gota del

metanol. Luego se agitaron en reactivo
vortex y filtraron.

Reaccidén con acido : .
H,SO, concentrado Color rojo (quinonas)

sulfdrico

Nota. Recuperado de Buitrago, A. 2018 modificado por Hernandez, A. 2019.
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Tabla 4.

Procedimiento del tamizaje fitoquimico para el extracto metandlico de Crinum amabile (continuacion).

Cumarinas
Ensayo Reactivo Preparacion de la muestra Procedimiento Resultado
Se disolvieron en tubos de ensayos, Fluorescencia de color
Reaccidén con NH,OH 3 porciones del extracto con 2 mL de Adicionar 2 gotas de la azul, verde o amarillo a
hidréxido de amonio concentrado metanol. Luego, se agitaron en base débil. una longitud de onda a
vortex y filtraron 365 nm
Saponinas
Ensayo Reactivo Preparacion de la muestra Procedimiento Resultado

Prueba de la altura
de la espuma

Agua destilada

Se disolvieron en tubos de ensayo
3 porciones del extracto con 2 mL
de agua. Luego, se agitaron en
vortex y filtraron

El extracto acuoso se
agitard vigorosamente y se
medira la altura de la
espuma

Altura de espuma entre 8
y 10 mm, estable por 30
minutos

Prueba de
Bicarbonato de
sodio

NaHCO;

Se disolvié una porcion del extracto
con 50 mL de agua. Luego, se
agito en vortex y filtro

Afadir gotas de la sal y
agitar vigorosamente
durante 3 minutos.

La formacién de espuma
en forma de panal de
abeja (saponinas)

Nota. Recuperado de Buitrago, A. 2018 modificado por Hernandez, A. 2019.
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Tabla 4.

Procedimiento del tamizaje fitoquimico para el extracto metandlico de Crinum amabile (continuacion).

Taninos
Ensayo Reactivo Preparacion de la muestra Procedimiento Resultado
Control Agua destilada, Tubo 1: control Sin reaccién

CH3CH20H Yy NaCl

Gelatina 1%

Gelatina

Gelatina (1%)-
Sal (10%)

Gelatina y NaCl

Tricloruro
férrico

FeCl; 10 %

Ferricianuro de

potasio

KsFe(CN)s 1 %

Se disolvié 100 mg del extracto
en 10 mL de etanol y se agit6
durante 5 min.

Luego se realizé una extraccién
con 25 mL de agua destilada, la
solucién resultante se calent6
hasta ebullicibn durante 15
minutos. A la solucién se le
adicioné 0,2 mL de NaCl al 10
% y se filtr6. Se rotularon 5
tubos de ensayo y se le
adicionaron 3 mL del filtrado

Tubo 2: agregar 5 gotas de
solucion de gelatina

Precipitado color
blanco (taninos)

Tubo 3: agregar 5 gotas de la
solucién salina en gelatina

Precipitado de color
blanco (taninos)

Tubo 4: agregar 3 gotas de la
solucién de la sal férrica

Color rojo-vino
(compuestos
fendlicos). Color
verde intenso
(taninos
pirocatecdlicos) color
azul (taninos

pirogalatanicos)

Tubo 5: agregar 1 gota de la
cuaternaria

Color azul (fendlicos)

Nota. Recuperado de Buitrago, A. 2018 modificado por Hernandez, A. 2019.
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Actividad antibacteriana

La evaluacion de la actividad antibacteriana se realizd, en el Laboratorio
de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios (SGU) "Profesora Luisa Vizcaya",
del Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmaciay
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, bajola supervisionde la Dra. Judith
Velasco Carrillo; empleando el método de difusion en agar con discos de
papel. Para el ensayo se utilizaron las bacterias de referencia internacional
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357), Enterococcus faecalis (ATCC 29212)y
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Elmétodo permitio medir la susceptibilidad In Vitro de las bacterias frente al
extracto obtenido. El protocolo experimental que se utilizé se presenta a

continuacion:
Preparacion del medio de cultivo.

Para las bacterias se colocaron aproximadamente 20 mL de agar Mueller-
Hinton (HIMEDIA®) en placas de Petri. Unavezsolidificadalaplaca, se realizo el

controldeesterilidad y se conservaron a 4 °C hasta el dia del ensayo.
Preparaciondelosdiscos.

Los discos de papel de filtro con un diametro de 6 mm, se impregnaron
con 20 uL del extracto metandlico de Crinum amabile, el cual fue preparado
con el solvente de extraccién a la concentracion de 500 mg/ mL. Luego se
colocaron en placas de Petri y esterilizaron bajo luz UV, durante 90 minutos

previo al ensayo.
Reactivaciondelos microorganismos.

Las bacterias se mantuvieron en medio de conservacion a temperatura
ambiente, a partir de este medio, se reactivaron las cepas y se verificO su

pureza.
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e Preparacion de los in6culos: los inéculos se prepararon en
solucion salina estéril (0,85 % p/v NaCl), a partir de un cultivo fresco de

cada cepa bacteriana repicada en caldo Mueller-Hinton, hasta lograr

una turbidez correspondiente al patrén de McFarland N° 0,5 (1,5 x 108
UFC/mL).

e Siembra: los in6culos de cada microorganismo, se sembraron en la
superficie del agar con un hisopo estéril. Seguidamente, se colocaron
en la superficie del agar inoculado, los discos de papel de filtro
impregnados con la muestra, con el solvente metanol (control
negativo) y farmacos de referencia para cada microorganismo

(controles positivos).
Pre-incubacion e Incubacion.

Con el propésito de permitir que los componentes presentes en los
extractos y compuestos puros difundan sobre el agar inoculado, se realiz6
una pre-incubacién durante 18 h a la temperatura de 4 °C. Por otra parte, el
crecimiento bacteriano se llevo a cabo incubando las placas en una estufa a

la temperatura de 37 °C, durante 48h.
Lectura de los ensayos.

Se realizaron las lecturas de los halos de inhibicion a las 24 h y 48 h,
expresando el diametro de la zona de inhibicion en milimetros (mm). La
prueba se considerdé negativa cuando se observé crecimiento bacteriano
alrededor de los discos.

Disefo de analisis

Hernandez y Cols (2010) refirieron que existen dos tipos de enfoques de
investigaciéon: cuantitativo y cualitativo. La metodologia cuantitativa se basa
en métodos de recoleccidbn de datos con medicibn numérica y andlisis
matematico. Esta investigacion tiene un enfoque cuantitativo asi como

también cualitativo, ya que se aplicaron técnicas cualitativas de tamizaje
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fitoquimico para conocer sus productos secundarios y en base a esto
mediante la técnica de CMI se evalu6 numéricamente la concentracidén en
que la especie Crinum amabile presentaba actividad antibacteriana frente a

diferentes cepas de referencia internacional.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio del tamizaje fitoquimico para el extracto metandlico de Crinum

amabile

Para detectar los grupos de metabolitos secundarios presentes en el
extracto con actividad antibacteriana se realiz6 tamizaje fitoquimico,
empleando técnicas simples, rapidas y selectivas. Se determind en el
extracto metandlico de las hojas de Crinum amabile compuestos organicos
qgue de acuerdo a su solubilidad podian ser obtenidos en este solvente, la
extraccion fue realizada por maceracion, mientras que el tamizaje fitoquimico
de acuerdo a la metodologia descrita por Buitrago (2018) modificado,
realizando asi los siguientes ensayos: Wagner y Dragendorff (alcaloides),
hidroxido de sodio concentrado y Keller Killiani Baljet (glicosidos), Pew’s e
hidréxido de sodio (flavonoides), Liebermann-Burchard (esteroides),
Rosenthaler y Salkowski (terpenoides), enfriamiento 5°C (mucilagos), cloruro
férrico y cloruro de sodio (compuestos fenoles), reaccién con amonio y acido
sulfrico concentrados (antraquionas), reaccion con hidroxido de amonio
(cumarinas), altura de la espuma y bicarbonato de sodio (saponinas) y por
ultimo gelatina, solucién gelatina, tricloruro férrico y ferricianuro de potasio
(taninos). Se utilizo el sistema de cruces, como criterio de medida, para la

identificacion de los metabolitos secundarios.

En la tabla 5 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico realizado
a las hojas de la especie C. amabile, se ve expresada la presencia una gran
variedad de fitoconstituyentes, estos indican que el extracto para esta
especie mostr6 de forma cualitativa alta presencia de metabolitos

secundarios como alcaloides y flavonoides, moderada presencia de
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saponinas en la prueba de bicarbonato de sodio, baja presencia de
glicosidos, terpenoides, esteroides, fenoles, antraquinonas, cumarinas,
saponinas y taninos, excepto en el caso de la prueba de tricloruro férrico
para taninos donde marcé una alta presencia, por el contrario se determing la

total ausencia de mucilagos.
Tabla 5.

Tamizaje fitoquimico del extracto metandlico de las hojas de Crinum amabile

Metabolitos secundarios Pruebas Resultado
. Wagner +++
Alcaloides Dragendorff i
N NaOH conc +
Glicosidos Keller Killiani i
Flavonoides Pew's A
NaOH 10% +
Esteroides Lieberman Bouchard +
Terpenoides Rosentha_ler h
Salkowski +
Mucilagos Enfriamiento 5°C -
FeCl; 5% +
Compuestos Fenoles NaCl 0,9% "

3 NH4OHconc +
Antragquinonas H,SO04 conc 4
Cumarinas (fluorescencia) NH,OH +
Saponinas Altura de la espuma +

NaHCO3; ++
Gelatina 1% +
. Solucion gelatina 1% +
Taninos
FeCls +++
KgFe(CN)g +
LEYENDA:

Identificacion: (+) presencia, ausencia (-).
Intensidad: baja (+); moderada (++); alta (+++).

Las plantas, gracias a su maravilloso y complejo metabolismo, constituyen
un verdadero arsenal quimico (OMS, 2002); contienen una serie de
sustancias activas con utilidad terapéutica (Ringuelet & Vifia, 2013), en tal
sentido existe evidencia en estudios realizados con anterioridad que se

encuentran una gran variedad de metabolitos para la familia Amaryllidaceae
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y el género Crinum.

En el estudio realizado por Soto y Leiva (2015) determinaron en varios
géneros pertenecientes a la familia una gran variedad de fitoconstituyentes,
al realizar comparaciones entre las plantas concluyeron que a pesar de la
igualdad de familia y género en estas siempre existe disparidad notoria de
metabolitos entre cada una de ellas. Al indagarse méas a fondo respecto a la
especie en estudio, son encontrados datos que afirman la utilizacion de sus
alcaloides con gran amplitud en la medicina tradicional, existen ademas
varias investigaciones sobre estos componentes en Asia, Africa y América
del Sur (Maroyi, 2016).

En 2018 en Ecuador, mediante el tamizaje fitoquimico en los bulbos de
Crinum x amabile identificaron de forma cualitativa la presencia de alcaloides,
flavonoides y antocianidinas (secuencias de grupos de flavonoides) a través
del estudio de la fraccion alcohdlica por la técnica de CG- EM, trabajo
realizado por Marmolejo Anderson, este estudio concuerda con los
resultados obtenidos en la presente investigacion a pesar del uso de técnicas

de tamizaje distintas.

Ademas se han realizado estudios mas a fondo respecto a la composicion
quimica de Crinum amabile, debido a la gran busqueda de sustancias
factibles para la creacién nuevos medicamentos pero los resultados no han
sido totalmente satisfactorios, como es el caso del estudio realizado por
Tallini, et al.,(2018) en el cual identificaron dos estructuras nuevas (N- 6xido
de augustina y N- O0xido de buphanisina), dilucidadas estructuralmente por
RMN, pero al ser comparadas con farmacos de referencia no reflej6 mejores

resultados.
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Analisis de la actividad antibacteriana del extracto metandlico de Crinum

amabile

El extracto obtenido de la especie Crinum amabile fue sometido a pruebas
para determinar su potencial antibacteriano frente a diferentes cepas de
referencia internacional. Los microorganismos seleccionados fueron tres
especies representativas de bacterias: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa; como también dos especies Gram
positivas: Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus. Dicho extracto fue
analizado y puesto a diferentes rangos de concentracion (500-20 mg/mL)
sobre discos de papel de filtro partiendo de una solucion madre de 490 mg/

mL.

La actividad antibacteriana fue evaluada mediante la aplicacion del
método modificado de difusion en agar con discos. Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 6, considerdndose como negativa cuando hubo
crecimiento bacteriano alrededor del disco y positiva cuando no existio
crecimiento alrededor del disco de papel, para este caso se realizaron
mediciones del didmetro de los halos. En tal sentido los resultados fueron
positivos para la cepa bacteriana Gram positiva S. aureus (ATCC 25923)
donde a una concentracion de 470 mg/ mL y un diametro de inhibicion
equivalente a 7 mm, de igual manera el extracto present6 actividad contra la
cepa Gram negativa de E.coli (ATCC 25922) se obtuvo un halo de inhibicion

de 10 mm de diametro con un CIM de concentracion de 300 mg/ mL.

Por el contrario para las cepas bacterianas E. faecalis (ATCC 29912), K.
pneumoniae (ATCC 23357) y P. aeruginosa (ATCC 27853) el resultado fue
negativo, razén por la cual se puede afirmar que el extracto no presenta

actividad frente a dichas cepas.
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Tabla 6.

Actividad antibacteriana del extracto metandlico de las hojas de Crinum amabile.

Zona de inhibicién (mm) CMI
_ ; Extracto
Microorganismos Vi Antibiéticos de referencia (mg /mL)
OX VAN TOB ATM FEP DMSO

S. aureus 7 599 470
(ATCC 25923) mm = - - - ;
E. faecalis NI 17 NE
(ATCC 29912) ) = ) ) -
E.coli

- - > - -
(ATCC 25922) 10mm 215 300
K.pneumoniae (ATCC
23357) NI - - - 221 - NE
P.aeruginosa (ATCC
27853) NI - - - - 218 NE

LEYENDA: mm: milimetros; Met: metanol; NI: no presento inhibicion; OX: oxacilina® 1
Hg; VAN: vancomicina® 30 pg; TOB: tobramicina® 10 pg; ATM: aztreonam® 30 pg;
FEP: cefepime® 75 ug; CMI:  concentracion inhibitoria minima; DMSO:
dimetilsulféxido, NE: no ensayado.

Los antibidticos han salvado millones de vidas, ademas han supuesto una
revolucién en la medicina, sin embargo una amenaza creciente deteriora la
eficacia de estos farmacos y es la resistencia bacteriana a los antibidticos
(Alés, 2015); para contrarrestar esto se realizan multiples estudios y se
buscan diversas alternativas, Crinum amabile es una especie muy Util en este
sentido, ha demostrado tener desde actividad antiinflamatoria y citotoxica a
concentraciones de 12,5 ppm presentando mayor viabilidad celular como se
evidencio en el trabajo realizado por Portero Santiago (2017), ademas de
propiedades anticolinérgicas y las que mas destacan son sus propiedades

antimicrobianas.

En el estudio realizado por Marmolejo en 2018 analizaron la actividad
antimicrobiana por el meétodo de difusion en agar con discos de papel
(diametro del disco = 5 mm) al extracto bruto metandlico y al extracto bruto
de alcaloides de la especie Crinum amabile con concentraciones que iban

desde 700 pug/ mL a 300 pg/ mL realizando comparaciones entre ambos. Con
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respecto al extracto bruto metandlico se aprecié actividad antimicrobiana
frente a S. typhi, E. coli, P. aeruginosa y K. pneumoniae con resultados de
los halos de 6 mm de diametro para la primera 'y 9 mm para las demas a una
concentracion de 700 pg/ mL, fueron considerados como halos minimos,
para C. albicans no presento actividad; al compararse con los resultados
obtenidos para el extracto bruto de los alcaloides se observo que este si
presentd actividad sobre el hongo, resalté a una concentracion de 700 ug/
mL con halo de inhibicibn 6 mm de didmetro, ademas a esta misma
concentracion se obtuvieron halos de 8mm (S. typhi y K. pneumoniae ) 9 mm

(P. aeruginosa) y 10 mm (E. coli) (Ver tabla 7)

El estudio realizado indicé que el extracto bruto de alcaloides posee
mejores zonas de inhibicibn comparado con el extracto bruto metandlico.
Resultados que difieren con los que se han obtenido del extracto metandlico
en esta investigacion puesto que al extracto bruto metandlico frente a las
cepas de referencia P. aeruginosa y K. pneumoniae los resultados fueron
negativos, pero la actividad frente a la cepa de referencia de Escherichia coli
en este caso fue la de mejor prondstico debido que a menor concentracion
generd un halo de inhibicibn mayor. Con base en esto se le puede atribuir la
discrepancia a que las especies se han cultivado en zonas medioambientales
totalmente diferentes, razén por la cual las plantas pueden desarrollar

metabolitos secundarios de acuerdo a sus necesidades.
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Tabla 7.

Comparacion de los estudios antes realizados

Marmolejo

ESTE ESTUDIO

Extracto metandlico Extracto alcaloidal

Extracto metanodlico

S. aureus - - 7 mm
E. faecalis - - 0 mm
E.coli 9 mm 10 mm 10 mm
K.pneumoniae 9 mm 8 mm 0 mm
P.aeruginosa 9 mm 9 mm 0 mm

Al contrastar el efecto antimicrobiano del extracto metanélico de

especie Crinum amabile con estandares de referencia de antibidticos
propuestos por el manual del CLSI para cada microorganismo de referencia
(Oxacilina® 1 ug para S. aureus y Tobramicina® 10 pg para E. coli) se pudo
observar claramente que los halos de inhibicion son mayores en el caso de

los antibiéticos, pero que a elevadas concentraciones del extracto se puede

aumentar su potencial antimicrobiano.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

El andlisis fitoquimico cualitativo realizado al extracto metandlico de
las hojas de Crinum amabile revel6 que en su composicién quimica se
encuentran en mayor proporcion alcaloides, flavonoides y taninos,
ademas de otros metabolitos en menor proporcidon como glicésidos,
esteroides, terpenoides, compuestos fendlicos antraquinonas y
cumarinas. Con base en los datos anteriores es importante resaltar
que a la presencia abundante de alcaloides e incluso a la baja
presencia de glicosidos, compuestos fendlicos y terpenos le es
atribuida su actividad antibacteriana, lo cual coincide con estudios

previos realizados.

El analisis de la actividad antibacteriana mediante el procedimiento de
difusibn en agar con discos fue positivo frente a dos cepas
bacterianas, una Gram negativa y una Gram positiva razén por lo cual
se estima que el extracto metandlico de las hojas de Crinum amabile
brinda una alternativa terapéutica. En tal sentido dicho extracto
presenté actividad contra la cepa (ATCC) Gram positiva
Staphylococcus aureus con una CIM de 470 mg/ mL mientras que no
presentd actividad frente a Enterococcus faecalis a pesar de ser de su
misma clasificacion bacteriana. Ademas también se observo actividad
frente a la cepa de Escherichia coli con una CMI de 300 mg/ mL pero
no para las demas cepas: Klebsiella.pneumoniae y Pseudomonas

aeruginosa siendo todas estas de la clasificacion Gram negativas.
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Cabe destacar que a pesar de que la actividad presentada fue positiva
para las dos cepas antes mencionadas, el resultado de los halos de
inhibicion obtenidos posee un diametro menor al de los antibidticos
utilizados como control positivo e incluso al de antibioticos de
referencia estandar recomendados por el CLSI.

RECOMENDACIONES

Es recomendable realizar el estudio antimicrobiano con otras cepas
bacterianas y también micéticas de referencia, ademas profundizar el
estudio en fracciones aisladas de fiticonstituyentes de las hojas de
Crinum amabile, debido a que se observd actividad antibacteriana
contra los microorganismos patdégenos estudiados.

Evaluar la actividad antibacteriana frente a extractos provenientes de
diversas especies del género Crinum, con el fin de observar si con otra
