A UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
A FACULTAD DE FARMACIA'Y BIOANALISIS
ESCUELA DE BIOANALISIS

A LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES
DE LOS ANDES "Dr. ANTONIO MORALES MENDEZ"

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO METANOLICO DE
Croton leptostachyus EN CEPAS ATCC

Trabajo de grado presentado como requisito para optar al grado de Licenciada en Bioanalisis.

Autora:

Yessika Chacon

C.I: V-21.441.063
Tutora:

Prof. Janne Rojas, PhD
Cotutor:

Prof. Alexis Buitrago, Dr

Mérida, marzo de 2020



DEDICATORIA

A Dios por todas sus bendiciones e iluminar siempre mi camino.

A mi madre, que es mi ejemplo a seguir, por estar en todo momento
conmigo, apoyarme, brindarme su carifio y confiar en mi.

A mi compafiero de vida Amador, por darme la oportunidad de tener una
carrera académica, por su apoyo incondicional, amor, paciencia, confianza e
impulsarme cada dia para lograr esta meta.

A mi sobrina Camila Chacén, por su amor y compafiia en momentos de
tristeza y alegria haciendo este camino mas facil y llevadero.

A mis hermanos, que a pesar de la distancia siempre estan presentes con
una palabra de aliento.

Yessiko Chacon



AGRADECIMIENTOS

A nuestra Alma Mater, la Universidad de Los Andes.

A mi tutora PhD. Janne Rojas, por su total entrega, paciencia y brindarme su
conocimiento cientifico en la realizacion de mi tesis.

A mi cotutor Dr. Alexis Buitrago, por compartirme su experiencia y
conocimientos.

Al Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis y al
Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios (S.G.U), “Lic. Luisa
Vizcaya”, Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes; por brindarme todos
los medios para la ejecucion de este proyecto.

A mis comparfieros Maria Virginia Morales, Ania Hernandez, Estefania La
Cruz y José Paredes por brindarme su apoyo desde el inicio de la carrera.

A mi amiga Sharait Rujano por motivarme dia a dia en la culminacion de esta
meta.

A mi madrina Coromoto Rujano por su apoyo emacional y espiritual durante
el transcurso de mi carrera.

A mi compafiera Teresa Arellano por ser una guia fundamental en la
realizacion de mi tesis.

Y a todos aquellos que de una u otra forma contribuyeron para concretar esta
meta.

Mil gracias.



TABLA DE CONTENIDO

Péag.

RESUMEN vi
LISTA DE FIGURAS Vii
LISTA DE TABLAS Vil
LISTA DE ESQUEMAS IX
INTRODUCCION 1
Antecedentes del Problema 1
El problema 4
Antecedentes Teoricos 4
Trabajos Previos 4
Antecedentes Histéricos 8
Familia Euphorbiaceae 8
Género Croton 8
Especie Croton leptostachyus 9
Distribucion geogréfica del género Croton a nivel mundial 10
Distribucién geogréfica del género Croton en Venezuela 10
Composicion quimica del género Croton 11
Usos etnobotanicos que se le atribuyen al género Croton 13
Bases Teoricas 14
Metabolitos secundarios de las plantas 14
Mecanismos de resistencia de los antibacterianos 15
Extractos 15
Métodos de obtencion 15
Bacterias 16
Tincion de Gram 21
Mecanismos de resistencia 21
Antibioticos 23



Mecanismo de accién de los antibiéticos

Métodos para determinar la actividad antibacteriana

Definicion de términos
Operacionalizacion de las variables
Hipotesis
Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Objetivos especificos
MATERIALES Y METODOS
Tipo de Investigacion
Disefio de la Investigacién
Poblacion y Muestra
Unidad de la Investigacion
Seleccion del Tamafio de la Muestra
Sistema de Variables
Instrumento de Recoleccion de Datos
Procedimiento de la Investigacion
Disefio de Analisis
RESULTADOS Y DISCUSION
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

vi

24
25
26
27
29
30
30
30
30
30
31
31
31
31
32
32
32
38
39
42
44



UNIVERSIDAD DE LOS ANDES

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS S
ESCUELA DE BIOANALISIS
‘ LICENCIATURA EN BIOANALISIS W
bELosanpee LINEA DE INVESTIGACION: actividad antibacteriana

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO METANOLICO DE
Croton leptostachyus EN CEPAS ATCC
Proyecto de Investigacion
Autor:
Yessika Chacén
C.l: V-21.441.063

Tutor:
Prof. Janne Rojas, PhD
Cotutor:

Prof. Alexis Buitrago, Dr
RESUMEN

La especie Croton leptostachyus se caracteriza por contener en su
mayoria metabolitos secundarios como triterpenos, flavonoides y alcaloides.
Esta especie, es ampliamente utilizada por agricultores en el tratamiento de
enfermedades asociadas con bacterias y hongos. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la relacion que existe entre el extracto metandlico de Croton
leptostachyus y la actividad antibacteriana en cepas de referencia
internacional de la Coleccion de Cultivos Tipo Americano (ATCC). El disefio
de esta investigacion fue de campo, laboratorio, contemporaneo,
transeccional, multivariable y de tipo experimental. La muestra seca y molida
(1690 g) de la especie Croton leptostachyus fue sometida a extraccién soélido-
liquido por maceracion en frio, utilizando como solvente metanol. La actividad
antibacteriana se determindé mediante el método de difusion en disco o Kirby
Bauer, se usaron discos de papel filtro de 6 mm de diametro; los cuales
fueron impregnados con 10 pL del extracto de concentracion conocida (489
mg/mL) y cepas ATCC. El disefio de analisis se realizé mediante un enfoque
cuantitativo. Para el extracto en metanol (Met) de la especie C.
leptostachyus, los resultados mostraron actividad solo contra la bacteria
Gram positiva Staphylococcus aureus, con un didmetro de inhibicién de 26
mm y una CIM de 100 mg/mL, por lo que se concluy6é que dicho extracto,
contiene metabolitos con potencial actividad antibacteriana; abriendo asi la
posibilidad de ser utilizado como un fitofarmaco capaz de actuar frente a
bacterias de importancia sanitaria.

Palabras Clave: extracto metandlico, actividad antibacteriana, Croton
leptostachyus, Staphylococcus aureus.
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INTRODUCCION
Antecedentes del Problema

Un agente con actividad antibacteriana es cualquier compuesto quimico, natural o
sintético que inhibe el crecimiento de las bacterias. La capacidad antibacteriana que
poseen los extractos de las hojas de algunas plantas, muy probablemente se deba a
la accién combinada de varios compuestos, mas que atribuirse a uno solo de ellos?.

A partir de 1928, cuando Alexander Fleming descubrio la penicilina, comenzo la
llamada época de los antibidticos y, desde esa fecha, en las décadas siguientes, se
produjo un incremento de forma exponencial en la creacion de nuevas clases de
estos agentes, especialmente en paises desarrollados. Sin embargo, en los afios
recientes la produccion de nuevos antibioticos ha disminuido de forma considerable
y ha surgido como un problema de consecuencias impredecibles la resistencia a
estos, por la aparicién en las bacterias de mecanismos defensivos con el fin de
evadir la accion destructiva de estas sustancias?.

En los dltimos afios el hombre ha encontrado en los recursos naturales la
solucion a diferentes probleméaticas, empleando las plantas a nivel alimenticio,
industrial y medicinal, convirtiéndose de esta manera, en materias primas de vital
importancia para el avance de la humanidad, es asi como los productos naturales
han desempefiado un papel importante y se ha demostrado en diversas
investigaciones el poder antibacteriano de los extractos derivados de las plantas?.

Existen reportes en la literatura que evidencian la gran variedad de géneros de
plantas con propiedades antibacterianas, entre las cuales esta la especie Croton
leptostachyus Linneo 1753, planta comUnmente llamada “mosquero”, utilizada
ampliamente por los agricultores, para el tratamiento de enfermedades producidas
por bacterias y hongos. Este género se caracteriza por contener en su mayoria
sustancias del tipo triterpenos, flavonoides y alcaloides. También se ha registrado la
presencia en menores proporciones de otros metabolitos, tales como: cumarinas,
glicésidos cianogénicos y taninos, entre otros®+4.

Esta investigacion estuvo respaldada por las siguientes aproximaciones tedricas:

sobre los metabolitos secundarios de las plantas y los mecanismos de resistencia de
1



los antibacterianos; la primera, denota que los productos naturales tienen un
importante y significativo valor medicinal y economico, derivado éste ultimo de su
uso en la industria cosmética, alimentaria, farmacéutica. En la actualidad un gran
namero de plantas se siguen utilizando en la medicina tradicional para el tratamiento
de diversas enfermedades®.

La segunda, define a los mecanismos de resistencia como estrategias que
generan las bacterias para disminuir o inactivar la accion de los antibiéticos. Por lo
que, pueden producir enzimas hidroliticas o modificadoras de antibiotico,
permitiendo asi disminuirlo radicalmente?.

Los usos relevantes de las plantas, especificamente del género Croton ha sido
motivo de estudio en diferentes paises en los Ultimos cinco afios, en Kenia (2016)°,
se estudid la actividad antimicrobiana de extractos de corteza de tallo de Croton
macrostachyus contra varias bacterias patdogenas humanas. Asimismo, en Peru
(2018)7, se evalud el efecto antibacteriano In Vitro del latex de Croton lechleri
“Sangre de Grado” frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923); por otro lado en
Paraguay (2019)8, se evalud la actividad sinérgica de los alcaloides crotsparina y
esparsiflorina, aislados de Croton bomplandianum Baill, con los antibacterianos
Gentamicina® y Ciprofloxacina® frente a Pseudomonas aeruginosa, microorganismo
frecuentemente responsable de infecciones intrahospitalarias. Y en Guayaquil-
Ecuador (2019)°, Valdez y Morales; evaluaron la actividad antibacteriana y
antioxidante de los extractos de Hibiscus escobariae Fryxell, Loxopterygium
huasango y Croton ferrugineus Kunth.

En cuanto a la justificacion de la investigacion, debe responder a los por qués o
razones de la misma. Especificamente, estas razones pueden ser categorizadas
como necesidades, curiosidades y preocupaciones, motivaciones, intereses, valores,
potencialidades, oportunidades, tendencias y contradicciones®. En esta
investigacién se identificaron las siguientes razones:

La resistencia bacteriana a ciertos antibioticos, debido a que las bacterias
expresan mecanismos tales como, modificar o cambiar sus puntos de union para los
antibioticos, evitando que el mismo pueda ejercer su accion, esta informacion

genética puede ser transmitida mediante plasmidos o bacteriéfagos a su misma



especie u otras especies!l. Dentro de las bacterias que muestran resistencia, estan
el género Staphylococcus especie aureus, que en 1946 presentaba la mayoria de
sus cepas sensibles a la Penicilina®; en la actualidad casi todas las cepas
nosocomiales, son resistentes a Bencilpenicilina® y algunas lo son a la Meticilina® y
Gentaminicina®, y el género Pseudomonas aeruginosa, que actualmente presenta
resistencia a la mayoria de los antibi6ticos?.

Los metabolitos secundarios presentes en esta planta, por ejemplo, los terpenos,
los compuestos fendlicos y por ultimo los alcaloides, han demostrado poseer
actividad biologica en el tratamiento de enfermedades. Los extractos son usados
popularmente por la medicina tradicional, como método curativo o preventivo®3.

Se han hallado evidencias de una gran variedad de especies de plantas con
propiedades antibacterianas y antifungicas, entre las cuales esta el Croton
leptostachyus, utilizada ampliamente por los agricultores, para el tratamiento de
enfermedades producidas por bacterias y hongos. También se encontraron razones
con categoria de potencialidad, en lo que a antibiéticos se refiere, debido a que los
mismos, que se usan para el tratamiento de pacientes que poseen infecciones,
usualmente son versiones sintéticas de sustancias elaboradas por microorganismos,
los cuales para sobrevivir por millones de afos tuvieron que desarrollar
simultineamente mecanismos de proteccién contra otras especies (antibiéticos)*.

Por tal motivo, se considera que la actividad antibacteriana del extracto
metandlico de Croton leptostachyus en cepas ATCC, proporcionara evidencia de su
factibilidad como sustituto de los antibiéticos, siendo este un tema de gran interés
para la industria farmacéutica y para las ciencias de la salud.

Hurtado (2010)*° se refiere al alcance de una investigacion como la amplitud y la
profundidad del conocimiento que se quiere aprender. El verbo del objetivo general
es la cuspide del conocimiento adquirido durante la realizacion de un trabajo
cientifico, él mismo se refiere a la profundidad del estudio a desarrollar. Dicha
investigacién tuvo como alcance evaluar la actividad antibacteriana del extracto
metandlico de Croton leptostachyus en cepas ATCC.

En cuanto a las limitaciones de la investigacion Hernandez, Fernandez y

Batistal#, hacen referencia a aspectos importantes tales como: la disponibilidad de



recursos financieros, humanos y materiales, sin los cuales se presentarian grandes
dificultades en la elaboracion del trabajo, es por ello que se identificé como posible
factor limitante el alto costo de los materiales y reactivos para la realizacion de las
distintas técnicas en la caracterizacion de los microorganismos, los cortes de

electricidad, transporte publico e internet.
El Problema

Después de describir la situacion actual del problema, en la presente
investigacion se formuld el siguiente enunciado holopraxico: ¢ El extracto metandlico
de las hojas de Croton leptostachyus presenta actividad antibacteriana frente a las
cepas ATTC, actividad que se realizar4 en el Laboratorio de Productos Naturales
"Dr. Antonio Morales Méndez" de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la
Universidad de Los Andes, desde septiembre de 2018 hasta febrero de 20207

Antecedentes Teobricos
Trabajos Previos

Obey et al. (2016)%, realizaron un trabajo de investigacién en la Universidad de
Africa Oriental (Africa-Kenia), que llevé por nombre actividad antimicrobiana de
extractos de corteza de tallo de Croton macrostachyus contra varias bacterias
patdgenas humanas. Sumergieron (500 g) de corteza de tallo de Croton
macrostachyus en acetato de etilo y butanol, obtuvieron una concentracion final de
500 mg/mL en ambos, esta solucion se diluy6 en serie para dar las concentraciones
de 250 mg/mL a 1,95 mg/mL. La actividad antibacteriana la evaluaron por el método
en agar con discos, inocularon los microorganismos en la superficie del agar; luego
colocaron los discos de papel de filtro (6 mm de diametro), previamente
impregnados (75 pL de extracto) y con el control negativo (DMSO). Usaron los
antibidtico de referencia como control positivo (Amoxicilina® 20 pg, Ciprofloxacina® 5
ug para E. coli, S. Typhi, K. pneumoniae y E. aerogenes; Ampicilina® 10 ug para L.
monocytogenes, Clotrimazol® vy cefotaxima® 30 pg para C. albicans); las cepas
bacterianas se cultivaron a 37° C y C. albicans a 30° C. Los resultados de las

pruebas antimicrobianas las expresaron como medias + desviacion estandar (DE),
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en el caso del extracto de acetato de etilo (EtOAc) mostré actividad antimicrobiana
contra todos los patdégenos estudiados S. Typhi (16,0 £ 1,2 mm), E. coli (12,2 £ 1,6
mm), K. pneumoniae (10,7 + 1,0 mm), E. aerogenes (10,1 £ 0,6 mm) y L.
monocytogenes (11,7 = 1,3 mm) con actividad mas débil contra C. albicans (5,6 +
1,0 mm). En el mismo extracto, obtuvieron una CIM en el rango de 250 mg/mL a 125
mg/mL contra todas las bacterias estudiadas y contra C. albicans (CIM de 500
mg/mL). En el extracto de butanol, encontraron una CIM de 250 mg/mL contra E. coli
y S. Typhi, 500 mg/mL contra K. pneumoniae y E. aerogenes.

Chininin J, Cisneros C. (2018)7, desarrollaron una investigacion en la
Universidad San Pedro (Chimbote-Pertd), en la que evaluaron el efecto
antibacteriano In Vitro del latex de Croton lechleri “Sangre de Grado” frente a
Staphylococcus aureus. Prepararon 6 placas del cultivo bacteriano, los discos que
utilizaron, previamente fueron embebidos con los 15 uyL de los siguientes
tratamientos: etanol 96°, Eritromicina® 15 ug, Crotén lechleri al 50%, 70% y 100% de
concentracion, utilizando como disolvente etanol. En tres placas de Petri sembraron
discos impregnados con etanol y Eritromicina® y, en otras tres placas los discos
conteniendo sangre de grado en concentraciones de 50%, 70% y 100%. Ubicaron
los discos con un diametro de 6 mm a una distancia minima de 25 mm uno del otro;
incubaron a 37,2°C dentro de los 15 minutos posteriores a la aplicacidon de los discos
por 48 horas, finalmente midieron los diametros de las zonas de inhibicion utilizando
un vernier.

Los resultados mostraron un promedio para los didmetros de los halos de
inhibicién bacteriana de 13 mm; 14,83 mm y de 15,33 mm para sangre de grado a
50%, 70% y 100% de concentracion, con un porcentaje de inhibicion de 46,43%;
52,96%; y 54,75%; lo que les permitié6 concluir que el tratamiento con el latex de
Croton lechleri al 100% es el que reporta el mayor promedio de inhibicibn con un
efecto antibacteriano In Vitro del 54,75 % frente a Staphylococcus aureus.

Garcia J, Alvarenga N. (2019), llevaron a cabo un trabajo cientifico en la
Universidad Nacional de Asuncion (Paraguay), titulado Actividad sinérgica In Vitro de
los alcaloides crotsparina y esparsiflorina aislados de Croton bomplandianum frente

a Pseudomonas aeruginosa. En cuanto a las pruebas de sinergia, los resultados



obtenidos entre la combinacién de Gentamicina® con esparsiflorina mostraron un
marcado efecto sinérgico, con un valor del indice fraccional de la concentracion
inhibitoria (FICI) de 0,25 mg/mL. La combinacion consigue una reduccion de la
concentracion inhibitoria minima (CIM) del antibiético (1 pg sin combinar) y del
alcaloide (2000 pg/mL sin combinar) de 0,125 pg y 250 pg/mL. Esto es
particularmente relevante en el caso de Gentamicina®, puesto que es conocido que
los antibidticos aminoglucosidos presentan importantes efectos adversos, siendo los
mas importantes la nefrotoxicidad y la ototoxicidad que muchas veces limitan su
empleo. Respecto a la combinacion de Ciprofloxacina® con esparsiflorina observaron
efecto aditivo, no sinérgico; en esta misma combinacién, observaron un valor de FICI
de 0,375 pg/mL lo que evidencia un claro efecto sinérgico entre ambas sustancias.
Para el antibacteriano Gentamicina® y la crotsparina, mostré efecto sinérgico; el
valor del indice fraccional de la concentracion inhibitoria (FICI) obtenido fue de 0,25
pHg/mL y observaron una reduccion en el valor de las CMI del antibidtico (1 pg sin
combinar) y el alcaloide (2000 pg/mL sin conmbinar) de 0,125 pug y 250 pg/mL
combinados. El resultado es similar al obtenido para la esparsiflorina, indicando que
en el caso de la Gentamicina® la magnitud del efecto no es dependiente de las
diferencias en la estructura del alcaloide.

Aunado a ello, en el valor de la CIM para la Ciprofloxacina® (0,5 pug sin combinar)
con esparsiflorina (2000 ug/mL sin combinar), consiguieron una reduccién de 0,0625
Hg y 1000 pug/mL, la misma es relevante; porque este antibiético también presenta
efectos adversos, si bien moderados en comparacion con la Gentamicina®. La
reduccion en el valor de la CIM implicaria eventualmente una disminucién en las
dosis empleadas del farmaco, aumentando su margen de seguridad. A diferencia de
lo que sucede con la Gentamicina®, en el caso de la Ciprofloxacina® la accion si
depende de la estructura de los alcaloides, ya que en un caso se observa efecto
aditivo y en el otro sinérgico. Otro aspecto importante en la interaccion de la
Ciprofloxacina® con los alcaloides, donde la disminucién de sus valores de
concentracion inhibitoria minima (CIM) hacen que se alejen del valor limite de 0,5
pg/mL (por encima del cual la cepa podria presentar resistencia), o cual indica que

los alcaloides aumentan la susceptibilidad del microorganismo al farmaco



antibacteriano. Estos resultados, permitieron a los autores concluir que los alcaloides
crotsparina y esparsiflorina producen una importante disminucion de los valores de
CIM de los farmacos antibacterianos Gentamicina® y Ciprofloxacina® frente a P.
aeruginosa. El efecto es sinérgico para la crotsparina con ambos farmacos y es
sinérgico para la esparsiflorina con Gentamicina® y Ciprofloxacina®.

Valdez y Morales. (2019)°, en la Universidad de Guayaquil, evaluaron la actividad
antibacteriana y antioxidante de los extractos de Hibiscus escobariae Fryxell,
Loxopterygium huasango y Croton ferrugineus Kunth. Para el analisis de las
muestras realizaron tamizaje fitoquimico, cuantificacion de flavonoides por el método
colorimétrico cloruro de aluminio, fenoles totales por la técnica de Folin-Ciocalteu, la
actividad antioxidante mediante la técnica 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH), de
igual manera la actividad antibacteriana por el ensayo de difusién por disco. Hibiscus
escobariae (Malvaceae), presentd poco contendido de alcaloides, esteroles y
triterpenos; pero elevados contenidos de los flavonoides con un total de 100,95 mg
CE/g de extracto (quercetina por gramos de extracto) y fenoles con un total de
12,24 mg GAE/g de extracto (acido galico por gramos de extracto) y las quinonas,
antraquinonas y saponinas estuvieron ausentes, a pesar de tener elevados
contenidos de flavonoides y fenoles, no exhibi6é actividad antioxidante; en tanto que
mostré actividad antibacteriana frente a las siguientes bacterias Gram positivas:
Bacillus subtilis con un halo de inhibicion de 13,5 mm, (CMI: 100 mg /mL) y Listeria
monocytogenes un halo de inhibicién de 7,4 mm (CMI de 50 mg/mL) pero, para las
bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Vibrio
parahaemolyticus) no present6 ninguna actividad antibacteriana.

Loxopterygium huasango (Anacardiaceae), presenté alcaloides, flavonoides
(995,42 = 3,16 mg CE/g extracto), fenoles (314,72 + 1,91 mg GAE/ g extracto),
taninos, quinonas y antraquinonas en proporciones abundantes y poco contenido de
esteroles, triterpenos y saponinas. El porcentaje de inhibicién del radical DPPH en L.
huasango fue de 92,97%, cercano al del acido ascérbico (Vitamina C) que obtuvo un
porcentaje del 95,48%; lo cual indica una gran capacidad antioxidante. Ademas, una
gran actividad antibacteriana frente a todas las bacterias Gram positivas (S. aureus

con un halo de inhibicion de 9 mm, B. subtilis 10,5 mm; ambas con una CMI de 5



mg/mL y L. monocytogenes un halo de inhibicion de 8 mm con una CMI de 2,5
mg/mL) y Gram negativas (E. coli con un halo de inhibicibn de 7,75 mm, P.
aeruginosa 10,25 mm y 9,5 mm para V. parahaemolyticus, todas presentaron una
CMI de 2,5 mg/mL).

Croton ferrugineus (Euphorbeaceae), en el tamizaje fitoquimico presentd
elevadas cantidades de flavonoides (190,50 + 0,83 mg CE / g extracto), fenoles
(10,17 £ 0,22 mg GAE/ g extracto) y taninos, en bajas concentraciones los
alcaloides, esteroles, triterpenos, quinonas, antraquinonas y saponinas. La actividad
antioxidante fue alta, con un porcentaje de inhibicién del radical DPPH del 82,95%,
estando cerca al porcentaje de inhibicibn de 95,32% del acido ascorbico y no
presento inhibicion antibacteriana frente a las bacterias Gram positivas (S. aureus,
B. subtilis y L. monocytogenes), pero; si para una de las bacterias Gram negativas

(E. coli con un halo de inhibicion de 8 mm con un CMI de 200 mg/mL).
Antecedentes historicos
Familia Euphorbiaceae

Entre las Angiospermas es la sexta familia més diversa; presenta cinco
subfamilias, 317 géneros y cerca de 8100 especies, con distribucion tropical y
subtropical, la mayoria de taxones crece en zonas bajas, aunque unas pocas
especies pueden alcanzar los 4000 m de altitud!®. Esta familia se caracteriza por
presentar latex o exudado coloreado y estipulas de diversas formas; las hojas son
simples, espiraladamente dispuestas y soOlo en algunas especies son opuestas;
generalmente presentan glandulas de diversas formas en la lamina y a veces sobre
el peciolo. Las flores generalmente estdn dispuestas en inflorescencias muy
variadas. El fruto es una capsula esquizocarpica con dehiscencia explosiva. La

semilla tiene un rafe muy notorio y generalmente presenta cartincula o arilo*®.
Género Croton

Comprende aproximadamente unas 1300 especies difundidas en las regiones
célidas del planeta, sobre todo en América del Sur y en Africa; es el género mas

grande de la subfamilia Crotonoideae'’. El género Croton comprende desde hierbas
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a arboles, con muy variadas formas de hojas, exudado coloreado, generalmente con
glandulas en la base de la lamina y/o sobre el peciolo, flores femeninas
generalmente con pétalos reducidos o0 ausentes. Una de las principales
caracteristicas del grupo es la curvatura apical de los filamentos estaminales en el
botdn floral, lo cual hace que las anteras estén invertidas de manera introrsa'®°,
Otra caracteristica diagnostica del género es la presencia de tricomas estrellados
y lepidotos, los cuales parecen variar en densidad y persistencia dependiendo de la
edad y las condiciones ambientales. Se ha reconocido que el tipo y posicion de los
tricomas son caracteres Utiles para diferenciar especies???122, Ademas, la mayoria
de las especies de Croton poseen estructuras secretoras de diversa indole, tales

como nectarios florales y extraflorales 2324,
Especie Croton leptostachyus

Planta conocida cominmente como mosquero, la cual es ampliamente utilizada
por agricultores en el tratamiento de enfermedades asociadas a bacterias y hongos.

Forma parte de arbustales abiertos y ralos (Ver Tabla 1-2)*8.

Tabla 1. Taxonomia de la especie Croton leptostachyus Linneo 175318,

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Euphorbiales
Familia Euphorbiaceae
Género Croton
Especie Croton Leptostachyus (L.)




Tabla 2. Caracteristicas Botanicas de la Especie Croton leptostachyus?®.

Parte de la planta Descripcién

Generalmente simples, compuestas, palmeadas; alternas u opuestas, con

Hojas estipulas que pueden estar transformadas en espinas o glandulas.

Imperfectas monoicas o dioicas, dispuestas en espigas o racimos, la inflorescencia

Flores caracteristica es el ciatio.

Filamentos libres o soldados, a veces ramificados, insertos sobre un disco

Estambres nectarifero; con anteras bitecas y dehiscencia longitudinal.

Ovario slpero, con tres carpelos soldados, con tres léculos y uno o dos évulos

Gineceo cada uno, placentacion axilar, estilos libres o unidos en forma variable.

Con embrién recto o curvo, a menudo con ornamentacién muy variada y de alto

Semillas interés taxondmico, en ocasiones con abundante endosperma oleaginoso.

Distribucion Geografica del Género Croton a Nivel Mundial

Croton es uno de los géneros mas grandes de angiospermas con mas de 1200
especies y es el segundo género mas diverso de la familia Euphorbiaceae!®?°. Se
encuentra distribuido en los tropicos y subtropicos de todo el mundo, principalmente
en zonas aridas y semiaridas, con mayor diversidad en Brasil, Madagascar y el
Caribe??.

Distribucion Geogréfica del Género Croton en Venezuela

En Venezuela, Croton es el género mejor representado de la familia
Euphorbiaceae con 79 especies?*. Para la regién Andina las especies mas
conocidas son Croton leptostachyus, Croton fragilis, Croton chamanus y Croton

conduplicatus (Ver Tabla 3)%°.
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Tabla 3. Distribucion geografica del género Croton en Venezuela?.

Género y especie Ubicacién geografica

Croton leptostachyus Laderas con vegetacion secundaria entre 800 y 2400 m.s.n.m
en los estados Mérida, Tachira y Trujillo. Ademéas en Zulia
entre 100 y 2400 m.s.n.m.

Croton fragilis Regiones semiaridas del valle del rio Chama en Mérida,
donde forma parte de la vegetacion xerofitica en laderas, V|
bordes de camino entre 450 y 1200 m.s.n.m y en la zona

costera del pais.

Croton chamanus Regiones semiaridas de Lara y del valle del rio Chama en

Croton conduplicatus Mérida. Forma parte de la vegetacion xerofitica sobre laderas
de suelos arenosos entre 300 y 2000 m.s.n.m. En Venezuela
tiene amplia distribucién, encontrandose en casi todos los

estados del pais entre 0 y 1200 m.s.n.m.

Composicion Quimica del Género Croton

La quimica del género Croton ha sido bien explorada; aislandose sustancias tipo
triterpenos, flavonoides y alcaloides. También se ha registrado la presencia de otros

metabolitos como las cumarinas, glicésidos cianogénicos y taninos?>.
Triterpenos

Los terpenos son hidrocarburos que pertenecen a las familias de los alquenos,
alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y cetonas. Cuando las moléculas contienen
atomos de oxigeno se da preferencia al término terpenoide, aunque ambas
denominaciones suelen utilizarse. La unién sucesiva de seis unidades de isopreno
da origen al triterpeno. Se localizan en las plantas, sobre todo en las hojas, en las
flores y en los frutos y, en menor cantidad en los tallos, el tronco y las raices. Entre
los terpenos aislados en el género Croton se encuentran el S—cariofileno y a—amirina
(Ver Figura 1),
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Figura 1. Estructuras quimicas de algunos terpenos aislados del género Croton?s,
Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, el polvo del ambiente y sustancias quimicas presentes en los
alimentos. Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable
de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y
otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Por
ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fenébmenos de dafio
oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de patologias,
incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer. Los flavonoides
son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comun de
difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos aromaticos ligados a través de
otro anillo de nucleo pirano heterociclico. Entre los flavonoides aislados del género
Crotdn estan la quercetina y el canferol (Ver Figura 2)26.
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Figura 2. Estructuras quimicas de algunos flavonoides aislados del género Croton2s,

Alcaloides

Son compuestos organicos de origen natural (generalmente vegetal), nitrogenado
(el nitrégeno se encuentra intraciclico), derivados de aminoacidos, de caracter mas o
menos basico, de distribucidon restringida, con propiedades farmacologicas
importantes a dosis bajas. Los alcaloides son esencialmente sustancias presentes
en todos los drganos de la planta del género Croton entre estos estan la glaucina y

la tapsina (Ver Figura 3)%’.

CHy CHs OCHj

0 O Nech, H,CO O
o 0 HsCO
o CH,

|
CHj, d-Glaucina

Tapsina

Figura 3. Estructuras quimicas de algunos alcaloides aislados del género Croton?’.

Usos Etnobotanicos que se le Atribuyen al Género Croton

Las especies que pertenecen al género Croton, se caracterizan porque poseen
un amplio rango de usos etnobotanicos. A nivel popular sus hojas se usan como

agente cicatrizante, ademas posee propiedades antiinflamatorias, antisépticas y
13



hemostaticas, asi como antidiarreico. También se ha utilizado en el tratamiento de
Ulceras gastrointestinales, colicos uterinos, retencion urinaria 'y como
anticancerigeno. Algunas poblaciones indigenas lo han usado en el tratamiento de
fiebres atribuidas a infecciones de origen digestivo, para bafios vaginales antes del
parto, para el caso de hemorragias postparto y para tratar diferentes afecciones de
la piel. En la medicina popular se utilizan dosis de decocciones obtenidas de
especies del género Croton, a partir de ocho gotas (aunque se alcanzan incluso
dosis de 20 a 30 gotas), que son aplicadas sobre la piel o administradas via oral. En
los diferentes paises donde se encuentra distribuida, resulta habitual encontrar un
latex de color rojo caracteristico en diferentes presentaciones, tanto en forma liquida,

e incorporado a diversos preparados?’.
Bases Teoéricas
Metabolitos Secundarios de las Plantas

A diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad significativa
del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de
moléculas organicas que no parecen tener una funcién directa en procesos
fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes o0 sintesis de proteinas,
carbohidratos o lipidos, y que se denominan metabolitos secundarios. Estos ademas
de no presentar una funcion definida en los procesos mencionados, difieren también
de los metabolitos primarios en que ciertos grupos presentan una distribuciéon
restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos secundarios se
encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en pequefias cantidades y
no de forma generalizada, estando a menudo su produccién restringida a un
determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies®.

También reciben la denominacion de productos naturales y tienen un importante
y significativo valor medicinal y economico, derivado éste ultimo de su uso en la
industria cosmética, alimentaria, farmacéutica. Un gran nimero de estos, que ya se
usaban en la medicina antigua como remedios para combatir enfermedades, se
utilizan en la actualidad como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de

sabor, aromas, colorantes, entre otros>.
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Mecanismos de Resistencia de los Antibacterianos

Son estrategias que generan las bacterias para disminuir o inactivar la accion de
los antibidticos. Por lo que, pueden producir enzimas hidroliticas o modificadoras de
antibiotico, permite asi disminuirlo radicalmente. Pueden presentar bombas de eflujo,
expulsando el antibiético hacia el exterior de la bacteria. A su vez, cambian la
permeabilidad de la membrana imposibilitando la entrada del antibiético a la
bacteria. Por ultimo, pueden alterar el sitio de accién del antibi6tico?®. Por ello, la
resistencia bacteriana continla en aumento y representa serios retos para el
tratamiento de infecciones. Asimismo, en los uUltimos afios se han realizado muchas

investigaciones, que han demostrado el poder antibacteriano de los extractos?.
Extractos

Los extractos son una mezcla compleja de compuestos quimicos, obtenibles por
procesos fisicos, quimicos y/o microbiolégicos a partir de una fuente natural y
utilizable en cualquier campo de la tecnologia®.

Métodos de Obtencidén
Maceracion

Es una extraccion que se realiza a temperatura ambiente. Consiste en remojar el
material vegetal, bien fragmentado en un solvente (agua o etanol, se prefiere el
etanol puesto que a largos tiempos de extraccion el agua puede propiciar la
fermentacién o la formacion de mohos) hasta que éste penetre y disuelva las
porciones solubles. Se puede utilizar cualquier recipiente con tapa que resista al
disolvente; en éste se colocan el material vegetal con el disolvente, una vez tapado
se deja en reposo por un periodo de 2 a 14 dias, durante los cuales se debe agitar
ocasionalmente. Pasados estos dias, se filtra el liquido, se exprime el residuo, se
recupera el solvente en un evaporador rotatorio y finalmente se obtiene el

extracto3l.
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Percolacion

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

constantementesl,
Decoccion

En este procedimiento se hierve la materia vegetal en agua por un tiempo
variable (segun sea la planta o el principio activo a extraer). Una vez hecha la
decoccion se enfria, se filtra y se afiade suficiente agua fria a través de la materia

vegetal hasta obtener el volumen deseado3!.
Infusién

Es el proceso en cual se somete las partes de la planta a utilizar previamente
humedecida al contacto con el solvente a una temperatura igual a la de ebullicién del
agua, se deja enfriar hasta temperatura ambiente y se filtra mediante un tamiz o

papel de filtro3L.
Digestion

Es una forma de maceracién, con ligero calentamiento durante el proceso de
extraccidn, siempre gue esta temperatura no altere los principios activos del material
vegetal. Se utiliza este proceso con aquellas partes vegetales mas duras, o que

contienen sustancias poco solubles3.
Bacterias

Son microorganismos que poseen una estructura relativamente simple, son
procariotas, es decir, unicelulares sencillos, sin membrana nuclear, ni reticulo

endoplasmico que se reproducen por division asexual. Ademas, tienen una
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capacidad extraordinaria de adaptacion a diferentes condiciones ambientales.
Afortunadamente, solo algunas especies se asocian con enfermedades humanas,
sin embargo, algunos de ellos son agentes etiologicos de enfermedades infecciosas

fatales32:33,
Clasificacion de las Bacterias

Las bacterias se clasifican en dos grupos diferentes en funcion de la estructura

de su pared celular3334,
Gram positivas

Son aquellas que se tifien de azul oscuro o violeta por la tincion de Gram. Esta
caracteristica quimica esté intimamente ligada a la estructura de la envoltura celular,
por lo que refleja un tipo natural de organizacién bacteriana. Son grupos principales
de bacterias y, cuando se tratan como taxén, se utiliza también el nombre de

Posibacteria y las que restan son las bacterias Gram negativas®.
Composiciéon de su Pared Celular

La pared celular de las bacterias Gram positivas esta formada en un 90% por
peptidoglicano, siendo éste el principal componente que permite diferenciarlas con la
pared de las Gram negativas, pues al tefirlas, es gracias al grosor que éste le
proporciona, que se logra mantener la coloracion del cristal violeta en el interior de la
célula al Gram. Ademas del peptidoglicano, ésta se encuentra compuesta de acidos

teicoicos, los cuales estan presentes en pequefias cantidades (Ver Figura 4)3°,
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Figura 4. Pared celular de las bacterias Gram positivas3.

Entre las bacterias Gram positivas se encuentran:
Staphylococcus aureus

Son cocos Gram positivos en racimos irregulares, inmoéviles no formadores de
esporas, sin capsula, catalasa y coagulasa positiva y aerobios facultativos, poseen
alta tolerancia a la sal, fermentan el manitol, las colonias son redondas, lisas,
elevadas y resplandecientes de color amarillo dorado intenso. Ademas, causan
infecciones pidgenas en lactantes y nifios, en la piel, celulitis, furinculos e
infecciones post-operatorios. Si la lesion es severa las bacterias pasan las barreras
locales de la lesion llegando a los ganglios linfaticos y al torrente sanguineo en

donde se multiplica causando necrosis®’.
Enterococcus faecalis

Son cocos Gram positivos que se encuentran formando parte de la microbiota de
la cavidad oral y del tracto gastrointestinal, anaerobio facultativo, catalasa negativo,
inmovil y no esporulado que se dispone en pares o cadenas. Tienen un rango optimo
de crecimiento de 30 a 35 °C, crecen en caldos con 6,5% de NaCl e hidrolizan la
esculina. Se atribuye ser el agente causal de entre un 5 a 20% de endocarditis

bacteriana3®.
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Gram negativas

Las bacterias gramnegativas poseen una pared celular compuesta por pocas
capas de peptidoglucano y una membrana externa, compuesta por lipopolisacéaridos,
lipoproteinas y fosfolipidos. El peptidoglucano esta unido a lipoproteinas de la
membrana externa y se encuentra en el periplasma, una sustancia gelatinosa
localizada entre la membrana externa y la membrana plasmética, que contiene una

concentracion elevada de enzimas degradantes y proteinas de transporte®.
Composicion de su Pared Celular

La pared de las bacterias Gram negativas no posee acido teicoico. La membrana
externa contiene diversas proteinas; entre ellas, las porinas o canales proteicos que
permiten el paso de ciertas sustancias. También presenta unas estructuras
llamadas lipopolisacaridos (LPS), que estdn formados por tres regiones: el
polisacarido O (antigeno), una estructura polisacarida central (KDO) y el lipido A
(endotoxina) (Ver Figura 5). El lipopolisacarido contiene una toxina termoestable que

se libera al romperse la bacteria, pudiendo resistir a la esterilizacion en autoclave®.
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Figura 5. Pared celular de las bacterias Gram negativas36.
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Entre las bacterias Gram negativas estan:
Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, aerobio o anaerobio, fermenta la lactosa y la
glucosa, sin capsula y moviles. Las cepas lisas forman colonias incoloras, convexas
y brillantes, pero al ser sub-cultivadas se convierten en cepas rugosas que forman
colonias granuladas y opacas. Se encuentra en el intestino grueso, causan
enfermedad intestinal primaria e infeccion extra-intestinal, puede desplazarse del
conducto intestinal al tracto urinario y a los riflones por via hematégena o linfatica

presentando con mayor frecuencia procesos patoldgicos en el tracto urinario®’.
Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo Gram negativo, movil, aerobio, no forma esporas, fermenta la
glucosa, es negativo al indol y generalmente no tiene capsula. En un medio de agar
sangre, las colonias son grandes, irregulares con pigmento verde. Tienen proteasas
que pueden ser responsables de las lesiones cutaneas hemorragicas observadas en
algunas infecciones. Ademas produce una enterotoxina responsable de la diarrea
asociada con infecciones intestinales, también da lugar a infecciones del tracto
urinario, infecciones de quemaduras y heridas, meningitis, bronconeumonia y

endocarditis bacteriana®’.
Diferencias entre bacterias Gram positivas y Gram Negativas

v' Las bacterias Gram positivas tiene una gruesa capa de peptidoglicano, dos
tipos de acidos teicoicos: el acido lipoteicoico (ubicado en la cara interna de la
pared celular y unido a la membrana plasmética) y el &cido teicoico (que se

halla en la superficie, anclado solamente en el peptidoglicano).

v' En las bacterias Gram negativas, la pared celular es delgada, y esta unida,
mediante lipoproteinas, a otra membrana plasmatica externa, dicha

membrana es soluble en solventes organicos, la capa de peptidoglucano es

20



muy delgada y no retiene el complejo de cristal violeta, y por lo tanto no es

posible su tincién azul violacea®®.
Tincion de Gram

Es una técnica de coloracion bacteriana que debe su nombre al cientifico
Christian Gram; mediante su uso se pueden diferenciar estos microorganismos en
dos grupos Gram positivos y Gram negativos, basadndose en la composicion
molecular de la pared celular, es asi como los Gram positivos por su gran cantidad
de peptidoglicano retienen el colorante primario (cristal violeta) y se tifien de color
parpura, por el contrario los Gram negativos al poseer una membrana externa con
un alto contenido de lipidos, son decoloradas por la mezcla de alcohol-acetona,
tomando como tincién el colorante secundario (safranina) observandose de color

rojo?.
Mecanismos de resistencia

La resistencia de las bacterias a los antibiéticos es una consecuencia previsible
de la variacion genética, al administrar un antibiético se ejerce una presién selectiva
sobre las bacterias de tal manera que se ven forzadas a defenderse. Se define como
las estrategias que utilizan las bacterias para disminuir o inactivar la accién de los

agentes antimicrobianos, atacandolos y asi persistiendo en el hospedero.
Tipos de mecanismo de resistencia

Las modificaciones genéticas que se presentan en las bacterias son capaces de
impedir que los antibiéticos las destruyan al generar por lo menos ocho sistemas de

defensa*®.
Destruccién o inactivacién enzimética

La forma mas comun de este tipo de resistencia es la perduracion de -
lactamasas, estas enzimas estan presentes tanto en bacterias Gram negativas como
en Gram positivas. Inicialmente la bacteria se ve expuesta al antibidtico y esto la
induce a producir la B-lactamasa. La resistencia de las bacterias por el mecanismo
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de inhibicién enzimatica no esta limitada al medio hospitalario, sino que también toca

a las bacterias adquiridas en las comunidades*°4%,
Alteracion de la membrana bacteriana

La resistencia a las penicilinas se debe a la existencia de una membrana externa
que impide que el antibidtico atraviese a dicha membrana en los Gram negativos
especificamente por los orificios llamados porinas, los cuales estan constituidos por
proteinas que forman un canal de paso restringido hacia el interior de la bacteria,
esta membrana externa esta ausente en los Gram positivos. La resistencia a
algunos antibiéticos se debe a las mutaciones que permiten que las bacterias

pierdan porinas especificas y se vuelvan resistentes a los antibiéticos B-lactamicos*°.
Cambios en la permeabilidad de la membrana interna

Otra forma de resistencia de la bacteria es la alteracibn de la produccion
energética que no permite el paso del antibidtico de la capa externa a la interna de la
membrana: este transito consume energia y se efecta mediante un transportador
anionico; al alterar la bacteria este mecanismo se defiende del ataque del

antibiotico*?.
Alteracion del blanco ribosomal

Por medio de este mecanismo la bacteria adquiere habilidad para inhibir la
sintesis proteinica y el crecimiento celular. También se puede modificar el ribosoma
mediante la mutacion de algunas de sus proteinas como la 12S de la subunidad
30S. La resistencia a Rifampicina®, por modificacién de la ARN-polimerasa, y la
mutacion de las subunidades de la ADN-girasa (que otorga resistencia a las
qguinolonas) son ejemplo de ellos. La alteracion del blanco ribosomal lo realiza la

bacteria a través de genes mediados por plasmidos*..
Modificacion enzimatica

Es debida al cambio enzimatico codificado por el gen del plasmido o el
cromosoma. La alteracion de la molécula por acetilacion, fosforilacion y adenilacion,
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puede inactivar los antibidticos durante su paso por el citoplasma bacteriano. Las
enzimas responsables son altamente heterogéneas y su sintesis esta codificada por

varios genes, por lo cual la mutacién no es frecuente“°.
Extraccion activa del antibiotico

Por medio de este mecanismo, se altera la produccién de energia, se disminuye
la entrada y concentracion del antibidtico, se promueve la extraccién activa del
mismo por lo tanto su efecto se reduce. Para garantizar que el antibiotico sea
expulsado hasta el ambiente externo las bombas de energia altamente eficientes se
acoplan con algunas porinas. Una de las caracteristicas mas interesante de este tipo
de resistencia es que suele conferir proteccion contra diferentes antimicrobianos a la

vez?,
Alteracion de los precursores de la pared

Por medio de este mecanismo de resistencia mediado por un gen cromosomal, el
peptidoglicano precursor es cambiado al modificar la terminacién D-alamina por D-
alanina-D-lactato y de esta manera se logra que el antibiético no se pueda unir al
precursor de membrana. Este mecanismo se ha estudiado con Vancomicina® vy

antibiodticos glicopeptidicos?.
Modificacion de las enzimas blanco

Este mecanismo de resistencia a la penicilina y otros antibioticos B-lactamicos
comprende las alteraciones en una o0 mas de las proteinas fijadoras de penicilina
(PBP) que son fundamentales en la sintesis de peptidoglicano que forman la
membrana bacteriana y al alterarlos, hace que la bacteria se torne resistente al

antibiotico?0.
Antibidticos

Son agentes terapéuticos de accion bactericida o bacteriostatica sobre un
espectro mas o menos amplio de gérmenes patdégenos. ElI 80% de las
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prescripciones de antibidticos son penicilinas por su bajo costo y eficacia frente a un
amplio espectro de bacterias Gram positivas y Gram negativas*.

Mecanismo de accion de los antibidticos

Hay varios sitios de accion posibles para los antimicrobianos, dentro de la célula
bacteriana pero las vias o las estructuras atacadas con mayor frecuencia son las
sintesis de la pared celular, la membrana celular, la sintesis de proteinas y de ADNy
ARN%2,

Inhibidores de la sintesis de la pared celular

La pared de la célula bacteriana, conocida como peptidoglicano cumple una
funcién esencial en la vida de esa célula. El anillo B-lactamico es la clave del
mecanismo de accion de estos farmacos, que estan dirigidos contra la sintesis de la
pared celular y la inhiben por unién a las enzimas que participan en ella. Las
enzimas esenciales para esta funcion, se encuentran fijas en la membrana celular y
como grupo se denominan proteinas de union a la penicilina (PBP), con frecuencia

son las mas importantes para la supervivencia®?.
Inhibidores de la funcién de la membrana celular

Las polimixinas son los agentes que alteran la membrana de la célula bacteriana
mas antiguos. Esta alteracion produce pérdida de macromoléculas y de iones
esenciales para la supervivencia celular, son mas activas contra las bacterias Gram
negativas. Ademas, las células huésped humanas también tienen membranas, de
modo que hay riesgos de toxicidad por polimixinas, por ello, suelen utilizarse como

ultimo recurso cuando se aislan bacilos Gram negativos multirresistentes*3.
Inhibidores de la sintesis de ADN y ARN

Los agentes antimicrobianos primarios dirigidos contra el metabolismo del ADN
son las fluoroquinolonas y el Metronidazol®. Las fluoroquinolonas como la
Ciprofloxacina® y la Ofloxacina® se unen con las ADN girasas involucradas en la
regulacion del superenrollamiento del ADN bacteriano, un proceso esencial para la
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replicacion y la transcripcion del ADN. Del Metronidazol® se desconoce el
mecanismo exacto, pero se cree que provocan rupturas de las cadenas de ADN. La
Rifampicina® se une a la enzima ARN polimerasa dependiente del ADN e inhibe la

sintesis del ARN#142,
Inhibidores de procesos metabdlicos

Las bacterias usan la via del &cido félico para producir precursores importantes
para la sintesis de ADN. La diana de las sulfonamidas es una de esta enzima, la
dihidropteroatosintetasa, a la que se unen para destruir la via del acido félico. El
Trimetoprim® también actla en la via del acido félico, sin embargo, inhiben otra
enzima la dihidropteroatoreductasa. El mecanismo de accién de la Nitrofurantoina®
no se conoce por completo, puede tener varias dianas entre las proteinas

bacterianas y en la sintesis de enzimas, también puede dafar el ADN“2.
Inhibidores de la sintesis de proteinas

Varias clases de antibiéticos inhiben la sintesis de proteinas bacterianas y
provocan alteraciones graves del metabolismo celular. En el caso de los
aminoglucésidos, tetraciclinas y glicilciclinas inhiben la sintesis de proteinas
bacterianas y se unen a los receptores de proteina presentes en la subunidad
ribosomica 30S del microorganismo. Mientras que, los fenicoles, macrélidos,
lincosaminas, estreptograminas y oxazolidonas inhiben la sintesis de proteinas al

unirse a los receptores presentes en la subunidad 50S del ribosoma?**.
Métodos para determinar la actividad antibacteriana
Método de Kirby Bauer

Es una prueba de difusién referida como cualitativa, en este, se emplean discos
de papel absorbente, impregnados con una concentracion conocida del
antibacteriano. Estos discos se colocan en la superficie del agar de Mueller-Hinton,
en la que previamente se inocula una suspension de la cepa a probar, con una

turbidez igual al patréon 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Cuando el disco se
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humedece, el antibacteriano difunde radialmente. Si se presentan zonas de
inhibicién del crecimiento bacteriano alrededor de los discos, la medicion de los
halos de inhibicion y su comparacion con los valores de referencia, permite

establecer si la cepa es resistente, intermedia o susceptible*3.
Método de dilucion

El método de dilucibn en agar o en caldo, es utilizado para determinar la
concentracion bactericida minima y la concentracion inhibitoria minima (CIM). En
esta técnica son utilizados tubos o microplacas (microdiluciébn) que contienen
concentraciones crecientes del extracto vegetal. La cepa es inoculada en los
diferentes tubos o0 pozos de las microplacas y la CIM es determinada después de la
incubacion. En la técnica de dilucibn en agar, las placas se siembran por
profundidad con una determinada concentracion de extracto vegetal, luego se

inoculan con la cepa de estudio y se incuban por 24 horas*.
Definicién operacional de términos
Bactericidas

Son sustancias que provocan la destruccion y muerte del germen por lo que su

accion sobre el mismo es irreversible®.
Bacteriostaticos

Son antisépticos que consiguen frenar el crecimiento de los microorganismos.
Este procedimiento es reversible por lo que cuando deja de estar presente la

sustancia bacteriostatica, los gérmenes pueden volver a reproducirse®®.
Medios de cultivo

Es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes, que
proveen condiciones bioquimicas y biofisicas apropiadas para el aislamiento,

desarrollo y mantenimiento de los microorganismos*®.
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Antibiograma

Es el procedimiento que se utiliza en el laboratorio para la determinacion de la
sensibilidad de un microorganismo ante diferentes antibioticos. Es la principal ayuda

que ofrece el laboratorio clinico para la eleccién de un tratamiento apropiado®’.
Concentracion inhibitoria minima

Es definida como la concentracion mas baja de sustancias que puede inhibir el

crecimiento visible de un microorganismo después de incubar por 24 horas?®.
Operacionalizacion de las variables

La operacionalizacion de las variables se emplea en la investigacion cientifica
para designar al proceso mediante el cual se transforma la variable de conceptos
abstractos a términos concretos, observables y medibles (Ver Tabla 4-5), es decir,

dimensiones e indicadores; por lo general se representa en un cuadro?©.
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Tabla 4. Operacionalizacién de la Variable Dependiente Actividad

Antibacteriana

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicién conceptual
.Qué es?

Actividad antibacteriana

Dependiente

La actividad antibacteriana que poseen
los extractos de las plantas se debe a la
gran variedad de componentes quimicos
presentes en estos, que tienen capacidad

¢Cémo se mide?

Cuantitativa inhibitoria  frente al crecimiento o
Continua destruccién del microorganismo
patégeno*s.
4.Definicién operacional | 5.Dimensiones 6.Indicador

Se encuentran los métodos

de difusion en disco |
difusion del pozo en agar.

Sensibilidad Se observa un halo de inhibicién

Sensibilidad Se observa un halo de inhibicién mas
intermedia reducido

Resistencia Se observa muy poco o ningun halo de

inhibicion.

Fuente: Chacén y Hernandez, 2018.

28



Tabla 5. Operacionalizacién de la Variable Independiente Extracto Metandlico de Croton

leptostachyus
1.Variable 2.Tipo de variable (3. Definicién conceptual ¢Qué es?
Los extractos son una mezcla
compleja de compuestos quimicos,
Extracto Independiente obtenibles por procesos fisicos,
metandlico de Croton Cualitativa quimicos y/o microbiolégicos a partir,
leptostachyus de una fuente natural y utilizable en

cualquier campo de la tecnologia®.

4. Definicién
operacional ¢Cémo 5.Dimensiones 6.Indicador
se mide?

La obtencibn de los| Compuestos quimicos | Como referencia se realiza en plantas

extractos se puede presentes

hacer por maceracion

y/o percolacion Compuestos quimicos
ausentes

Fuente: Chacon y Hernandez, 2018.
Hipodtesis

Son las explicaciones tentativas del fendmeno estudiado o también, son
respuestas tentativas a las preguntas del problema. Son proposiciones tentativas
acerca de las relaciones entre dos o mas variables y se apoyan en conocimientos

organizados y sistematicos*.
Hipdtesis Alternativa (H(A))

Es posible que el extracto metandlico de Croton leptostachyus presente actividad
antibacteriana frente a las cepas ATCC, cuyo ensayo se realizara en el laboratorio
de Productos Naturales "Dr. Antonio Morales Méndez" de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, desde septiembre de 2018 hasta febrero
de 2020.
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Hipo6tesis Nula (H (0))

No es posible que el extracto metandlico de Croton leptostachyus presente
actividad antibacteriana frente a las cepas ATCC, cuyo ensayo se realizara en el
Laboratorio de Productos Naturales "Dr. Antonio Morales Méndez" de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, desde septiembre de 2018
hasta febrero de 2020.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General
Evaluar la actividad antibacteriana del extracto metandlico de Croton

leptostachyus en cepas ATCC.
Objetivos Especificos

e Extraer los metabolitos secundarios presentes en la especie Croton
leptostachyus, por el método de maceracion a temperatura ambiente usando

metanol como solvente.

e FEvaluar la actividad antibacteriana del extracto metandlico de Croton
leptostachyus, por el método de difusién en disco.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion tiene relacion con la interrogante de estudio en la cual se
resalta lo que se quiere saber, esto marca el logro general que se desea alcanzar
durante el proceso e identificar el tipo de investigacion. Los tipos de investigacion
pueden ser: exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva,
proyectiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa*®. En consecuencia, la presente
investigacién fue de tipo evaluativa, ya que se ensayo la actividad antibacteriana del

extracto metanolico de Croton leptostachyus en cepas ATCC.
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Disefio de Investigacion

Los datos seran recolectados considerando donde, cuando y la amplitud de la
informacién*®. Con respecto al donde, el disefio de esta investigacion fue de tipo
mixta al incluir un disefio de campo, ya que se recolect6 la planta y de laboratorio,
debido a que se obtuvieron los extractos de la misma. Para el cuando, fue una
investigacién mixta la cual, reunié un disefilo contemporaneo, porque se recolecté la
informacion durante el desarrollo de la investigacion y a su vez fue transeccional, en
el caso de tomar los datos una vez. Asimismo, segun la amplitud de la informacién
fue multivariable, debido a que hubo una variable dependiente y otra independiente
(actividad antibacteriana y extracto metandlico de Croton leptostachyus,

respectivamente). Segun, la intervencion del investigador, fue de tipo experimental.
Poblacién y Muestra
Unidad de Investigacion

Hernandez, Fernandez y Batista'4, sefialaron que una poblacién 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. Con base en esto, al principio la
poblacién a estudiar fue finita, integrada por la especie Croton leptostachyus, la
extraccidon de la planta fue realizada en el Laboratorio de Productos Naturales “Dr.
Antonio Morales Méndez”, Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis de la Universidad de Los Andes y la actividad antibacteriana fue
analizada en el Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios (S.G.U),
“Profesora Luisa Vizcaya”, Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la

Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.
Seleccion del Tamaiio de la Muestra

La “n” muestral estuvo representada por 1690 g de la planta (seca y molida)
perteneciente a la especie Croton leptostachyus.
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Sistema de Variables

Las variables relacionadas con el propdsito de esta investigacion son las
siguientes: Variable dependiente (VD): actividad antibacteriana, variable
independiente (VI): extracto metandlico de Croton leptostachyus. Estas variables

permitieron la verificacion del fenébmeno de estudio en la unidad de investigacion.
Instrumento de Recoleccién de Datos

Segln Palella y Martins*® un instrumento permite recolectar los datos para
medirlos, posteriormente, a través de modelos matematicos. Por lo cual, los
insumos utilizados para la realizacion del sistema de recoleccion de datos seran: el
sistema de variables, los objetivos, las bases tedricas y la operacionalizacién de las

variables.
Procedimientos de la Investigacion

Es importante que el investigador describa con detalle, el procedimiento que
llevara a cabo durante el estudio, esta descripcion permite, verificar que el
procedimiento utilizado cumplié con los requerimientos metodoldgicos del proceso

de investigacion (Ver Esquema 1)1°,

32



Esquema 1. Procedimiento general de la investigaci6n50.51,52,53,54,55,56

1. Recoleccién del material botanico
1.1 Determinacion taxonémica de las plantas
1.2 Seleccién, division y preparacion del material vegetal
1.3 Secado, molienda y pesada del material vegetal
1.4 Extraccion por maceracion del material vegetal
4' 1.5 Actividad antibacteriana I
Y Y
a) Preparacion del ¢) Reactivacion de los| e) Siembra g) Lectura de los
medio de cultivo microorganismos ensayos
Y Y Y Y
b) Preparacioén de d) Preparacion de f) Pre-incubacién e h) Determinacién
los discos los inéculos Incubacién dela CIM

Recoleccién de laespecie botanica

La especie Croton leptostachyus se recolectd en el sector Capilla Virgen de La

Carbonera en Michelena, estado Tachira a 1200 m.s.n.m.
Determinacion taxonémicade laplanta

El material vegetal fue identificado por el ingeniero Juan Carmona adscrito al
Departamento de Farmacognosia y Medicamentos Organicos. Una muestra testigo
fue depositada en el Herbario “Dr. Luis Ruiz Teran” (MERF), Facultad de Farmacia y
Bioanadlisis de la Universidad de Los Andes. La muestra testigo reposa en el

inventario con el cédigo: VM (JR 40).
Seleccibn, division y preparacion del material vegetal

Elmaterial vegetal, fue sometido por separado, a un proceso de seleccion para
eliminar las impurezas y partes en descomposicion de las hojas. Luego se

selecciond una muestra representativa destinada a la preparacién del extracto.
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Secado, molienday pesada del material vegetal

El material vegetal seleccionado de las partes aéreas de la planta (hojas), se
secO en un horno eléctrico ubicado en el Herbario MERF, a latemperatura no superior a
40 °C, durante al menos 72 horas. Pasado este tiempo, se verificd que la muestra se
encontrara libre de humedad y quebradiza al tacto, para seguidamente realizar el
proceso de molienda, hasta obtener un polvo fino capaz de traspasar un tamiz de
malla nimero 20. La muestra obtenida con un peso de 1690 g, se colocé en un envase
rotulado, para luego colocarse en un lugar seco y fresco, hasta la realizacion de las

diferentes pruebas.
Extraccion por maceracion del material vegetal

Luego de pesar una cantidad representativa de la muestra seca y molida de
la especie Croton leptostachyus, 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 filtro
por gravedad y concentro destilando el metanol a presion reducida, utilizando un
rotavapor a la temperatura de 40°C. El producto seco se pes6 (114,4 g) y coloco
en un envase de color ambar rotulado y sellado, conservandose en un lugar seco y

fresco.
Actividad antibacteriana

La evaluacion de la actividad antibacteriana, se realiz0 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, bajo la supervision de 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 de la Coleccion de Cultivos Tipo
Americano (ATCC) (Ver Tabla 6).
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Tabla 6. Microorganismos y controles positivos

ANTIBACTERIANO

MICROORGANISMOS (CONTROLES POSITIVOS)

Staphylococcus aureus Oxacilina® (1pg)
GRAM ATCC 25923
POSITIVOS Enterococcus faecalis Vancomicina® (30 pg)
ATCC 29912
Escherichia coli Tobramicina® (10ug)
ATCC 25922
GRAM NEGATIVOS Klebsiella pneumoniae Aztreonam® (30pg)
ATCC 23357
Pseudomonas aeruginosa Cefepime® (75ug)
ATCC 27853

El método permitié medir la susceptibilidad In Vitro de las bacterias frente a una
sustancia o mezcla de sustancias de origen vegetal®51:52.5354,5556 E| protocolo

experimental que se utilizé se presentaa continuacion:

a) Preparacion _del medio de cultivo: para las bacterias se colocaron

aproximadamente 20 mL de agar Mueller-Hinton (HIMEDIA®) en placas de
Petri. Una vez solidificada la placa, se realizd el control de esterilidad y se
conservaron a 4°C hasta el dia del ensayo.

b) Preparacion de los discos: los discos de papel de filtro con un diametro de 6

mm, se impregnaron con 10 uL del extracto (Ver Figura 6), los cuales fueron
preparados con el solvente de extraccion a la concentracion de 489 mg/mL.
Luego se colocaron en placas de Petri y esterilizaron bajo luz UV, durante 90

minutos previo al ensayo.
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Figura 6. Preparacién de los discos

Foto tomada por Chacén, Yessika. Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios (SGU) "Profesora
Luisa Vizcaya", del Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmacia y Bioanalisis. ULA

¢) Reactivaciéon de los microorganismos: las bacterias se mantuvieron en medio

de conservacidbn a temperatura ambiente, a partir de este medio, se
reactivaron las cepas y se verificd su pureza.

d) Preparacion de los inéculos: los indculos se prepararon en solucién salina

estéril (0,85 % p/v NaCl), a partir de un cultivo fresco de cada cepa
bacteriana repicada en caldo Mdueller-Hinton, hasta lograr una turbidez
correspondiente al patron de McFarland N° 0,5 (1,5 x 108 UFC/mL).

e) Siembra: los inéculos de cada microorganismo, se sembraron en la
superficie del agar con un hisopo estéril (Ver Figura 7). Seguidamente, se
colocaron en la superficie del agar inoculado, los discos de papel de filtro
impregnados con el extracto, solvente (control negativo) y farmacos de

referencia para cada microorganismo (controles positivos).
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Figura 7. Inoculacion en el agar Mieller-Hinton
Foto tomada por Chacén, Yessika. Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios (SGU) "Profesora
Luisa Vizcaya", del Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmacia y Bioanalisis. ULA

f) Pre-incubacion e Incubacién: con el propdsito de permitir que los

componentes presentes en el extracto y compuestos puros difundan sobre el
agar inoculado, se realizd una pre-incubacion durante 18 h a la temperatura
de 4°C. Por otra parte, el crecimiento bacteriano se llevé a cabo incubando
las placas en una estufa a la temperatura de 37°C, durante 48h.

g) Lectura de los ensayos: se realizaron las lecturas de los halos de inhibicion a

las 24h y 48h, expresando el didmetro de la zona de inhibiciébn en milimetros
(mm). La prueba se consider6 negativa cuando se observo crecimiento
bacteriano alrededor de los discos.

h) Determinacidn de la concentracion inhibitoria minima (CIM): se determind en

aguellos microorganismos que mostraron susceptibilidad al  extracto
ensayado. Para determinar la CIM se prepararon diluciones a diferentes
rangos de concentracién entre 500 mg/mL a 20 mg/mL y se impregnaron los
discos con 10 pL de cada dilucion, lo cual; permiti6 determinar la

concentracion mas baja capaz de inhibir el crecimiento bacteriano.
Disefio de Andlisis
Los datos recolectados seran analizados a través de un enfoque cuantitativo.

Asimismo, estos seran expresados por medio de tablas, en la que se registrara la
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actividad antibacteriana mediante la medicién de halos de inhibicién obtenido del

extracto en metanol de la especie Croton leptostachyus.
RESULTADOS Y DISCUSION
RESULTADOS

Actividad Antibacteriana del Extracto Metandlico Obtenido de la Especie

Croton leptostachyus

Los resultados en la evaluacion de la sensibilidad In Vitro del extracto en metanol
de la especie Croton leptostachyus, a una concentracion de 489 mg/mL, frente a las
cepas Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis
ATCC 29912) y Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 23357 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), expresados en
la Tabla 7, solo mostraron actividad antibacteriana contra S. aureus con un halo de
inhibicién de 26 mm de diametro (Ver Figura 8), un valor significativo si se compara
con el control positivo, el antibiético de referencia (Oxacilina® 1ug), para el cual la
bacteria es susceptible o presenta un halo de inhibicion = 22 mm. El valor de CIM
obtenido luego de sucesivas diluciones con el solvente DMSO fue 100 mg/mL (Ver

Figura 9).
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Tabla 7. Actividad Antibacteriana del Extracto Metandlico de Croton

leptostachyus
Zona de inhibicién (mm)
Disco (6 mm)
Microorganismos Extracto Antibiéticos de referencia CMI (mg/mL)
Met OX VAN TOB ATM FEP DMSO
S. aureus (ATCC 25923) 26 mm 222 - - - - 100
E. faecalis (ATCC 29912) NA - 217 - - - NE
E. coli (ATCC 25922) NA - - 215 - - NE
K. pneumoniae (ATCC 23357) NA - - - 221 - NE
P.aeruginosa (ATCC 27853) NA - - - - 218 NE

mm: milimetros; Met: metanol; NA: no activo; OX: Oxacilina® 1 pg; VAN: Vancomicina® 30 ug; TOB:

Tobramicina® 10 pg; ATM: Aztreonam® 30 pg; FEP: Cefepime® 75 ug; CMI: concentracion inhibitoria

minima; DMSO: Dimetilsulféxido, NE: no ensayado.

Figura 8. Actividad antibacteriana del extracto en metanol (Met) de C. leptostachyus contra la
cepade control S. aureus (ATCC 25923) (*14)
Foto tomada por PhD Rojas, Janne. Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios (SGU) "Profesora

Luisa Vizcaya", del Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmacia y Bioanalisis. ULA
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Figura 9. Determinacion de la concentracién inhibitoria minima (CIM) del extracto en metanol
(Met) de C. leptostachyus contra la cepa de control S. aureus (ATCC 25923) (*14,9)
Foto tomada por PhD Rojas, Janne. Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios (SGU) "Profesora
Luisa Vizcaya", del Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmacia y Bioanalisis. ULA

DISCUSION

Actualmente, la aparicion de bacterias resistentes o multiresistentes a farmacos
antibacterianos, representa un grave problema de salud publica a nivel mundial; esta
problematica requiere una vigilancia constante, situacion que desafia a la comunidad
cientifica para la busqueda de alternativas. La disminucién de la eficacia y el
aumento de la toxicidad de los antimicrobianos sintéticos agravan el problema; por lo
que los cientificos estan buscando compuestos naturales para obtener soluciones. Al
respecto, la medicina tradicional basada en el uso de plantas medicinales representa
una alternativa para el tratamiento de enfermedades causadas por bacterias
resistentes o multiresistentes, tanto en humanos como animales®’.

Es asi, que en el presente estudio, el extracto en metanol de la especie Croton
leptostachyus mostrd una notable actividad antibacteriana frente a la bacteria Gram
positiva Staphylococcus aureus, con un halo de inhibicion de 26 mm y un valor de
CIM de 100 mg/mL. Tal inhibicién, guarda relacion con el estudio llevado a cabo por
Chininin J, Cisneros C. (2018)’, quienes evaluaron el efecto antibacteriano In Vitro
del latex de Croton lechleri “Sangre de Grado” frente a Staphylococcus aureus.

Obtuvieron que el tratamiento con latex de Croton lechleri al 100% es el que reporta
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el mayor promedio de inhibicion frente a Staphylococcus aureus, con un halo de
15,33 mm; lo que representa un efecto antibacteriano In Vitro del 54,75 %.

Ademas, los resultados del mencionado estudio, guardan relacién con el trabajo
titulado actividad antibacteriana de Croton roxburghii Balak., contra patégenos
entéricos, en el cual, Panda et al. (2010)°8, observaron que el extracto etandlico de
Croton roxburghii (corteza y hoja) exhibié actividad antibacteriana contra todas las
cepas de referencia Escherichia coli enteropatégena (EPEC) y Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC), Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium,
Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus y Vibrio cholerae. El
extracto acuoso (corteza y hoja) no mostré actividad contra Salmonella
Typhimurium. La mayor actividad antibacteriana se observé contra S. aureus
(corteza 18 mm y hoja 16 mm) a partir del extracto etandlico, el extracto acuoso
(corteza 10 mm y hoja 11 mm), seguido de E. coli enteropatégena (corteza 16 mmy
hoja 14 mm) del extracto etandlico, el extracto acuoso (corteza 13 mm y hoja 14
mm) y E. coli enterotoxigénica (corteza 18 mm y hoja 15 mm) del extracto etandlico,
el extracto acuoso (corteza 12 mm y hoja 14 mm). La inhibicién del crecimiento de
las bacterias de prueba vari6 de 625 ug/mL a 156 pg/mL. El valor de CIM, registrado
mas bajo fue contra S. aureus a 156 ug/mL (extracto etandlico de la corteza). El
extracto disolvente (etanol) tiene una actividad antibacteriana muy pronunciada en
comparacion con el extracto acuoso, esto podria justificar el uso tradicional de esta
planta en la disenteria y otras infecciones.

No obstante, las investigaciones realizadas tanto por Garcia J, Alvarenga N.
(2019)2 como por Valdez V, Morales E. (2019)°;, muestran diferencias en la inhibicién
de las cepas con respecto al presente estudio con el extracto en metanol de C.
leptostachyus, que revelo6 alta susceptibilidad bacteriana contra S. aureus, entre las
cepas estan P. aeruginosa para el primero, en el que los alcaloides crotsparina y
esparsiflorina producen una importante disminuciéon de los valores de CIM de los
farmacos antibacterianos, Gentamicina® (0,125 pg) con crotsparina (250 pg/mL) con
un efecto sinérgico y Ciprofloxacina® (0,0625 ug) con esparsiflorina (1000 pg/mL)
con un efecto aditivo frente a dicha bacteria, indicando que los alcaloides aumentan
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la susceptibilidad del microorganismo a los farmacos antibacterianos y E. coli para el
segundo, con un halo de inhibicién de 8 mm y una CMI de 200 mg/mL.

Asi también, el trabajo llevado a cabo por Obey et al. (2016), difiere en la
actividad antibacteriana manifestada en la presente investigacion. Estos autores,
determinaron la actividad antimicrobiana de extractos de corteza de tallo de Croton
macrostachyus contra bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Salmonella Typhi,
Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes), Gram positivas (Listeria
monocytogenes) y un hongo (Candida albicans). El extracto de acetato de etilo
(EtOAc) mostro actividad antimicrobiana contra todos los patégenos estudiados
Salmonella Typhi (16,0 £ 1,2 mm), E. coli (12,2 £ 1,6 mm), K. pneumoniae (10,7 +
1,0 mm), E. aerogenes (10,1 £ 0,6 mm) y L. monocytogenes (11,7 £ 1,3 mm) con
actividad més débil contra C. albicans (5,6 £ 1,0 mm). En este mismo extracto,
obtuvieron una CIM en el rango de 250 mg/mL a 125 mg/mL contra todas las
bacterias estudiadas y contra C. albicans (CIM de 500 mg/mL). En el extracto de
butanol, encontraron una CIM de 250 mg/mL contra E. coli y Salmonela Typhi, 500
mg/mL contra K. pneumoniae y E. aerogenes.

Tales diferencias, pueden deberse a que los compuestos y las concentraciones
de los mismos cambian dependiendo del género, especie, estado fenoldgico,
situaciones de estrés y localizacién geografica de la planta; ademas de la técnica

utilizada para la extraccion y concentracion de metabolitos secundarios.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

e En el estudio de sensibilidad In Vitro, el extracto metandlico de Croton
leptostachyus, mostré efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la bacteria
Gram positiva (Staphylococcus aureus) una CIM de 100 mg/mL. Ya que, esta
bacteria es una de la principal responsable en las infecciones a nivel
intrahospitalario, lugar en el que se han encontrado cepas de tipo SARM
(Staphylococcus aureus resistente a la meticilina), se podria considerar el
mencionado extracto como una alternativa terapéutica en el tratamiento de

dichas infecciones.
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En contraparte, el extracto no presentd actividad antibacteriana contra la
bacteria Gram positiva (Enterococcus faecalis) y las bacterias Gram negativas
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa).

Es importante resaltar, que el trabajo en estudio reveldé susceptibilidad
bacteriana contra Staphylococcus aureus, con un halo de inhibicion de 26 mm
(CIM: 100 mg/mL), mientras que la investigacion realizada por Chininin y
Cisneros, mostré un halo de inhibiciéon menor de 15,33 mm (concentracion del
latex de Crotdn lechleri al 100%).

Asi como, el trabajo de Panda et al, presentd actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus (16 mm) con una CIM més baja (156 pg/mL) y
también frente a Escherichia coli enteropatégena (14 mm), Escherichia coli
enterotoxigénica (15 mm), Pseudomonas aeruginosa (13 mm), Shigella
flexneri (13 mm), Shigella sonnei (15 mm) y Vibrio cholerae (14 mm);
entretanto que el trabajo desarrollado solo presentd inhibicion contra S.
aureus, pero con un halo de inhibicibn mas marcado (26 mm de didmetro y
CIM 100 mg/mL).

Por otro lado, los trabajos elaborados por, Garcia J, Alvarenga N y Obey et al,
no mostraron actividad contra Staphylococcus aureus sin embargo,
presentaron actividad frente a P. aeruginosa en el primero y en bacterias
Gram positivas (Listeria monocytogenes), Gram negativas (Escherichia coli,
Salmonella Typhi, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes) y un
hongo (Candida albicans), para el segundo con una CIM en el rango de 250
mg/mL a 125 mg/mL.

Los resultados indican que el extracto metandlico de Croton leptostachyus,
contiene metabolitos con potencial actividad antibacteriana; abriendo asi la
posibilidad de ser utilizado como un fitofarmaco capaz de actuar frente a

bacterias de importancia sanitaria.
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RECOMENDACIONES

Basados en los resultados positivos de esta investigacion, evaluar la actividad
antibacteriana In Vivo, para obtener un amplio espectro a cerca su potencial,
a fin que este extracto pueda ser desarrollado como un fitofarmaco comercial.
Realizar tamizaje fitoquimico de Croton leptostachyus para corroborar la
presencia de metabolitos secundarios.

Realizar el aislamiento de metabolitos secundarios de Croton leptostachyus
mediante técnicas cromatograficas como cromatografia en columna (CC),
cromatografia en capa fina (CCF) y cromatografia de gases-espectrometria
de masas (CG-MS) e identificar los metabolitos aislados haciendo uso de
métodos espectroscopicos de resonancia magnética nuclear (RMN),
espectrometria de masas (E.M), infrarrojo (I.R) y ultravioleta (U.V.), para
descubrir cual o cuéles son los responsables de la actividad antibacteriana.
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