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GLOSARIO

- CIM: concentraciéon minima inhibitoria
- Mse: metabolitos secundarios
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RESUMEN

En el presente estudio se describe la extraccion, analisis y determinacion de
la actividad antibacteriana del extracto B. prunifolia. Estudios fitoquimicos y
farmacolégicos han revelado que este género presenta actividad
antibacteriana y antifangica. Esta especie fue recolectada en el sector el
collado del condor, a 20 Km de la poblacion de Pifiango, Municipio Miranda,
Estado Mérida. Para posteriormente ser llevada a la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. La obtencién del extracto se
realiz6 mediante la técnica de maceracion en frio y con la muestra resultante
se realizé un tamizaje fitoquimico para determinar la presencia de algunos
compuestos del tipo alcaloide, cumarinas, fendlico, flavonoide, glicésidos,
entre otros. De igual manera, se determiné la actividad antibacteriana frente
a cinco cepas de referencia internacional: Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC
23357), Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Cuatro cepas presentaron
resistencia y solo Staphylococcus aureus (ATCC 25923); por el contrario
arrojo  sensibilidad frente a el extracto. Los metabolitos secundarios
presentes en el extracto B. prunifolia de forma combinada ejercen un efecto
sinérgico potenciando asi la actividad inhibitoria en los microorganismo
ensayados. Se podria pensar que el mecanismo de accidbn de estos
compuestos presentes en el extracto se deba a la degeneracion de las

proteinas provocando dafio a la membrana celular de las bacterias.

Palabras Claves: actividad antibacteriana, flavonoides, alcaloides, tamizaje

fitoquimico
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INTRODUCCION

Desde la antigledad hasta nuestros dias se sigue utilizando la
medicina tradicional, con la finalidad de suplir las necesidades médicas y de
salud con una cifra no menor al 80 % segun la organizacion mundial para la
salud. Este hecho es muy claro sobre todo en paises en via de desarrollo vy,
Venezuela no es una excepcion (Chaudhury, 1992).

Venezuela cuenta con centenares de plantas medicinales, aquellas
que los pueblos aborigenes utilizan con fines médicos. Durante siglos las
plantas han sido empleadas de forma empirica y en la actualidad han
llamado la atencion de los investigadores a fin de descubrir los posibles
principios activos que justifiquen los usos terapéuticos (Escaleras y Naranjo,
1995).

Por su parte, las plantas de la familia Asteraceae hacen referencia no
sélo por su gran diversidad botanica, abundante y amplia distribucién en todo
el mundo, sino también por sus diversidad de usos medicinales; es asi que
muchas de estas especies han sido utilizadas para el tratamiento de ciertas
dolencias como expectorantes, energizantes, analgésico, diurético,
antihelmintico, antiinflamatorio, como agentes estomacales y antibacteriano
(Bessa, Bermejo y Martinez, 2007).

El género Baccharis es uno de los mas importantes de la tribu
Astereae (familia Asteraceae), es exclusiva de América (Gianello y
Giordano, 1984). En algunos paises ciertas especies de Baccharis (B.trimera,
B.articulata, y B.crispa) son usadas en la medicina popular, en forma de
infusiones para el tratamiento de reumatismo, desordenes hepatobiliares,
diabetes, asi como en el tratamiento de ulceracion y heridas en la piel.
(Gene, Cartafia, Adzet, Marin, Parella y Cafigueral, 1996).

Asi mismo, se ha demostrado en muchas investigaciones sobre los
extractos de estas plantas que son utilizados como propdsitos medicinales; la

intencion de estos estudios ha sido diferente en el sentido de buscar



compuestos que inhiban el crecimiento microbiano, en alimentos, aguas
residuales, ademaés, de su utilidad para la elaboracibn de diversos
antibioticos. (Delaquis, Stanich, Girard y Mazza, 2002).

Tomando en cuenta los antecedentes mencionados y que las especies
taxondmicamente cercanas podrian compartir actividades biolégicas en
comun, la presente investigacion evalla la actividad antibacteriana de la
especie Baccharis prunifolia perteneciente a la familia Asteraceae.

El objetivo general de esta investigacion es evaluar la actividad
antibacteriana del extracto de Baccharis prunifolia en cepas de referencia
internacional. La misma se realizara en el laboratorio de Sindromes
Gastrointestinales y Urinarios (SGU) “Prof® Luisa Vizcaya”, del departamento
de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes en el Estado Mérida desde noviembre de 2017 a
diciembre de 20109.



CAPITULO |
EL PROBLEMA
Planteamiento del Problema

Las plantas medicinales constituyen un recurso invalorable por su
potencialidad farmacologica que hace necesario estudiarlas ante la demanda
de nuevos farmacos. En la actualidad, existe un gran interés por la utilizacion
de las plantas, las cuales, presentan una gran variedad de compuestos
activos. La familia Asteraceae representada por cinco géneros, presenta un
gran numero de especies utilizadas con fines medicinales (Gyllenhaal y
Soejarto, 1997).

Por otra parte, es conocida la actividad antimicrobiana, antifungica,
antiséptica y antioxidante de algunos extractos, de ahi las posibles
aplicaciones industriales de estas sustancias, muchos de los compuestos
presentes en los extractos obtenidos de diferentes plantas, tales como:
alcaloides, terpenoides, cumarinas, flavonoides, ligano, glucésido, entre
otros, actlan contra ciertas bacterias patdgenas. El estudio farmacoldgico
para los extractos se fundamenta en sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatoria, y antibacteriana; las cuales se encuentran agrupadas en
diversas pruebas biodirigidas (Baratta, 1998).

A las especies que contienen flavonoides como es el caso de la familia
Asteraceae se les atribuye varias propiedades farmacoldgicas, y es por esto
su uso en la medicina por la vinculacién entre la presencia y actividad
biolégica de estos compuestos y otros compuestos fendlicos (Abad y
Bermejo, 2008).

La capacidad antibacteriana del reino vegetal ha sido motivo de esta
investigacion, en el caso particular se evaluara el género Baccharis. La
misma se describe como una planta perenne y arbustiva, que presenta unos
400 taxones registrados y aceptados dentro de las 1.300 descritas originarias

de América.



Para la presente investigacion se prepard el extracto con las partes
aéreas de la especies Baccharis prunifolia se le determin6 la actividad
antibacteriana frente a los microorganismos grampositivas Staphylococcus
aureus y Enterococcus faecalis asi como, las gramnegativas Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa; utilizando el
método de difusibn en agar con discos de papel. Se determind la
concentracion inhibitoria minima critica, expresada en pug/pL que representa
una medida de la susceptibilidad del microorganismo.

Una vez descrita la situacion del problema de estudio, los autores
proponen el siguiente enunciado holopraxico:

,Cual es la actividad antibacteriana del extracto de Baccharis
prunifolia en cepas de referencia internacional grampositivas Yy
gramnegativas, que se estudiara en el Laboratorio C de Productos Naturales
“Dr. Antonio Morales Méndez” ubicado en el Instituto de Investigaciones de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes en el

estado Mérida, entre noviembre de 2017 a diciembre de 20197

Justificacién de la Investigacién

Es necesario realizar la investigacion sobre la actividad antibacteriana
en la especie Baccharis prunifolia para el posible tratamiento de algunas
enfermedades infecciosas; considerando su menor efecto secundario que ya
ha sido demostrado para este género. En ese sentido, se evaluara si los
componentes quimicos presentes en el extracto metandlico de la especie B.
prunifolia (Asteraceae) presentaran un efecto antibacteriano.

Los autores seleccionaron este tema de investigacion, considerando
que la especie B. prunifolia (Asteraceae) son conocidas por poseer
propiedades antibacterianas, las cuales han proporcionado multiples avances

en la medicina tradicional alopéatica.



Hipotesis
Tomando en cuenta los antecedentes bibliograficos, las plantas del
género Baccharis presentan diversas actividades biologicas, se espera
observar en el extracto metandlico de la especie B. prunifolia alguna

actividad antibacteriana.

Objetivos de la Investigacion
Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto metandlico de

Baccharis prunifolia en cepas de referencia internacional.
Objetivos Especificos

1. Obtener el extracto metandlico de las partes aéreas de la especie
Baccharis prunifolia, mediante la técnica de maceracion.

2. Determinar la presencia de los diferentes metabolitos secundarios en
el extracto metandlico de B. prunifolia a través de un tamizaje
fitoquimico.

3. Evaluar la actividad antibacteriana en cepas de referencia
internacional en el extracto metandlico de B. prunifolia por el método

de difusién en agar con discos de papel.

Alcances de la Investigacion

El alcance de una investigacion se relaciona con la profundidad del
conocimiento sobre el fendmeno de estudio. De igual manera establece, la
vision que posee el investigador para lograr los objetivos. Del alcance
depende la estrategia de investigacion, el disefio, los procedimientos y otros

componentes del proceso seradn distintos en estudios con alcances



descriptivo, exploratorio y correlacionados (Hernandez, Fernandez y Baptista,
2010).

La profundidad que se alcanz6 en esta investigacion fue evaluar la
actividad antibacteriana en el extracto metandlico de la especie Baccharis
prunifolia. El criterio de estudio fue representado por la técnica de
maceracion para obtener el extracto, un estudio fitoquimico y la

determinacion de la actividad antibacteriana

Limitaciones de la Investigacién

Para el desarrollo de esta investigacion se presentaron diversas
limitaciones tales como: recoleccion de la especie vegetal, adquisicion de
materiales y reactivos, rendimiento del extracto, dificultad para el acceso de
las base de datos especializadas los mismos, afectan el establecimiento del

evento de estudio y la unidad de estudio.

CAPITULO Il
MARCO TEORICO
Trabajos Previos

Suarez (2012). Publicé un estudio titulado: Determinacion
fisicoquimica y evaluacion de la actividad biologica del aceite esencial
de Baccharis latifolia (Asteraceae) de la provincia de Loja, en donde
determinaron la composicion quimica del aceite esencial de las partes
aéreas de Baccharis latifolia. El aceite esencial constituido principalmente
de monoterpenos y sesquiterpenos, presento un total de 28 compuestos. La
actividad bioldgica la realizaron mediante el método de microdilucion en
caldo. El aceite esencial de B. latifolia inhibio el crecimiento de Trichophyton
rubrum (ATCC 28188) y Trichophyton mentagrophytes (ATCC 28185), sin

embargo, no presentd actividad contra las bacterias gram-negativas



Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); Klebsiella pneumoniae (ATCC
9997); Proteus vulgaris (ATCC 8427); Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella Typhimurium (LT2) y las bacterias gram-positivas Enterococcus
faecalis (ATCC 29212); Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Este trabajo
guardo relaciona con el proyecto de investigacion al determinar la actividad
antibacteriana del género Baccharis, pero difiere en los métodos utilizados.

Parreira, Lizandra, Magalhdes, Morais, Caixeta y col. (2010)
publicaron un trabajo titulado: Actividad antimicrobiana del aceite esencial
de las hojas de Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), popularmente
conocido como 'alecrim do campo'. Es una planta nativa de Brasil utilizada
en la medicina popular como febrifugo, antiinflamatorio, antiséptico y
antiulceroso. Ademas, esta planta es la fuente vegetal mas importante en
propdleo verde de Brasil, que es reconocido por sus actividades antisépticas
y antiprotozoarias. Este estudio tuvo como objetivo investigar la actividad
antiparasitaria y antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de B.
dracunculifolia. El aceite esencial se obtuvo por Hidrodestilacion y analizado
por GC y GC/MS, permiti6 la identificacion de 14 compuestos, principalmente
del tipo sesquiterpenos oxigenados. El aceite esencial mostré actividad
contra formas promastigotes de Leishmania donovani, con valores de CIM de
42 mg/mL. ElI aceite esencial presentdé una elevada actividad
esquistosomicida, ya que todos los pares de Schistosoma mansoni estaban
muertos después de la incubacion con el aceite esencial a las
concentraciones de 10, 50, y 100 g/mL. Este tipo de investigacion esta
relacionada al proyecto de investigacion al determinar la actividad
antibacteriana de género Baccharis, pero con un método diferente.

Toribio, Fernandez, Toso y Tortone (2007) publicaron: Estudio de la
actividad antimicrobiana en cuatro especies del género Baccharis
(Baccharis articulata, B soliafolia, B pingraea y B spartioides) frente a
ocho especies bacterianas: Staphylococcus aureus CIM(100 mg/mL)

Streptococcus agalactiae CIM (97 mg/mL), Staphylococcus epidermidis



CIM(105 mg/mL), Salmonella Typhimurium CIM(10 mg/mL), Klebsiella spp
CIM (36 mg/mL), Shigella spp CIM(12 mg/mL), Proteus spp CIM(5 mg/mL) y
Escherichia coli CIM(7 mg/mL). Los extractos metandlicos de B. articulata,
presento un halo de inhibicion para Staphylococcus aureus de 12mm vy
Staphylococcus epidermidis de 17mm. B. soliafolia presento un halo de
inhibicion para Staphylococcus aureus de 15mm, Staphylococcus
epidermidis de 20mm y Streptococcus agalactiae de 12mm. Y por ultimo B.
pingraea presento un halo de inhibiciébn para Staphylococcus aureus de
17mm, Staphylococcus epidermidis de 20mm y Streptococcus agalactiae de
20mm. Este trabajo se relaciona al proyecto de investigacioén en la utilizacion
del método Kirby- Bauer para la determinacion de la actividad antibacteriana
del género Baccharis, pero el extracto metandlico de Baccharis prunifolia
presento un halo de inhibicién solo frente S. aureus de 8mm menor al trabajo
ya mencionado. El efecto antibacteriano fue reducido, limitado solo a
microorganismo grampositivos 'no manifestando ser sensibles las bacterias
Gram negativos. Sin embargo, cabe destacar que B. spartioides no manifest6
actividad biolégica frente a ninguno de los microorganismos ensayados.
Rangel, Garcia, Velazco, Buitrago y Velazco (2001) publicaron un
estudio titulado actividad antimicrobiana de los extractos etandlico,
acetonico y acuoso de Baccharis nitida. En el presente estudio consistio
en determinar el efecto antibacteriano por el método de difusion en agar con
disco de papel contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans. Los
resultados que obtuvieron, mostraron accién antibacteriana para todos los
extractos soOlo contra S. aureus, en el caso del extracto etanolico el halo
inhibicion fue de 16 mm, en el extracto cetonico de 15 mm y el extracto
acuoso de 17 mm Sin embargo, para el caso de P. aeruginosa se estimulé el
desarrollo de la bacteria, de igual manera no ejercié ninguna actividad sobre

C. albicans



Antecedentes Historicos

Desde la antigiiedad el hombre ha utilizado las plantas como fuente
para la elaboracion de medicamentos, con la finalidad de controlar la
prevalencia de ciertas enfermedades infecciosas, vencer los problemas de
resistencia de los microorganismos y los efectos colaterales que poseen los
antimicrobianos. El estudio con las plantas de la familia Asteraceae se inicié
hace 300 afios a. C. ya que fue Teofrasto (372- 288 a.C.) quien la describid
en su obra de Historia Plantarum. No obstante, la familia recién fue fundada
con el nombre de Compositae por Paul D. Giseke en 1792. El Cdédigo
Internacional de Nomenclatura Botanica permite también el uso del nombre
Asteraceae Dumortier, nombre asignado en 1822 y que deriva del género
tipo, Aster, término que a su vez proviene del griego doTip que significa
estrella y hace alusion a la forma de la inflorescencia (Katinas, 2007).

Las contribuciones mas importantes al conocimiento y la sistematica
de las Asteraceae comienzan con el francés Henri Cassini a través de
numerosas publicaciones durante el periodo 1812-1831 que incluyen
descripciones muy detalladas de su morfologia. Otro gran contribuyente al
conocimiento de la familia fue George Bentham (1873), quien las trato, junto
con Joseph Dalton Hooker, en su monumental obra Genera Plantarum
(1862-1883) y establecieron las 13 tribus, que son las tradicionalmente
usadas en la actualidad. En Argentina, el gran botanico espafiol Angel Lulio
Cabrera (1908-1999) fue quien marco los estudios en esta familia de plantas.
Cabrera y autores subsiguientes se basaron en la clasificacion de Bentham
(1873) para el tratamiento de Asteraceae en las floras locales (Katinas,
2007).

En su clave para la determinacion de géneros de Asteraceae de
Argentina, Cabrera (1961) considera dos subfamilias: Tubuliflorae vy
Liguliflorae con las tribus Anthemideae, Arctotideae, Astereae, Calenduleae,

Cynareae, Eupatorieae, Helenieae, Heliantheae, Inuleae, Mutisieae,



Senecioneae y Vernonieae, para la primera y la tribu Cichorieae para la
segunda. Esta familia incluye una cantidad de especies Utiles desde diversos
puntos de vista. El uso etnobotanica de muchas de ellas ha ayudado al
progreso y sustento de un gran numero de pueblos en todo el mundo
satisfaciendo sus necesidades de alimento, forraje, lefia, medicinas, entre
otros (Katinas, 2007).

Desde el punto de vista estrictamente econémico, unas 40 especies
tienen importancia directa en alimentacion humana (hortalizas y “semillas”
oleaginosas) e indirectamente por productos obtenidos por la industria. Otras
especies silvestres tienen potencial nutricional, muchas son de interés
tecnolégico u ornamental, y centenares contienen metabolitos secundarios
de uso farmacéutico o industrial 0 aportan néctar y polen para la produccién
apicola, forraje para la produccion ganadera, entre otros. Muchas son
pioneras u oportunistas, y gran namero resultan malezas de cultivos y/o
toxicas para el ganado. Ademas, numerosas especies tienen un rol
destacado en la estructura y funcionamiento de los ecosistemas (Vitto y
Petenatti, 2009).

Por otra parte, la fitoquimica nos permite conocer aun mas los
recursos nhaturales con que se cuenta y asi darles un mejor
aprovechamiento; proporcionandoles un mayor valor agregado al

comercializarlas como productos puros o extractos (Gonzalez, 2004).

Bases Teodricas

Familia Asteraceae

La familia Asteraceae segun Simpson G. (2005) corresponde al orden
Asterales, Suborden Asteridae, y esta caracterizada por sus inflorescencias

racimosas en capitulos, con flores individuales epiginas rodeadas de una o

10



varias hileras de bracteas invollcrales, sobre el receptaculo comun en que
remata el escapo o rama florifera (Simpson, 2005).

En muchas regiones del mundo las Compuestas llegan a integrar
hasta el 10 % de la flora vernacula. Son flores (Figura 1) hermafroditas,
unisexuales o estériles. Sin céliz o con éste reemplazado por vilano de pelos
0 escamas; los pelos pueden ser lisos, escabridos o plumosos. Corola
formada por 5 pétalos soldados; puede ser tubulosa, con forma de tubo
(flosculos o flores flosculosas) o de lenglieta con tres o cinco dientes (ligulas
o flores liguladas). Su fruto tipo aquenio o cipsela. Puede presentar en su
extremo superior vilano, en ocasiones sobre una prolongacién estrecha o
pico estas pueden almacenar inulina un polisacarido, como sustancia de
reserva en Organos subterraneos. Su distribucion es cosmopolita; y es la
familia mas numerosa de las plantas con flores, con unos 1100 géneros y
20.000 especies (Simpson, 2005).

flores flosculosas
flor ligulada 2 ‘

l

‘.‘, \I g

bracteas — ',/— escamas
/

del involucro
\ receptaculo

- pedinculo

Figura 1. Partes de una planta de la familia Asteraceae (Carretero, 2004)

Género Baccharis

El género Baccharis esta representado por mas de 500 especies
descritas por Carlos Linneo como arboles perennes que miden de uno hasta
seis metros de altura. Generalmente son glabros y a menudo resinosos de
ramas ascendentes, Las hojas son caulinares, ocasionalmente escasas 0

ausentes en la floracion, sus bracteas son usualmente de color verde, pero
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también rojo o purpura. Tienen un nervio o carena y margenes coroides, las
flores son todas floculadas, Blancas a amarillentas; estas especies son
alimentos para las larvas de algunos lepidopteros y algunas especies son
interesantes para cultivos bacterianos (Grierson y Covey, 1991).

Baccharis es un género exclusivamente americano cuyo caracter
fundamental es la dioecia. Se reconocen cerca de 400 especies mayormente
representadas en las zonas tropicales y subtropicales, que se extienden
desde el extremo austral de Suramérica hasta el sur de los Estados Unidos
continuando por la zona este hasta Massachusetts. Sus especies habitan en
gran diversidad de condiciones ecoldgicas, encontrdndose en diferentes
zonas climaticas. Numerosas especies son caracteristicas de las sinecias
representativas de los paramos, subparamos y del nivel superior de los
bosques andinos. También pueden serlo de la vegetacion subserial que
prospera en las areas total o parcialmente destruidas del bosque andino
(Grierson y Covey, 1991).

Fitoquimico del género Baccharis

El género Baccharis ha sido objeto de gran cantidad de estudios
fitoquimico y de actividad biolégica. Desde principios de 1900 se inicié su
estudio y hoy en dia, hay mas de 150 compuestos aislados e identificados de
este género. Entre los compuestos reportados se encuentran principalmente
flavonoides, diterpenos vy triterpenos, también se han obtenido cumarinas y
aceites esenciales (Abad y Bermejo, 2008). A continuacion, se describiran
los ndcleos mas representativos de metabolitos aislados del género

Baccharis.
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Flavonoides

Los flavonoides son compuestos casi universales en los vegetales,
algunos de ellos son los responsables de la coloracion de las flores, frutos y
a veces de las hojas. Son un grupo de metabolitos secundarios que se
encuentran formados por un anillo aromatico unido por lo menos a un grupo
oxhidrilo (Figura 2). Por lo general estan presentes como agliconas libres y
pocas veces glicosilados, una caracteristica de la familia Asteraceae. Se
tiene un registro de 298 flavonoides en Baccharis con 109 compuestos
diferentes, de los cuales 24 unidades son de flavanona y 85 unidades de
flavona (Abad y Bermejo, 2008).

flavanona A OMe

McO 7 0 >

OH" O

Figura 2. Unidades de flavonoides aislados en el género Baccharis
(Abad y Bermejo, 2008)

Los flavonoides han sido estudiados durante décadas, por su amplia
gama de actividades biologicas. Numerosos estudios han asociado los
flavonoides con beneficios en la salud e importantes propiedades
antioxidantes ya que reducen la peroxidacion lipidica y el efecto negativo de
los radicales libres, contribuyendo a la reduccion del riesgo de enfermedades

cardiovasculares, diabetes y algunos tipos de cancer (Prada, 2015).

Terpenoides

Inicialmente se creia que este tipo de metabolitos eran producidos

exclusivamente por hongos del género Fusarium y Myrothecium y se les
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denominé Tricotecenos. Sin embargo, este tipo de metabolito se aisldé en
B. megapotamica, lo que hizo sospechar que era por contaminacion con
hongos demostrando que estos metabolitos se biosintetizan en algunas
especies de estas plantas después de la polinizacién femeninas, como es el
caso B. coridifolia. Aunque existen pocos reportes sobre la composicion de
triterpenos en el género Baccharis, los compuestos mas comunes son
triterpenoides de nucleo oleandlico (Figura 3) al cual Se le han atribuido

numerosas propiedades beneficiosas para la salud, (Abad y Bermejo, 2008).

Figura 3. Estructura del acido oleandlico. (Abad y Bermejo, 2008)

Diterpenos

Los diterpenos (Figura 4) caracteristicos del género Baccharis son los
de tipo neoclerodano, ademas se han aislado derivados de kaurano y
labdano. De B. gaudichaidiana se aislé dos nuevos diterpenos clerodano,
denominados gaudichanolides (A y B) y otro llamado bacchariol (Abad y
Bermejo 2007).
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Figura 4. Estructura de un diterpeno. (Abad y Bermejo, 2008)
Cumarinas

En extractos de Baccharis darwiniis se aislaron tres cumarinas (Figura
5) llamadas 5’- hidroxiaurapteno (anisocoumarin H), aurapteno (7-
geraniloxicumarina) y 5’- oxoaurapteno (diversinina). La anisocoumarina H y

diversinina han demostrado tener actividad antifungica (Prada, 2015).

Figura 5. Estructura de una cumarina. (Abad y Bermejo, 2008)

Usos tradicionales del género Baccharis

Las especies de este género son utilizadas tradicionalmente para el
tratamiento de varias dolencias, tales como: contusiones, inflamaciones,
antiséptico, entre otros. Estas propiedades se deben a su composicion

quimica, basada principalmente en flavonoides, diterpenos y triterpenos, en
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donde los flavonoides se distinguen por conferir el color a las plantas y
resistencia frente al ataque de microorganismos. También se han obtenido
en menor proporcién cumarinas y aceites esenciales; sin embargo, hasta el
momento no se ha establecido un marcador quimico para caracterizar a las

especies de Baccharis (Martinez y Terraza, 2010).

Baccharis prunifolia

Esta especie se describe como un arbusto con una altura maxima de
dos metros, presenta capitulescencias terminales de flores blancas, es
bastante polimorfa en cuanto a tamafio y forma de las hojas como a
desarrollo, densidad de las inflorescencias y numero de flores por capitulo,
es propia de la region templada de los Andes (Figura 6), donde crece
abundantemente en zonas boscosas, abiertas y en matorrales. Se extiende
desde Venezuela hasta Bolivia. Para esta especie han sido registrados los

siguientes nombres vulgares: Chilco de paramo, Ciro y Chilca (Yepes, 2007).

Figura 6. Baccharis prunifolia (Yepes, 2007).

Clasificacion taxonémica de la especie Baccharis prunifolia

El Herbario Nacional Colombiano indica que, la especie objeto de

estudio corresponde a la siguiente clasificacion taxonémica:
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Clase: Magnoliopsida
Sub clase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Baccharis
Especie: Baccharis prunifolia
(Yepes, 2007).

Productos naturales

Es un compuesto quimico o sustancia biosintetizadas en las plantas,
también llamados metabolitos secundarios, los cuales, tienen actividad
biolégica que pueden ser de interés para los investigadores. Los principales
productos naturales son aceites esenciales, oleorresinas, concretos,

absolutos, tinturas y extractos (Marcano y Hasegawa, 2002).

Extractos

Los extractos son preparados concentrados de consistencia sélida,
liquida o intermedia, derivados generalmente del material vegetal desecado,
se obtienen al evaporar parcial o totalmente el disolvente en los liquidos
extractivos de origen vegetal. Los extractos segun su consistencia y
concentracion de principio activo se clasifican en: extractos fluidos, secos,

blandos y los crioextractos (Bruneton, 2001).

e Extractos Fluidos
Los extractos fluidos son extractos de origen vegetal que, con la
concentracion prescrita de etanol, estan preparados de forma que una parte
de esta corresponde a una parte o dos partes del extracto fluido; teniendo en

cuenta que 85 partes de material vegetal seco corresponden a 100 partes de
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planta fresca. Por lo general los extractos fluidos se obtienen por percolacion
(Bruneton, 2001).

e Extractos Secos
Los extractos secos son aquellos que tienen una consistencia seca y
son facilmente pulverizables, se obtienen por evaporacion del disolvente y
desecacion del residuo. Los extractos secos no deben presentar un

contenido de humedad mayor del 5 % (Bruneton, 2001).

e Extractos Blandos
Poseen una concentracién de principio activo superior al material
vegetal original y tienen consistencia semisolida. El disolvente suele ser agua
o mezclas hidroalcoholicas. Los extractos blandos son poco estables y

resultan dificiles de manipular; por lo que no se utilizan (Bruneton, 2001).

e Crioextractos
Se obtiene por molturacién del vegetal correctamente desecada,
sometida a condiciones de congelacion (-196°C), mediante inyeccion de
nitrdgeno liquido, de forma que los principios activos no se ven alterados por
la accion del calor desprendido en un proceso de molturacién y que,

dependiendo del vegetal, puede llegar a ser hasta 70 °C (Bruneton, 2001).

Actividad antibacteriana

Las investigaciones actuales han enfocado sus estudios en la
busqueda de compuestos que posean usos como agentes terapéuticos, con
la finalidad de controlar las diferentes enfermedades que derivan de los
microorganismos. Para ello el uso de los aceites esenciales y extractos han
tomado un papel importante en esta basqueda, porque muchas veces la

mezcla de componentes terpénicos en su mayoria oxigenados, presentan
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algun tipo de actividad frente a bacterias comunes. Por tal motivo, resulta
necesario encontrar nuevos compuestos que tengan efectos antibacterianos;
como una alternativa al desarrollo de la resistencia bacteriana, propiciada por
el uso indiscriminado de los antibioticos. (Albado, Saez y Gradiel, 2001).

Como las bacterias pueden evadir los efectos letales de los
antibiéticos a través de varios mecanismos, l0 que se requiere actualmente
son agentes antibacterianos con mecanismos de accion novedosos. Esto
resalta la importancia de realizar estudios en aceites esenciales y extractos
para obtener una posible alternativa terapéutica con promisoria actividad
antibacteriana (Albado, Saez y Gradiel, 2001).

Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares que presentan un tamafio
de unos pocos micréometros (por lo general entre 0,5 y 5 um de longitud) y
diversas formas, incluyendo filamentos, esferas (cocos), barras (bacilos),
sacacorchos (vibrios) y hélices (espirilos). Carecen de nucleo, su &cido
desoxirribonucleico (ADN) se encuentra libre en el citoplasma y no tienen
organelos, como las mitocondrias, cloroplastos o aparato de Golgi. A pesar
de su sencilla organizacion celular, cuentan con una pared celular (capa de
polisacéaridos) que envuelve la célula proporcionandole rigidez y proteccién
(Spicer, 2009).

Se reproducen asexualmente por medio de una forma de division
celular denominada fision binaria, que produce copias genéticamente
idénticas a la célula original. En condiciones ideales, algunas bacterias se
duplican en cuestion de minutos por lo que podrian en principio, dar origen a

una poblacién de millones de bacterias en poco tiempo (Spicer, 2009).
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Bacterias Gram-positivas y Gram-negativas

La pared celular de las bacterias Gram positivas se compone de
peptidoglucano que es el responsable de la rigidez estructural y de la
resistencia a la presion osmdtica interna bacteriana, estos microorganismos
contienen una estructura relativamente simple, de 15-50 nm de grosor. Esta
formada por alrededor de 50 % de peptidoglucano, un 40-45 % de polimero
acido (que hace que la superficie celular sea muy polar y tenga carga
negativa) y un 5-10 % de proteinas y polisacaridos. La capa de polimeros
intensamente polar influye en la penetracion de moléculas ionizadas
favoreciendo la entrada de compuestos cargados positivamente (Spicer,
2009).

Mientras que la pared celular de las Gram negativas es mucho mas
compleja. Desde la membrana plasmatica hacia el exterior consta de las
siguientes estructuras: un espacio periplasmico que contiene enzimas y otros
componentes, una capa de peptidoglucano de 2 nm de grosor que
constituye el 5% de la masa de la pared celular; con frecuencia esta unida a
moléculas de lipoproteinas que se proyectan hacia el exterior y una
membrana externa formada por una bicapa lipidica similar en algunos
aspectos a la membrana plasmatica; contiene moléculas de proteinas y en
su cara interna tiene lipoproteinas que estan unidas al peptidoglucano. Otras
proteinas forman canales transmembranales llenos de agua, denominados
porinas, a través de la pared celular de las bacterias grampositivas y
gramnegativas polisacaridos complejos, que forman componentes
importantes de la superficie externa; son diferentes en distintas cepas de
bacterias y son los principales determinantes de la antigenicidad del
microorganismo (Spicer, 2009)
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Tinciéon de Gram

La técnica de la tincion de Gram es un tipo de coloracion diferencial
rapida y facilmente empleada en microbiologia para diferenciar las bacterias
segun sus caracteristicas morfoldgicas. El principio del método se basa en la
tincion de todas las bacterias mediante cristal violeta o violeta de genciana y
posteriormente decolorar los microorganismos con alcohol-acetona,
decolorandose los microorganismos Gram negativos mientras que los Gram
positivas siguen manteniendo la coloracion (Spicer, 2009).

Posteriormente se utiliza un colorante de contraste para visualizar los
microorganismos Gram negativo como la fucsina o safranina. De este modo
podemos visualizar las bacterias Gram positiva de color azul-violaceo
mientras que las Gram negativas se visualizaran de color rojo o rosa (Figura
7).

Gram-negativo Gram-positivo

Figura 7. Bacterias Gram positivo y Gram negativo (Rodriguez y
Coronado, 2016)

Resistencia Bacteriana

Se entiende por resistencia, el mecanismo mediante el cual la bacteria
puede disminuir la accion de los agentes antimicrobianos. Desde el punto de
vista clinico se considera que una bacteria es sensible a un antibacteriano
cuando la concentracion de este en el lugar de la infecciébn es al menos 4

veces superiores a la concentracion inhibitoria minima (CIM). Una
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concentracion por debajo de la CIM califica a la bacteria de resistente y los

valores intermedios como de moderadamente sensibles. Los conceptos de

sensibilidad y resistencia son absolutamente relativos y dependen tanto del

valor de la localizacion de la infeccibn como de la dosis y vias de

administracion del antibiotico (Fernandez ,2003)

Tipos de resistencia

e Natural o intrinseca: Es una propiedad especifica de las bacterias y su

aparicion es anterior al uso de los antibiéticos, en el caso de la resistencia
natural todas las bacterias de la misma especie son resistentes a algunas
familias de antibidticos y eso les permiten tener ventajas competitivas con
respecto a otras cepas y pueden sobrevivir en caso que se emplee ese
antibiotico (Fernandez ,2003)

Adguirida: Constituye un problema en la clinica, se detectan pruebas de
sensibilidad y se pone de manifiesto en los fracasos terapéuticos en un
paciente infectado con cepas de un microorganismo en otros tiempos
sensibles. La aparicion de la resistencia en una bacteria se produce a
través de mutaciones (cambios en la secuencia de bases de cromosoma) y
por la trasmision de material genético. En el primer caso, la resistencia se
trasmite de forma vertical de generacion en generacién. 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 antibidticos sin necesidad de haber estado en

contacto con estos (Fernandez ,2003)
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Mecanismos de resistencia

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos para resistir la
accion de los antibioticos (Figura 8). El primero de ellos es por la posicion de
un sistema de expulsion activa del antimicrobiano, una especie de bomba
expulsora que utilizan las bacterias para la excrecion de productos residuales
0 toxicos, con la que puede eliminar ademas muchos de estos agentes
antibacterianos, El segundo, se realiza mediante la disminucién de la
permeabilidad de la pared bacteriana, con la pérdida o modificacion de los
canales de entrada (Fernandez ,2003)

Produccion de enzimas inactivantes de los antibioticos constituye el
tercer mecanismo. De esta forma son inhibidos los aminoglucésidos, el
cloranfenicol por el acetil transferasa, y el caso mas tipico, el de las betas
lactamasas, para el grupo de los betas lactamicos. En afios recientes la
aparicion de beta lactamasas de amplio espectro que incluyen a las
antibetalactamasas (acido clavulanico, sulbactam y tazobactam), dificulta el
uso de estos antibiéticos tan utilizados (Fernandez ,2003)

Por ultimo, algunos antibiéticos ejercen su accion contra las bacterias
uniéndose a una proteina esencial para la supervivencia de estas. La
resistencia bacteriana se produce cuando el germen modifica la proteina

diana, y cambia su funcion o produce enzimas distintas (Fernandez ,2003)
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Figura 8. Mecanismo de resistencia bacteriana (Fernandez ,2003)
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Método de Extraccion

Los procesos de extraccion mas simples empleados se dividen de acuerdo
al disolvente utilizado en:

- Extraccion con agua: infusion, destilacion por arrastre con vapor de agua

y decoccion.

- Extraccibn con solventes organicos: maceracion, lixiviacion o

percolacién, extraccion y Soxhlet, digestion (Gonzéalez, 2004).

Tipos de Extraccion

e Extraccion Soxhlet: Método en caliente, que se desarrolla empleando
solventes con puntos de ebullicibn bajo, para evitar la degradacion de la
muestra. Conveniente para obtener los extractos crudos de las plantas
(Gonzélez, 2004).

e Digestidon: En este proceso se agrega solvente caliente (con temperaturas
no mayores a los 50 °C) al material vegetal molido colocado en un material
de vidrio de boca pequenia, la temperatura del solvente permite una mayor
extraccion de 6 compuestos ya que la solubilidad de la mayoria de las

especies aumenta con la temperatura (Gonzalez, 2004).

e Infusiéon y Decoccion: Tanto la infusibn como la decoccién son procesos
simples de extraccion con agua, en el primer caso se agrega agua caliente
o fria al material molido y luego se filtra; en el segundo el material se hierve

por espacio de 15 minutos con el agua (Gonzéalez, 2004).

e Seleccion del solvente: La eleccion del disolvente depende de parametros
técnicos y econdmicos, tales como: selectividad, estabilidad, inercia

guimica, punto de ebullicién, seguridad de manipulacion entre otros. Los
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disolventes mas utilizados son los hidrocarburos alifaticos: éter de petréleo,
hexano, propano y/o butano. Aunque el benceno es un buen disolvente, su
toxicidad limita cada vez mas su utilizacion. Igualmente, se ha recurrido a
disolventes halogenados y al etanol. También se utilizan otros solventes
como soluciones &cidas o alcalinas para la extraccion selectiva de algunos
compuestos, sin embargo, se debe tener precaucion con el pH de las
mezclas para prevenir hidrélisis o reordenamiento de compuestos sensibles
(Gonzélez, 2004).

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 a largos tiempos
de extraccion el agua puede propiciar la fermentacion o la formacion de
mohos) hasta que penetre y disuelva las porciones solubles. Se puede
utilizar cualquier recipiente con tapa que no sea atacado con el disolvente;
en éste se colocan el material vegetal con el disolvente y tapado se deja
en reposo por un periodo de 2 a 14 dias con agitacién en intervalos de
cinco dias. Luego se filtra el liquido, exprime el residuo y recuperar el

solvente en un rotavapor, hasta obtener el extracto (Gonzalez, 2004).

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 el
material. Consiste en colocar el material fragmentado en un embudo o
recipiente coénico, y hacer pasar un disolvente adecuado a través del
mismo. No es apropiado para resinas o materiales que se hidraten con el

disolvente (Gonzalez, 2004).
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Métodos para determinar la susceptibilidad antibacteriana

Método de dilucién en caldo o en agar (CIM): Las técnicas de
dilucion en caldo o agar, se pueden utilizar para medir cuantitativamente la
actividad "In vitro" de un antimicrobiano frente a un cultivo bacteriano. Estos
métodos se basan en la preparacion de una serie de tubos o placas con
caldo o agar, respectivamente, a los cuales se les agrega el antibiotico (ATB)
en distintas concentraciones. Luego se inoculan cada uno de los tubos o
placas con una suspension estandarizada del microorganismo en estudio.
Las pruebas se examinan después de incubar “overnight” a 35 + 2°C y se
determina la concentracién inhibitoria minima (CIM) del antimicrobiano frente
al microorganismo ensayado. El resultado final depende significativamente
de la metodologia empleada. Por ello, para obtener valores reproducibles
intra e interlaboratorios, cada detalle técnico debe ser cuidadosamente
controlado (Malbran, 2012).

Método de difusién en agar con discos: Es un método que mide la
susceptibilidad de un microorganismo frente a un antimicrobiano. Utilizando
un disco que tiene una cantidad especifica de un antibiético el cual es
colocado en una superficie de agar previamente inoculado con un
microorganismo, pronto el disco impregnado de antibiético se pone en
contacto con la superficie himeda del agar y este difunde radialmente a
través del espesor del agar a partir del disco, formandose un gradiente de
concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacion los discos aparecen

rodeados por una zona de inhibicién (Picazo,2000).

Método de la cinta o Epsilometro (E test): La prueba Epsilon (Etest)
es un método con una base de agar para evaluar susceptibilidad microbiana,
desarrollado para vencer las desventajas de la difusion en disco y los

métodos de dilucibn convencional, mientras mantiene los aspectos
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favorables de ambos procedimientos. Consiste en un gradiente definido y
continuo de antibidtico precalibrado, que cubre 15 diluciones dobles. El Etest
se procesa tan facilmente como la prueba de disco y genera valores precisos
de concentracion inhibitoria minima y altamente reproducibles. La prueba ha
sido exitosamente utilizada contra microorganismos aerobios, anaerobios,
organismos de dificil crecimiento y de crecimiento lento como H. influenzae,
S. pneumoniae, Neisseria spp. Legionella spp. También ha sido evaluado
para antibidticos "problema” como imipenem, glicopéptidos como
vancomicina y teicoplanina y combinaciones de inhibidores de Beta
lactamasas, tales como amoxacilina y &cido clavulanico. Complementa
sistemas de tamizaje, de discos y sistemas automatizados como Vitec,
Microscan y Pasco, en areas donde estos métodos pueden ser limitados y
los resultados son cuestionables o no reproducibles. El Etest es reconocido
como una herramienta de C/M para vigilancia epidemioldgica. Se esta
convirtiendo en el método estandar de las compafiias farmacéuticas en la
evaluacion de nuevos antibioticos, de comparaciones multicéntricas grandes

y ensayos clinicos (Velasquez, 1998).
Sistema de Hipotesis

La investigacion tiene variable, pero no fueron sistematizadas porque

no es una investigacién confirmatoria.

27



Tabla 1. Operacionalizacion de los eventos

Evento Definicion Definicion Dimensiones | Indicador
Conceptual Operacional
Actividad Descrito como Se Actividad Lecturas
Antibacteriana | una sustancia | determinara antibacteriana de los
gue inhibe el mediante el de la especie halos de
crecimiento de Método de Baccharis Inhibicion
bacterias difusion en prunifolia
(Albado, Saez, | agar con disco
y Grabiel, de papel
2001). (Gracia,
Correay
Rojas, 1995),

(Pefia, Sayago, Buitrago y Rojas; 2019)

CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO
Tipo de Investigacion

Hurtado (2010), refirié que el tipo de investigacion tiene relacién con la
interrogante de estudio, en la cual se resalta lo que quiere saber, pues esto
marca el logro general que se desea conseguir durante el proceso e
identificar el tipo de investigacién. En consecuencia, el verbo a utilizar en el
objetivo tiene que implicar un logro. Especificamente, en esta investigacion
se estudio la actividad antibacteriana del extracto metanodlico de Baccharis
prunifolia en funcién de un periodo y contexto determinado, por lo tanto, se

puede decir que esta investigacion es de tipo evaluativa.

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 es de campo, ya que los datos del evento de
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estudio se recolectaron en el lugar donde ocurri6 el fendédmeno,
especificamente en el Laboratorio C “Antonio Morales,” ubicado en el
Instituto de Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes. Con respecto al tiempo de recoleccion de datos,
esta investigacion debe ser contemporanea, debido a que se recolectaron
durante el periodo de desarrollo del trabajo, y los datos se tomaron en un

solo momento.

Poblacién y Muestra

Unidad de investigacién

Hernandez, Fernandez y Baptista (2004), refieren 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 fendmeno que se
investiga. Una vez conociendo lo citado al principio la poblacion estudiada es
finita, integrada por la especie Baccharis prunifolia que se recolecté en el
sector collado del céndor, a 20 km de la poblacion de Pifiango Municipio
Miranda en el estado Mérida, dicha especie se evalu6 en el Laboratorio C
“Dr. Antonio Morales”, Instituto de Investigacion de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, desde noviembre de 2015 hasta
diciembre de 20109.

Seleccién y tamafio de la muestra
Los instrumentos que se utilizaran para la obtencién de la informacion
deberan ser aprobados por los expertos, con el objetivo de determinar la
validez del contenido. De hecho, se estima que la eficacia constituye el
procedimiento que permite determinar la consistencia interna de los

instrumentos en cuanto a lo que se propone medir, de ahi se dice que la
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validez, se refiere al grado en que un instrumento realmente mida la variable

segun Hernandez, Sampieri (2010).

Materiales y Métodos

Recoleccién de las especies botanicas: Las muestras vegetales fresca de
Baccharis prunifolia se colectaron en el mes de mayo del afio 2017, en el
sector collado del condor, a 20 km de la poblaciéon de Pifiango, Municipio

Miranda en el estado Mérida.

Determinacion taxondmica de las plantas: Las diferentes muestras
recolectadas de Baccharis prunifolia fueron identificadas 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.

Seleccion, divisién y preparacion del material vegetal: El material vegetal
recolectado de la especie Baccharis prunifolia, fue sometido a un proceso de
seleccion para eliminar las impurezas y partes en descomposicion de las
hojas. Luego se seleccion6 una muestra representativa destina a la

preparacion del extracto.

Secado, molienda y pesado del material vegetal: El material vegetal
seleccionado de Baccharis prunifolia (200 gr), se seco en un horno eléctrico
ubicado en el herbario MERF, a la temperatura no superior a 40 °C, durante
al menos 72 horas. Transcurrido este tiempo, se verificO 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 numero 20. La muestra obtenida con un peso de 180 g, se
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coloc6 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: La muestra seca y molida
de Baccharis prunifolia, luego de pesar una cantidad representativa, fue
sometida a extraccion sdlido-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 50 °C el producto seco se peso (25 g) y colocd en un envase

de color &mbar rotulado y sellado, conservandose en un lugar seco y fresco.

Tamizaje Fitoquimico: El estudio fitoquimico preliminar para el extracto
metandlico, se realizd en el laboratorio C de productos naturales “Antonio
Morales” del Instituto de investigaciones de la facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, bajo la supervision del Dr. Alexis
Buitrago. Los diferentes ensayos colorimétricos y cromatogréficos utilizados
reportados en la Tabla 2, permitieron identificar de forma cualitativa la
presencia de ciertos metabolitos secundarios, tales como; alcaloides,
cumarinas, compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas, antraquinonas,
saponinas, glucésidos, cardioténicos, taninos y mucilagos (Marcano y

Hasegawa, 2002).

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 vy
Parasitologia, Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de los
Andes, bajo la supervisién 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: Escherichia coli (ATCC 25922),
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Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC

23357), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y Staphylococcus aureus
(ATCC 25923).

Solucién I, y Kl

Mayer Solucién HgCl, y K

Solucién saturada de
Hager acido picrico
Dragendorff

Bi(NO,); 5H,0 y KI

_amonio NH,OH concentrado
Reaccion con

it sulfiatco H,SO, concentrado
Reaccionde | Agua destilada, KOH
Borntraguer 5%, CHCl3 y H;0,6 %
g:gi:: €on | Benceno y NH; 10%

Se disolvieron en tubos de
ensayo, 3 porciones del
extracto con 2 mL de HCl al
5 %. Luego se agitaron en
vortex y filtraron

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

Agregar gotas del reactivo

| Precipitado de color

rojo pardo

Precipitado color
blanco o amarillento

Precipitado color
blanco o amarillento

Precipitado color rojo o
anaranjado

Adicionar 1 gota del Color rojo

reactivo (antraquinonas)
Adicionar 1 gota del . .
reactivo Color rojo (quinona)

Adicionar 3 mL de la base,
llevar a ebullicion durante 3
minutos. Extraer con el
solvente organico y
alcalinizar con 2 mLde la
base. Agregar gotas del

| agente oxidante

Color rojo, amarillo o
verde(benzoquinonas)
y color rojo (derivados
de antronas)

Adicionar 1 mL del solvente
organico y alcalinizar con la
base

Color rosa, rojo o
violeta (antraquinonas)
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Afiadir 2 gotas del Color rojo (auronas o
acido chalconas)
g:_accldt;n de HCl conpentr?t:!ﬁ Y Color anaranjado a rojo
o magnesio metalico Adicionar virutas de (flavonas), color rojo
metal (flavonoles), color magenta
(flavononas)
. isolvi Adicionar gotas del Cc'ﬂc.)r rojo purpura rojo cereza
Reaccion de Pew's Polvo de zinc y Se disolvieron en tubos de acido ond (dihidroflavonas),color rosa o
HCI5 N ensayo, 3 porciones del extracto yunaporcionde | o (flavanonas y
con 2 mL de metanol. Luego se | PoIvo dihidrochalconas)
agitaron en vortex y filtraron
Color amarillo a rojo (xantonas
Reaccion de NaOH 10 % Afadir 3 gotas de la y flavonas), color café a
hidréxido de sodio base fuerte purpura rojizo(chalconas), color
azul (antocianinas)
Aplicar la muestra en
2-aminoetildifenil- Solucion 2-AED8 una placa Mancha de color amarillo con
borato (2-AED8) al 2% en MeOH cromatografica. fluorescencia intensa a 365nm
Revelar con el reactivo
Se disolvieron en fubos de Fluorescencia de color azul
Reaccion con NH,OH ensayo, 3 porciones del extracto | Adicionar 2 gotas de la verde o amarillo a una Iongi'tud
hidroxido de amonio | concentrado con 2 mL de metanol. Luego se | base débil d
. e onda de 365nm
agitaron en vortex y filtraron

Reaccion con Afadir 5 gotas de la Color amarillo

Solucion de NaOH 2 N

hidroxido de sodio base (glicosidos)
H,SQO, concentrado, Se disolvieron en tubos de Adicionar el reactivo Interface de color marron
Keller-Killiani CH:COOH glacial y ensayo, 3 porciones del con cinco gotas del (azucares 2-
FeCl; extracto con 2 mL de acido fuerte desoxigenados)
metanol. Luego se agitaron
en vortex y filtraron Agregar 3 gotas de la
Piridina, nitroprusiato base debil, una gota de | Color amarillo
Reaccion de Legal | de sodio al 5 %, NaOH la solucién de la sal y (cardenolidos 6 lactonas
tres gotas de la base a, B-insaturadas)
fuerte

Se disolvieron en tubos de
ensayo, 3 porciones del
Agua destilada extracto con 2 mL de

El extracto acuoso se

agitara vigorosamente Altura de la espuma

Prueba de la altura entre 8 a 10mm, estable

de espuma metanol. Luego se agitaron ?;S:Smuen(:ga la altura de por 30 minutos
en vortex y filtraron P
Prueba de Se disolvio una porcion del Afiadir gotas de la sal y | La formacién de espuma
- extracto con 50mLde agua. ) -
Bicarbonato de NaHCO; Luego. se agité en vortex agitar vigorosamente en forma de panal de
sodio go. g y durante 3 minutos abeja (saponinas)

filtro
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Tabla 2.- Procedimiento para el tamizaje fitoquimico del extracto Baccharis prunifolia (Continuacion)

Taninos
Ensayo Reactivo Preparacion de la muestra Procedimiento Resultados
Agua destilado
Control CH;CH,OH y Tubo 1: control Sin reaccidn
NaCl Se disolvio 100mg del
extracto en 10 mL de etanol y Tubo 2 agregar 5
. . se agité durante 5 minutos. X . Precipitado de color blanco

Gelatina 1% Gelatina Luego s realizé una go}asf de Solucion de ftaninos)

extraccién con 25 mLde agua gelatina

destilada, la solucion Tubo 3: agregar 5 Precinitado de color blanco
Gelatina (1 %)- Sal (10 %) Gelatina y NaCl | resultante se calenté hasta gotas de la solucion (tanin%s)

ebullicion durante 15 minutos. | salina en gelatina

A la solucion se le adiciond Color rojo-vino (compuestos

0,2 mLde NaCl al 10%y se Tubo 4: agregar 3 fenélicoi‘,) color verdF:e intenso
Tricloruro férrico FeCl; 10 % filtré. se roturaron 5 tubos de | gotas de la solucion (taninos p’irocatecc’)licos) color

;nfgfljfislft(rs:r; adicionaron 3 | de la sal férrica azul {taninos pirogalatanicos)
Ferricianuro de potasio KsFe(CN)g ;gg ° dse: Izgéig?err:aarla color azul (fendlicos)

Mucilago

Se disolvieron en tubos de

ensayo, 3 porciones del enfriara a una Consistencia aelatinoso
Enfriamiento a 0-5°C Aguadestiada | extracto con 2 mL de metanol. | temperatura de (mucilago) g

Luego se agitaron en vortex y | 0-5°C g

filtraron

Tabla 2.- Procedimiento para el tamizaje fitoquimico del extracto Baccharis prunifolia (Continuacion)

Triterpenoides y Esteroides

Ensayo

Reactivo

Preparacion de la muestra

Procedimiento

Resultados

Reaccion de
lieberman bouchard

H,S0,.concentrado
y CH,COOH
glacial

ensayo, 3 porciones del

Reaccion de
Rosenthaler vainillina
triterpenoides

Vainillina y H;SO..
concentrado

filtraron

Se disolvieron en tubos de

extacto con 2 mL de metanol.
Luego se agitaron en vortex y

Afadir 2 gotas del acido
débil y esterificar con 2
gotas del acido fuerte

Interfase de color
azul o verde
(esteroides).
Color amarillo
anaranjado
(Triterpencides)

fuerte

Afadir 2 gotas reactivo
con 2 gotas del acido

Interfase de color
violeta
(triterpenoides)

Prueba de Salkowski

H,S0O, concentrado

ensayo, 3 porciones del

Se disolvieron en tubos de

Adicionar lentamente 2 mL

Interfase de color
marroén rojizo

extracto con 2 mL de CHCI3.

(Esteroides) Luego se agitaron en vortex y del acido fuerte (artullold
filtraron esteroideo)
. A Aplicar la muestra en una
ﬁ\_.dZ5 r_ELde zllc-j hi Se dlsolvel’eron en tubgslde placa cromatogréfica. Eluir M_ancthf: de color
Prueba de i rg);_l| grﬁ%; : 20 ensayo, 3 porciones de con una mezcla rojo (triterpenos),
Komarowsky en 1CH0R a extracto con 2 mL de metanol. cloroformo, metanol y Mancha de color

% B: 5mL H,S0,. E
y CH;CH,CH 1:1

Luego se agitaron en vortex y
filtraron

agua (70:30:5). Revelar
con el reactivo

verde
(esteroides)

Compuestos fendlicos

Prueba de FeCl;

FeCls, solucion de
NaCl 0,9 % m/vy
CH3;COONa

Se disolvieron en tubos de
ensayo, 3 porciones del

extracto con 2 mL de metanol.

Luego se agitaron en vortex y
filtraron

Adicionar 3 gotas de
acetato, neutralizada con 3
gotas la sal férrica en
solucion fisiologica

Color rojo, vino,
verde o azul
(compuestos
fendlicos)
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El método permiti6 medir la susceptibilidad In Vitro de las bacterias frente a
una sustancia o mezcla de sustancia de origen vegetal. El protocolo

experimental que se utilizo se presenta a continuacion:

Preparaciéon 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 realiz6 el control de esterilidad y se

conservaron a 4 °C hasta el dia del ensayo.

Preparacion de discos: Los discos de papel de filtro con un didmetro de 6
mm, se impregnaron con 20 pL del extracto B. prunifolia el cual fue
preparado con el solvente de extraccion a la concentracion de 500 mg/mL.
Luego se colocaron en placas de Petri y esterilizaron bajo la luz UV, durante
90 minutos previo al ensayo.

Reactivacion de las bacterias: Las bacterias se mantuvieron en medio de
conservacion a temperatura ambiente, a partir de este medio, se reactivaron

las cepas y se verificd su pureza.

Preparacion de los indculos: 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 Mueller-Hinton, con un patron McFarland N° 1
(3 x 10® UFC/mL).

Siembra: Los indculos de cada bacteria 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 impregnado con las muestras
solventes (control negativo) y farmacos de referencia para cada bacteria

(controles positivos).

35



Pre-incubacion e incubacion: Con el propésito de permitir que los
componentes presentes en el extracto 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.

Lectura de los ensayos: Se realizaron las lecturas de los halos de inhibicién
a las 24 y 48 h, expresando el diametro de la zona de inhibicion en milimetro
(mm). La prueba se consider6 negativa cuando se observé crecimiento

bacteriano alrededor de los discos.

Determinacion de la (CIM): Se determiné en aquellas bacterias que
mostraron susceptibilidad al extracto ensayado. Para determinar la CIM se
prepararon diluciones a diferentes rangos de concentracién y se aplicé el
procedimiento antes descrito, el cual, permiti6 la concentracion mas baja

capaz de inhibir el crecimiento bacteriano (CLSI, 2018).

Evaluaciéon de los Resultados

Los resultados mostraron la actividad antibacteriana. Con la lectura de
los halos de inhibicion y la determinacion de la concentracion inhibidora

minima (CIM) en 5 cepas Gram-positivas y Gram-negativas.

Disefio de analisis

Hernandez, Sampieri (2010) refirieron que existe dos tipos de
enfoques de investigacion: cuantitativo y cualitativo. Esta investigacion tiene
un enfoque cualitativo, ya que se estudié las caracteristicas de la especie
Baccharis prunifolia (Asteraceae), con el fin de medir su actividad

antimicrobiana.
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CAPITULO IV.
RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacién Cualitativa de los metabolitos secundarios del Extracto

Metandlico de Baccharis prunifolia

En la deteccién de alcaloides a través de la prueba Drangendorff se
obtuvo como resultado la positividad (bajo) en el ensayo aplicada. Por otro
lado se determinaron compuestos del tipo flavonoides mediante la reaccién
con Hidréxido de sodio al 10 % y el reactivo de Pew’s obteniéndose en el
primer ensayo positividad para xantonas y flavonas, mientras que en el
segundo se obtuvo una coloracion café que indica positividad (baja y
moderada) para flavononas (Tabla 3).

Segun (Abad y Bermejo, 2008) los compuestos mas comunes
presentes en el género Baccharis son los compuestos fendlicos. Los
resultados de los ensayos realizados estan relacionados con los reportes,
obteniéndose positividad (abundante) en dos ensayos para los compuestos
del tipo fendlico. Por otro lado, la reaccién hidroxido de amonio se evidencio
la positividad (abundante) de cumarinas en el extracto; mientras que la
reaccion de Salkowski fue positiva (bajo) para la presencia de esteroides.
Ademas, los glicésidos se identificaron a través de las pruebas de hidroxido
de sodio y Keller-Killiani dando positivas (bajo) en el extracto. En cuanto a la
determinacion de los taninos, realizada mediante la prueba de tricloruro de
hierro al 10 %, se obtuvo una coloracion rojo-vino demostrando la postividad
(bajo) de este tipo de estructura quimica.

En un estudio previo obtencion y caracterizacion de colorante natural a
partir de la Baccharis salicifolia (chilca blanca) para uso textil, se demostré la
presencia de alcaloides (prueba Drangendorff) y esteroides (prueba
Salkowski), siendo ambas positivas y en mayor concentracion en

comparacion con la especie B. prunifolia (Fernandez y Saavedra, 2019). En
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otra investigacion (Herrera, 2017) se emplearon pruebas similares a las
aplicadas en este estudio para B. latifolia se encontré positiva para
esteroides, taninos y glucdsidos en mayor comparacion y compuestos
fendlicos en menor comparacion, permitiendo observar una diferencia con el
resultado del tamizaje fitoquimico de esta investigacion. La presencia de
estos compuestos en muchos extractos rectifican algunas bondades
atribuidas a las especies del genero Baccharis prunifolia como antioxidantes
(flavonoides) y actividad anti-inflamatoria (taninos). Estos resultados son
comparados con especies del mismo género ya que no existen estudios

recientes sobre la composicion quimica de esta especie.
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Tabla 3. Tamizaje fitoquimico de los extractos metandlico de
prunifolia
Metabolitos Pruebas Bp Posibles
secundario Compuestos
Quinonas NH,OH conc -
Antraquinonas | H,SO, conc - ]

L - NaOH conc + L.
Glucésidos Keller Killiani " Glucoésidos
Esteroides Salkowski + Esteroides

. . Vainillina
Triterpenoides H,S04 cone
Flavononas,
Pew’s + dihidrochalconas y
Flavonoides otros flavonoides
NaOH 10 % it Xantonas, flavonas
y chalconas
Gelatinal % -
Solucion
Taninos gelatina-NacCl i i
K3F€(CN)6 -
FeCl; 10% ++ Taninos
Altura de
Saponinas espuma i -
NaHCO3 -
Alcaloides Dragendorff + Alcaloides
Cumarinas NH4OH +++ Cumarinas
. Enfriamiento
Mucilagos 5 04 - -
FeCl: 5 %
Fenoles NaCI09% | ** | “Rangiicos

Bp: Baccharis prunifolia, Ausente (-), bajo (+) Moderada (++),

Abundante (+++)
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Determinacién de la Actividad Antibacteriana del Extracto Metandélico de

Baccharis prunifolia:

El extracto fue ensayado con el proposito de determinar su potencial
antibacteriano frentes a las cepas de referencia internacional Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 23357), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) vy
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Mediante el método de
susceptibilidad por difusion con disco de papel impregnado con el extracto
metandlico de Baccharis prunifolia, se demostro el efecto solamente contra
S. aureus a una CIM de 100 mg/mL (halo de inhibicion de 8 mm), de igual
manera, para las demas bacterias ensayadas no se observd ningun efecto.
En la tabla 4, se presenta los resultados obtenidos en el ensayo de la
actividad antibacteriana realizado para la especie vegetal en estudio.

Tabla 4. Actividad antibacteriana para el extracto B. prunifolia

Mi _ Zona de inhibicion (mm)* CIM
|croorgan|smo B.p Antibioticos (ng/
TS VA GM Az CE | ml)
S. aureus * 40
(ATCC 25923) 8 * 100
E. faecalis 26
(ATCC 29212) NA * NE
E. coli .
(ATCC 25922) | NA 34 NE
K. pneumoniae 42
(ATCC 23357) | NA x NE
P. aeruginosa .
(ATCC 27853) | NA 38* | NE

B.p: extracto metandlico B. prunifolia; TP: Trimetoprim-
Sulfametozaxol® (23,7/1,25 pg), VA: Vancomicina® (30 ug), GM:
Gentamicina® (10 pg), AZ: Aztreonan® (30 ug), CE:
Cefepima® (30 pg), CIM: concentracién minima inhibitoria; NA: no
activo; NE: no ensayado; *mm: de los halos de inhibicion (disco de
6 mm de diametro)/ promedio 2 ensayos
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En tal sentido, los resultados obtenidos en esta investigaciéon muestran
que los extractos de B .punifolia presenta actividad similar a la obtenida en
estudios previos (Rangel, Garcia, Velazco, Buitrago y Velazco, 2001), a partir
de los extractos etandlico, acetonico y acuoso, de la partes aéreas de
Baccharis nitida, frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25992),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) y Candida albicans (aislado clinico,
LBM N° 151), por el Método de difusion en agar modificado. Los resultados
obtenidos muestran accion antibacteriana de todos los extractos sélo contra
S. aureus, en el caso del extracto etandlico el halo inhibicién fue de 16 mm,
en el extracto cetonico de 15 mm y el extracto acuoso de 17 mm, en
comparacion con esta investigacion el halo de inhibicion del extracto
metandlico de Baccharis prunifolia fue menor frente a S. aureus siendo de
8mm.

Por otro lado, (Toribio M, Delia O, Fernandez Y, Toso R, y Tortone,
2007) evaluaron en cuatro especies del género Baccharis (Compositae) la
presencia de actividad antimicrobiana frente a ocho especies bacterianas. El
método utilizado en el ensayo fue el Kirby Bauer modificado al igual que esta
investigacion. Los extractos metandlicos de B. articulata, presento un halo de
inhibicibn para Staphylococcus aureusCIM (100mg/dL). del2mm vy
Staphylococcus epidermidis (105mg/dL). de 17mm. B. soliafolia presento un
halo de inhibicibn para Staphylococcus aureus del5mm, Staphylococcus
epidermidis de 20mm y Streptococcus agalactiae (97mg/dL). de 12mm. Y
por ultimo B. pingraea presento un halo de inhibicion para Staphylococcus
aureus de 17mm, Staphylococcus epidermidis de 20mm y Streptococcus
agalactiae de 20mm, pero el extracto metandlico de Baccharis prunifolia
presento un halo de inhibicién solo frente S. aureus de 8mm, menor en
comparaciéon al trabajo ya mencionado. Ninguna de las especies
investigadas presento actividad frente a bacterias Gram-negativo. B.
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spartioides no demostré actividad antimicrobiana frente a ninguna de las

especies bacterianas investigadas.

CAPITULO V.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las pruebas fitoquimicos del extracto metandlico de Baccharis
prunifolia  revelaron la presencia de alcaloides, esteroides, taninos,
flavonoides, glucésidos en menor concentracion en comparacién con
cumarinas y compuestos fendlicos en mayor concentracion, empleando la
técnica de maceracion como método de extraccion.

Al evaluar la actividad antibacteriana de los extractos vegetales se
evidencia el potencial de muchas especies vegetales, tal es el caso de B.
prunifolia frente a cepas de referencia como: Staphylococcus aureus (ATCC
25923) la cual mostro sensibilidad frente al extracto con una CIM de 100
mg/mL (halo de inhibicion de 8 mm), de igual manera, para las demas
bacterias ensayadas no se observd ningun efecto a través de los métodos
antes descritos permitiendo de esta manera un avance al uso empirico de
esta especie.

El desarrollo continuo de mecanismos de resistencia bacteriana ha
estimulado la busqueda de nuevas moléculas para combatirlas. Una opcion a
considerar es el uso de productos naturales que en los ultimos tiempos
estdn alcanzando niveles mayores de aceptacion, ello debido a su
accesibilidad econdmica, baja tasa de efectos colaterales y la difusion de sus

efectos benéficos tal como lo muestra el género Baccharis.
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Recomendaciones

Continuar con el estudio del extracto de otras especies perteneciente
al género Baccharis.

Evaluar el extracto de B. prunifolia con otros microorganismos
patbgenos, ya que esta especie no reporta estudios previos de la
actividad antibacteriana en la literatura.
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