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RESUMEN

A partir de Physalis peruviana L., perteneciente a la familia Solanaceae, se obtuvieron los
extractos metandlicos de las hojas, tallos y frutos; se determind su composicion gquimica a
través de tamizaje fitoquimico y la actividad biolégica de los mismos. En cuanto a la
composicion quimica en los extractos de hojas y tallos, se evidencié la presencia de
alcaloides, fenoles y esteroles y en el de los frutos solamente esteroles. No se observo
actividad frente a Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Echerichia coli y
Pseudomonas aeruginosa (método de difusion en pozo). Solo el extracto metandlico de las
hojas mostrd un porcentaje de inhibicién del radical DPPH de 26,9 en comparacién de 96,1
del acido ascorbico, y el ICso fue 1,15 mg/mL. La evaluacién de la toxicidad sobre nauplios
de Artemia salina, arrojo que los extractos metanolicos de hojas son relativamente inocuos,
de los frutos inocuos, mientras que de tallos son moderadamente téxico segun el CYTED.

Palabras clave: Physalis peruviana, actividad antioxidantes, antibacteriana, Artemia salina.
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Introduccion
Las Solanaceas son una familia de plantas herbaceas o lefiosas con hojas alternas, simple
y sin estipulas pertenecientes al orden Solanales. Se encuentra distribuida en diferentes
habitats y con morfologia muy variada. La familia se distribuye por casi todo el planeta con
la excepciodn de la Antartida. La mayor diversidad de especies se ha registrado en América
del Sur y Ameérica Central. La importancia de estas plantas tiene lugar en la medicina
popular, son frecuentemente utilizadas por personas que tienen problemas de salud y que en

algin momento hacen uso de ellas (Magafia y Burelo, 2010)

Physalis peruviana L., es conocida como uchuva en Colombia, uvilla en Ecuador,
aguaymanto en Peru y topo-topo en Venezuela. Es un cultivo herbéaceo originario de la
region andina y utilizado fundamentalmente por sus frutos comestibles, los cuales
corresponden a una baya jugosa, redondeada, habitualmente de color amarillo y de intenso
sabor (aproximadamente entre 1,25 y 2 cm de diametro), esta fruta crece dentro de un céliz
que lo protege contra insectos, aves, patdgenos y condiciones climéticas extremas. La
uchuva es considerada una fruta exética y es ampliamente conocida por sus propiedades

fisicoquimicas, nutricionales y medicinales (Franco, Matiaz, Pajaro y Gomez, 2013).

Los extractos de las hojas de Physalis peruviana L., han mostrado importantes
actividades antibioticas, antioxidantes y antinflamatorias. Los estudios fitoquimicos de este
género han demostrado la presencia de esteroides, alcaloides, glicdsidos y flavonoides

(Franco y col., 2013).

Los extractos de Physalis peruviana L., son de gran importancia para contribuir con el

desarrollo de nuevos farmacos, que permitan disminuir los cuadros infecciosos que surgen



dia a dia por las bacterias, virus, hongos y protozoos, debido a que estos presentan
mecanismos defensivos que evaden los efectos de los antibidticos ya existentes, esto ha
provocado un problema de consecuencias impredecibles. En tal sentido, se tiene previsto la
busqueda de nuevas estrategias que permitan elaborar farmacos de origen natural (plantas
medicinales), para que sea un importante punto de partida en el desarrollo y elaboracion de

nuevos antibioticos (Franco y col., 2013).

El objetivo de este trabajo es determinar la composicion quimica y actividad biolégica
de los extractos metandlicos de hojas, tallos y frutos de Physalis peruviana L. EI mismo
estara estructurado por cinco capitulos. El primero titulado el problema de la investigacion,
esta subtitulado de la siguiente manera: planteamiento del problema, justificacion de la
investigacion, objetivos de la investigacion, alcances de la investigacion, limitaciones de la
investigacion. El segundo capitulo titulado marco teorico, esta subtitulado de la siguiente
manera: trabajos previos, antecedentes historicos, bases tedricas, sistema de hipdtesis,
operacionalizacion de las variables y definicion de términos. El tercer capitulo titulado
marco metodoldgico, esta subtitulado de la siguiente manera: tipo de investigacion, disefio
de la investigacion, poblacidén y muestra, sistema de variables, instrumento de recoleccién
de datos y disefio de analisis. El cuarto capitulo resultados y discusiones y el quinto

capitulo conclusiones y recomendaciones.



CAPITULO I

EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

Planteamiento del Problema
Las enfermedades infecciosas son consideradas un problema de salud publica debido a
que son causa importante de mortalidad alrededor del mundo por el fendmeno de la
resistencia bacteriana, sobre todo en el ambiente hospitalario, donde el uso continuo de
farmacos antibacterianos ha favorecido la seleccién de cepas menos sensibles o de cepas
portadoras de resistencia contra uno o mas antibioticos (Egwaikhide, Okeniyi y Gimba,

2009).

Se estima que el 80 % de la poblacion mundial usa la medicina tradicional para cubrir
sus necesidades primarias de salud, diversas enfermedades infecciosas han sido tratadas con
remedios herbolarios. Por este motivo la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
promueve la busqueda constante de nuevos antibidticos que contrarresten la resistencia de
los microorganismos ya existentes y los reemergentes, por lo que se ha incrementado el
interés de las plantas medicinales debido a que contienen una gran cantidad de principios

activos que pueden ser tiles en el desarrollo de antibioticos (Egwaikhide y col., 2009).

En las ultimas décadas se ha incrementado el interés por los productos naturales y sus
posibles aplicaciones en la industria farmacéutica en busqueda de nuevos medicamentos
mas seguros y eficaces, aproximadamente el 30 % de los farmacos empleados en los paises
industrializados proceden o se han sintetizado a partir de producto vegetales, por lo que los
extractos de plantas son una fuente atractiva de nuevos medicamentos (Egwaikhide y col,

2009).



Las enfermedades infecciosas actualmente son dificiles de tratar ya que muchas
bacterias se han vuelto resistentes a una gran variedad de antibi6ticos debido al uso
excesivo de los mismos, asi como también la automedicacion, el uso de los antibidticos
como aditivos en la alimentacion del ganado para aumentar el engorde e incluso la
incorporacion de antibidticos a las soluciones limpiadoras empleadas en el hogar

(Cespedes, Avila, Martinez, Calderdén y Salgado, 2006).

Debido a esta multiresistencia que han desarrollado muchos de los microorganismos, se
ha tratado de crear nuevos antibidticos que puedan destruirlos, es aqui donde se hace
importante estudiar la composicion quimica del extracto de Physalis peruviana L., ya que
puede tener algun efecto antibacteriano. En este caso ya se han realizados estudios que
confirman que este tipo de planta presenta dicho efecto contra agentes causantes de

infecciones (Cespedes y col., 2006).

Una vez planteada la situacion actual del problema de investigacion, puede formularse a
través de la siguiente pregunta: ;Cudl es la relacion que existe entre los componentes
quimicos del extracto de Physalis peruviana L., y su actividad antioxidante, antibacteriana

y toxicidad sobre nauplios de Artemia salina?

Justificacion de la Investigacion

La era de los antibidticos marco un gran paso para la humanidad, la vida de millones fue
salvada gracias a este descubrimiento, no obstante, debido al uso excesivo de estos
medicamentos puede ser el fin de la medicina moderna tal y como la conocemos. Las
bacterias en su lucha por sobrevivir han creado mecanismos de defensa cada vez mas

dificiles de combatir y las armas contra enfermedades infecciosas se agotan. En vista de



esta problematica en varios paises se han tomado medidas de control donde se ha limitado
la venta de antibidticos y solo las personas con prescripcion médica pueden adquirirlos, asi
como también la restriccion del uso para el alimento de animales (Samiul, Nachiketa,

Sayeed,. Masnoon y Mohammad 2016).

Sin embargo, se necesitan otras opciones en cuanto al tratamiento de infecciones
bacterianas pero muchos laboratorios farmacéuticos se mantienen al margen ya que en
materia econdmica fabricar medicamentos que se usen de por vida es mas rentable que los

que proporcionen una cura definitiva (Samiul y col., 2016).

Debido a que cada vez son mas las bacterias que desarrollan resistencia a los
antibidticos, se hace mas dificil tratar y por supuesto curar una enfermedad de origen
infeccioso. Es por esto que es importante buscar unas fuentes bactericidas o que controlen a
estos microorganismos con el fin de mejorar la calidad de vida de los seres humanos,

plantas e incluso animales (Samiul y col., 2016).

Este proyecto de investigacion persigue como objetivo principal, confirmar si los
componentes quimicos de los extractos de Physalis peruviana L., son capaces de inhibir el
crecimiento de cepas bacterianas Gram positivas y Gram negativas mediante pruebas
experimentales. Para asi dar a conocer una sustancia que pueda ser usada como terapia
contra enfermedades de origen infeccioso. Ademas de determinar el potencial antioxidante
y evaluar la toxicidad sobre A. salina, de los metabolitos secundarios presentes en los

extractos metandlicos de tallos, hojas y frutos.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Determinar la composicién quimica y actividad biologica de los extractos metanolicos

de hojas, tallos y frutos de Physalis peruviana L.

Objetivos especificos

Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios que forman parte de los

extractos metandlicos de Physalis peruviana L., a traves de tamizaje fitoquimico.

e Valorar la actividad antibacteriana que presentan los extractos de Physalis
peruviana L., frente a las bacterias Gram positivas y Gram negativas de referencia
internacional.

e Evaluar la actividad antioxidante de los componentes quimicos presentes en los
extractos de hojas, tallos y frutos de Physalis peruviana L., a través del método
DPPH.

e Comprobar la toxicidad frente a nauplios de Artemia salina, que presentan los

extractos metanolicos de las partes aéreas Physalis peruviana L.

Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Con relacion a los alcances de una investigacion, Herndndez, Fernandez y Baptista
(2006), refirieron que estan vinculados con la profundidad del estudio, es decir, con lo que
realmente se quiere conocer con la investigacion. También, hacen mencion a que dicho
alcance se relaciona con el grado de elaboracién del proceso de conocer un fenémeno. En

tal sentido, esta investigacion tendrd un alcance confirmatorio, pues se verificard la



actividad antioxidante, antibacteriana y toxicidad de los componentes quimicos presentes

en los extractos metanolicos de las partes aéreas de Physalis peruviana L.

Respecto a las limitaciones, éstas son una serie de factores externos que impiden el
eventual y correcto desarrollo de la investigacion (Hernandez y col., 2006). Por lo tanto, las
posibles limitaciones de la investigacion podrian ser: las condiciones del laboratorio al
trabajar con equipos para toma de datos deben regularse para mantener y garantizar la
conservacion de patrones y estabilidad en la calibracion de los quipos, para que los datos
que se tomen expresen de manera fiable y permita conocer mejor las condiciones reales del
proceso y asi obtener resultados mas precisos, también se puede mencionar la falta de
reactivos, escasos recursos financieros, fallas en el suministro de electricidad y dafio de

algln equipo necesario para finalizar la tesis con éxito.



CAPITULO II
MARCO TEORICO
Trabajo Previos

Barrientos y col. (2018), estudiaron el contenido de polifenoles y capacidad antioxidante de
Physalis chenopodifolia L., silvestre y en cultivo. El objetivo fue determinar la presencia de
fenoles y flavonoides tanto en hojas como en frutos y evaluar la actividad antioxidante. El
método utilizado fue el DPPH, la actividad antioxidante se incrementd con el aumento de
las concentraciones (100, 200 y 500 uL mL™), tanto en hojas como en frutos. El valor mas
alto de porcentaje de inhibicion del radical DPPH, correspondi6 a la concentracion de 500
uL mL™* con 115 + 0.4 y de 828 + 0.3, para plantas cultivadas y silvestres,
respectivamente. Los autores concluyeron que Physalis chenopodifolia L., efectivamente

presenta actividad antioxidante.

Morillo y col. (2017), estudiaron la composicion quimica del aceite esencial de las hojas
y tallos de Physalis peruviana L. El objetivo fue determinar los componentes volatiles
presentes en el aceite esencial de las partes aéreas de la planta. Utilizando la técnica de
Cromatografia de gases acoplado a Espectrometria de masas y la medicion de los indices de
Kovats. Lograron identificar en el aceite proveniente de las hojas 22 componentes, siendo
los mayoritarios: el acido hexadecanoico (42,8 %), el (-)-epdxido de hexano (28,8 %), el
fitol (4,7 %) vy el éster metilico del &cido hexadecanoico (2,1%); mientras que en el aceite
de los tallos se identificaron 21 componentes, siendo los mayoritarios: el &cido

hexadecanoico (80,5 %), el &cido pentadecanoico (3,3 %) y el acido tetradecaoico (2,6 %).



Aparcana y Villarreal (2014), determinaron la capacidad antioxidante de los extractos
etandlico de los frutos de Physalis peruviana “aguaymanto” de diferentes lugares del Peru.
La presente investigacion tuvo como objetivo el estudio fitoquimico de los extractos
etandlicos, valoracion del contenido de polifenoles totales por el reactivo de Folin-
Ciocalteu y la capacidad antioxidante de los frutos de Physalis peruviana L., provenientes
de Huénuco, Junin, Ancash y Cajamarca por el método de DPPH. Los autores concluyeron
que los fruto procedente de Huénuco, Junin, Ancash y Cajamarca presentaron capacidad
antioxidante obteniendo como concentracion inhibitoria 1Cs 1,86; 2,04; 2,24 y 2;36 mg/mL

respectivamente.

Cortés, Prieto y Rozo (2015), evaluaron la caracterizacion bromatologica y
fisicoquimica de la uchuva (Physalis peruviana L.) y su posible aplicacién como alimento
nutracéutico. El objetivo fue determinar sus propiedades bromatologicas, fisicoquimicas y
actividad antioxidante, para su posible aplicaciébn como alimento nutracéutico. Para este
estudio utilizaron el fruto y este fue sometido a deshidratacion por calor y liofilizacion.
Luego de este proceso se procedio a la obtencidn del extracto metandlico de la uchuva, para
determinar su actividad antioxidante. Se utiliz6 el método acido 2,2-azino-bis 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS), el cual registro valores para la uchuva deshidratada
por calor de 186,242 mg/100 g de muestra seca, y para la uchuva liofilizada, de 211,64
mg/100 g de muestra seca. En el caso del atrapamiento del radical DPPH+, se alcanzaron
concentraciones de 393,69 mg/100 g de muestra liofilizada y 391,39 mg/100 g de muestra
deshidratada por calor. Los autores concluyeron que la uchuva efectivamente presenta

actividad antioxidante.



Huertas (2015), evaluaron in vitro el efecto antibacteriano y citotdxico del extracto
metandlico de Physalis peruviana (capuli) sobre cepas de Streptococcus mutans
(ATCC25175), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). El extracto metandlico de la
Physalis peruviana mostro capacidad inhibitoria frente a las cepas de Streptococcus mutans
y Streptococcus sanguinis. El efecto antibacteriano obtuvo un promedio de 17.25 mm y
16.65 mm respectivamente en la dilucion 1 (100 pug/ml), mientras que el menor efecto
antibacteriano fue encontrado en la dilucién 3 (50 pg/ml) con un promedio de 11.17 mm y
14.37 mm respectivamente. Por otro lado, a partir de la dilucion 4 (25 pg/ml) no se
encontrd efecto antibacteriano de dicha planta. Los autores concluyeron que el extracto
metanolico de Physalis peruviana tuvo efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus

mutans y Streptococcus sanguinis. Ademas, no fue citotoxico para la linea celular Jurkat.

Llumiguano (2014), estudié la composicion quimica de los extractos de hojas de
Chapuca o uvilla silvestre (Physalis peruviana). El objetivo fue determinar la composicion
quimica de los extractos etandlico, etéreo y acuoso. Para este estudio utilizaron las hojas
para elaborar los extractos. Los resultados que obtuvieron en los extracto etéreo, alcohdlico
y acuoso, muestra la presencia de metabolitos secundarios entre los que destacan alcaloides,
triterpenos y compuestos fendlicos, que podrian estar relacionados con la actividad

farmacoldgica de esta planta.

Franco, Matiaz, Pajaro y Gomez (2012), determinaron la actividad antibacteriana in
vitro de los extractos y fracciones de Physalis peruviana L. y Caesalpinia pulcherrima (L.)
Swartz. Investigaron la actividad in vitro de extractos y fracciones de los calices de
Physalis peruviana L. y flores y hojas de Caesalpinia pulcherrima (L.) Swartz frente a
cepas ATCC de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
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aeruginosa, determinando la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB). Los autores concluyeron que ambas especies son promisorias y
confirmaron que el extracto de Physalis peruviana L., puede inhibir el crecimiento de

agentes patdgenos.

Sanabria, Lopez y Gualdron (1997), estudiaron los compuestos fitoquimicos y letalidad
sobre Artemia salina de plantas colombianas. El objetivo fue investigar 29 especies de
plantas colombianas, entre ellas Physalis peruviana L., determinaron que el extracto
etanolico de esta especie revel6 mediante un analisis fitoquimico preliminar la presencia de
alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas, esteroles y/o triterpenos y lactonas terpénicas y
a su vez relacionaron la presencia de estos compuestos quimicos con la alta letalidad que
mostraron estos extractos frente a la Artemia salina. La concentracion letal 50 (CLsg) que
presentaron las partes aéreas de P. peruviana L., fue de 42 pg/mL. Los autores concluyeron

que P. peruviana L., efectivamente presenta toxicidad.

Antecedentes Histdricos o Epistemoldgicos

La historia del hombre estd estrechamente ligada con las plantas medicinales y
aromaticas. Antes de conocer el fuego y domesticar los animales su subsistencia dependia
en gran parte de las hierbas, los frutos, la miel y los jugos que extraia de las plantas. En el
periodo neolitico el hombre se vuelve sedentario y aparece la agricultura, se cultivan granos

y plantas como el hinojo y el cilantro que se utiliza como condimento (Méndez, 2008).

El padre de la medicina, Hipdcrates recomendaba tratamientos curativos basados en
canela, tomillo, hierbabuena y mejorana, sugeria tener mucho cuidado en su recoleccion,

secado y preparacion. Crateabas, famoso herborista, contemporaneo de Hipocrates, escribio
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un manual en el que detallaba cuatrocientas plantas con sus aplicaciones que sirvieron a la

humanidad (Méndez, 2008).

Los primeros farmacélogos fueron los arabes, ya en el siglo 1X abrieron farmacias en
Bagdad y junto con los persas inventaron el alcohol utilizando principalmente en la
medicina para destilar esencias de jazmines rosas para aromatizar el ambiente y sus

alimentos (Méndez, 2008).

El siglo XVII marco el apogeo de las plantas aromaticas y medicinales, que hasta
entonces se emplearon de manera limitada como medicina, y Su propagacion y
multiplicacién habia aumentado, pues aparecieron otras como la manigueta de Guinea y
anis estrellado de la China. A finales del siglo XVII su utilidad y su valor era el curativo

(Méndez, 2008).

No obstante, ha tenido que transcurrir mucho tiempo y algunos acontecimientos para que
la medicina tradicional sea valorada. En 1977 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
hizo conocer su propuesta politica “Salud Para Todos en el afio 20007, que fue impulsada
en la conferencia de Alma-Ata. La OMS ha sido la principal impulsadora del
reconocimiento del potencial de la medicina tradicional y de la utilizacion de las plantas
medicinales en la salud publica a través de decisivas reducciones. En 1976, llamo la
atencion sobre la importancia de los agentes de salud de la medicina tradicional. La OMS
calcula que las hierbas curativas son la medicina principal de dos tercios de la poblacion

mundial, es decir, de unos cuatro mil millones de personas (Méndez, 2008).
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Bases Tedricas

Generalidades de la familia Solanaceae

La familia Solanaceae cuenta con un total de 90 generos y 3000 especies con una amplia
distribucion, principalmente en las regiones tropicales y subtropicales de Sur América. El
género Solanum es uno de los géneros mas importantes de esta familia con cerca de 1200

especies (Coletto, Kinupp, Absy y Kerr, 2004).

Las Solanaceas, se han empleado en la medicina tradicional mexicana como
antifangicos, gracias a sus propiedades antimicrobianas. Se ha demostrado que las personas
utilizan plantas medicinales para el tratamiento de diferentes enfermedades (Lozoya,

Navarro, Garcia y Zurita, 1992).

La principal importancia de la familia Solanaceae, radica en su uso como fuente de
alimento. Sin embargo, debido a la gran diversidad del género existe una gran oportunidad
de uso como fuente de nuevos farmacos, por lo que en la actualidad existe un gran interés

cientifico de investigacion de sus propiedades farmacoldgicas (Boyd, Murray y Tyil, 1984).

Propiedades farmacolégicas de la familia Solanaceae

Actualmente se han estudiado diferentes especies de la familia Solanaceae, las cuales
tienen importancia farmacoldgica por sus diferentes propiedades en el beneficio de la salud
humana, tales como: analgésica, hipoglucemiante, antimicrobiana y antiparasitarias (Torres,

Lopez, Galicia y Silva, 2013)
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Propiedad analgésica

Las plantas medicinales son utilizadas comunmente para el tratamiento de dolores de
estbmago Yy cuerpo. Ademas, a pesar que la comunidad cuenta con analgésicos
convencionales proporcionados por clinicas del sector salud, la mayoria de las personas
usan plantas medicinales como terapia alternativa para muchos tipos de enfermedades, esto
es debido principalmente a la falta de recursos econdémicos. Los resultados de dicho estudio
muestran que las solanaceas tales como Cestrum dumetorum (Orcajuda) y Cestrum
nocturnum (Orcajuda negra) son utilizados para el tratamiento del dolor de cuerpo y

bronquitis (Torres y col., 2013).

Propiedad antibacteriana

Dentro de las propiedades antimicrobianas de forma general se destacan la
antibacteriana, antifngica, antiparasitaria y antiviral. Plantas de esta familia han llamado la
atencion de cientificos para explorar a fondo las mismas y en la actualidad se estan
realizando investigaciones para analizar su actividad antibacteriana y antifingica (Torres y

col., 2013).

Se ha reportado el empleo de Datura stramonium (toloache), para el tratamiento de la
gingivitis, la caries y la periodontitis (enfermedades bucales ocasionadas por bacterias, que
residen en la cavidad bucal, especialmente el Streptococcus mutans), éstas Gltimas dos han

sido las principales enfermedades que afectan a la humanidad (Torres y col., 2013).
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Propiedad antiparasitaria

Dentro de la familia Solanaceae, también existen plantas con propiedades
antiparasitarias, tal es el caso de Solanum nudum conocida también como zapata, la cual ha
sido utilizada para el tratamiento de enfermedades febriles por algunas personas (Torres y

col., 2013).

Lopez (2008) reportd la presencia de esteroides antiplasmodiales en Solanum nudum los
cuales muestran efecto antiparasitario contra Plasmodium falciparum, agente causal de la
malaria. Otro ejemplo es la presencia de alcaloides con actividad en contra de la
esquistosomiasis, enfermedad parasitaria causada por helmintos comdnmente conocidos

COMO gusanaos.

Composicion quimica de la familia Solanaceae

Existe una relacion muy estrecha entre la composicion quimica de los diferentes
miembros de la familia Solanaceae y sus efectos. En el chile poblano (Capsicum spp) se
han encontrado compuestos como la clorofila, beta caroteno y vitaminas los cuales poseen

propiedades anticancerigenas (Ramirez, Guzman, Espinosa y Murillo, 2001).

En el caso del tomatillo (Physalis philadelphica L.) que ha demostrado actividad
quimiopreventiva del cancer se ha detectado la presencia de witanélidos, uno de ellos es
ixocarpalactona (IxoA) (1, Figura 1) (Choi, Murillo, Su, Pezzuto, Kinghorn, y Mehta,

2006).
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OH

Ixacarnalaciona (IXgA) (1)

Figura 1. Estructura quimica de ixocarpalactona
(IxoA), presente en la familia Solanaceae

Mediante la purificacion de los extractos de Solanum lanceolatum obtenidos por
métodos convencionales se ha logrado obtener dos nuevos pseudoglicolipidos llamados
lanceolitoles (2, Figura 2). (Herrera, Gardufio, Vazquez, Rios y Alvarez, 2005). Solanum
rostratum es utilizado en México para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales, y
se ha detectado en sus extractos la presencia de metilprotodioscina (3), a la cual se le
determind su estructura por Resonancia Magnética Nuclear (proténica) a partir de su

aglicona (Bah, Gutiérrez, Escobedo, Mendoza y Rojas, 2004).
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Figura 2. Estructura quimica de algunos compuestos quimicos presente en la familia
Solanaceae.
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Generalidades del género Physalis

El género Physalis de la familia Solanaceae comprende alrededor de 80 especies
cosmopolitas creciendo mayormente en América, con muchas especies localizadas en
México, de las 80 especies de Physalis, cinco estan presentes en Venezuela, encontrandose
principalmente en vegetacion adventicia producto de intervencién entropica, con amplitud
de distribucion en cuanto a niveles de temperatura y pisos altitudinales (Benitez y

Magallanes, 1998).

Sin embargo, su nombre cientifico es claramente europeo. Se trata de una palabra
derivada del griego que significa “vejiga”, en referencia a la forma que dan las hojas que
envuelven al fruto. En la actualidad, se produce principalmente en Sudafrica, Colombia,

Per( y Espafia (Benitez y Magallanes, 1998).

Por su parte Nee (1986) describe el género como plantas perennes, algunas de estas con
rizomas, con menos frecuencia arbustos, mide entre 40 y 120 cm, florece en primavera y
verano. Las hojas son alternas o por parejas, a menudo ovada, entera 0 gruesamente
dentada. Sus flores son hermafroditas, solitarias y fasciculadas, cuelgan del nacimiento de
las hojas y su color es entre rojo y naranja. El fruto es una baya, el pericarpio delgado,

jugoso o algunas veces algo seco; semillas numerosas, orbiculares a reniformes.

Usos en la medicina tradicional

En Latinoamérica es comudn su uso medicinal, mientras que en Europa y Asia se utiliza
con fines alimenticios y ornamentales, tanto en jardineria como en decoracion de mesas 0

platos (Santiaguillo y Blas, 2009).
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El género Physalis es muy rico en vitamina C, también contiene vitamina A y calcio,
tiene frutos bajos en calorias y grasas y, ademas, es apto para diabéticos. También tiene
propiedades diuréticas y antioxidantes. Fortalece el sistema inmunoldgico y el nervio
optico, reduce la temperatura en estados febriles, es relajante, antiinflamatorio y puede
llegar a ser una ayuda a la hora de eliminar las piedras en el rifion (Santiaguillo y Blas,

2009).
Composicion quimica

Estudios fitoquimicos realizados al género Physalis reportan la existencia de varios
compuestos activos farmacologicamente como lo son los flavonoides, alcaloides,
triterpenos, ceramidas, fenilpropanoides, vitaminas, acidos grasos y diferentes esteroides

(Douglas, 2011).

Mudltiples investigaciones realizadas identifican a los compuestos citados anteriormente,
pero los que despiertan mayor interés son los witaesteroides, un grupo de lactonas

esteroidales productoras de ergostano (4, Figura 3) (Menzel, 1951).

Ergostano (4)

Figura 3. Estructura quimica del Ergostano (4),
presente en el género Physalis.
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Especie Physalis peruviana L
Generalidades de la especie

Physalis peruviana L. pertenece a la familia de las Solanaceas y es originaria de los
andes suramericanos. Su nombre proviene de la palabra indigena uchuva, que significa
fruta redonda. Es un fruto autoctono colombiano que se caracteriza por su buen contenido

de vitaminas Ay C, fosforo, hierro, potasio y zinc (Whitson y Manos 2005).

El fruto es una baya redonda y pequefia (Figura 4) cuyo peso varia entre 4 y 10 g, se
encuentra dentro de un capacho que la cubre completamente y la protege del entorno
durante la etapa de poscosecha. El cultivo de la uchuva es originario de los andes
suramericanos, donde crece silvestre y semi silvestre en las zonas tropicales y subtropicales
con altitudes entre los 1500-3000 m.s.n.m. Esta planta perenne crece entre 1,0 y 1,5 metros

de altitud (Whitson y Manos 2005).

Figura 4. Planta de Physalis peruviana L. (Whitson y Manos 2005).

El nombre de Physalis peruviana L., le fue dado por Linneo en 1753. Sin embargo, otros

nombres comunes han sido utilizados posteriormente como sinonimos de Physalis
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peruviana L. En la Tabla 1, se indican los diversos nombres con los que es conocida la

planta en los diferentes paises.

Tabla 1.

Nombres comunes de Physalis peruviana L.
Pais Nombres comunes
Bolivia Awei llamantu, Capuli, Motojobobo embolsado, Ruru chinchi
Chile Bolsa de amor, Capuli

Colombia  Uchuva, Uchuba, Uchubo, Alquenque, Buchuvba, Capuli,
Perl Aguaymanto, Capuli, Tomate de bolsa

Venezuela Cuchuva, Huevo de sapo, Topotopo y Topo-topo
Ecuador Uvilla

Eningles  Golden berry o Cape gooseberry

(Bernal y Correa, 1998)

La taxonomia de las especies del género es compleja, existiendo un total de cuatro
subgéneros y 9 secciones dentro del subgénero Rydbergis Hendrych, que es en el que se
encuadra la uchuva. Por otra parte, las distinciones entre especies son difusas en muchas
ocasiones, lo cual en ocasiones dificulta la identificacion de ejemplares incluso para los

expertos en el género (Whitson y Manos, 2005).

Dentro de las angiospermas, la uchuva se encuadra dentro de los siguientes taxones
(Whitson y Manos 2005).:

Taxonomia:

Clase: Magnoliopsida
Orden Solanales

Familia Solanaceae

Tribu Physaleae

Género Physalis L.

Especie Physalis peruviana L.
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Descripcion botanica de la especie

Plantas herbaceas con la base a veces lignificada, anual o perenne, de hasta un metro de
altura, con pelos simples y tallos angulosos simples o ramificados; hojas membranaceas,
geminadas y alternas, ovadas, de 8 cm, con el borde entero o lobulado, el 4pice acuminado,
la base obtusa, cordada o truncada y vellos-viscoso. Peciolos de 1-4 cm; flores solitarias,
axilares y con pedicelos de 3-10 mm. Caliz campaneado, de 7-15 mm de longitud y con 5
dientes acuminados y de igual longitud que el tubo; corola campanulada o rotada, de 12-15
mm de longitud y 15-20 mm de didmetro, amarilla de puntos purpureo-azulados en la base
y a veces lobulada; anteras rojo-purpureas o azuladas; disco amarillo anaranjado; ovario
lampifio; estigma capitado; baya globulosa de 1-2,5 cm de longitud y 1,5-3 cm de diametro,
amarillos o amarillo-verdosa, envuelta en una bolsa formada por el caliz acrescente.
Semillas discoideas, de 1,7-2 mm, blanquecinas o parduzcas y con la testa reticulada

(Sanchez, 1991).

Habitat

Physalis peruviana L., es originaria de los Andes Sudamericanos, se encuentra en estado
silvestre o asilvestrado en los pisos altitudinales intermedios en zonas tropicales y Buscar la
referencia primaria quiere decir que Usted debe buscar la tesis que esta referenciando y ver
quien fuel el autor que esxcribié verdaderamente eso que Usted esta afirmando, es decir el
autor de la tesis lo debe tener en las referencias subtropicales entre los 1500 y 3000
m.s.n.m. En Ecuador prefieren zonas con alturas entre 1800 y 2800 m.s.n.m., en la region
interandina, aunque también se desarrolla bien a nivel del mar 72 m.s.n.m. (Trillos, Cotes,

Medina, Lobo, y Navas, 2007).
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Uso etnobotanico y ancestral

Popularmente los frutos han sido utilizados en el tratamiento y prevencion de pterigios,
expectorantes, diuréticos, hipoglucemiante, alouminuria, dolor de amigdalas y para tratar la
tosferina. En infusion las flores han sido utilizadas para el tratamiento de la tos rebelde,
también se les atribuyen propiedades diuréticas, antiséptico, cicatrizante de heridas,
antiespasmadicas y se empleas solas en el tratamiento de la litiasis renal, la gota, la

tuberculosis y la depresion (Bernal, 2012).

Las hojas y tallos, frescos o secos, son usados en pomadas o cataplasma para el alivio de
contusiones, torceduras y dislocaciones Oseas. Ademas, las hojas y frutos son utilizadas
para tratar las infecciones digestivas, inflamacion del estdmago, diabetes y presién arterial

(Bernal, 2012).

En la Tabla 2, se muestran las actividades bioldgicas reportadas para cada 6rgano de

Physalis peruviana L.

Tabla 2.

Actividades bioldgicas reportadas para cada 6rgano de Physalis peruviana L.

Parte de la Actividad reportada Extraccion, fraccion o
planta metabolito

Plantaentera  Actividad antihepatoma, aduccion de apoptosis en células Extracto etandlico
humanas y antitumoral.

Hojas Actividad antiinflamatoria, antioxidante apoptosis en células Extractos etandlico y
cancerigenas, actividad antihepatotoxica. extractos acuosos.

Partes aéreas  Actividad citotoxica contra células cancerigenas (Pulmén, Witan6lidos
mama e higado).

Calices Actividad antiinflamatoria Fraccion  denominada
Pp-D28-LF
Frutos Actividad antimicrobiana, antioxidante e hipoglucemiante Fruto entero

(Bernal, 2012).
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Composicion quimica reportada en Physalis peruviana L

Bernal y Correa (1998), proporcionan una valiosa informacion acerca de los
constituyentes quimicos encontrados en Physalis peruviana L., desde 1930 hasta 1990, en

donde se destacan principalmente compuesto del tipo witaesteroides (Tabla 3).

Tabla 3.

Compuestos quimicos aislados de Physalis peruviana L., entre 1930 y 1990.
Parte analizada Tipo de compuesto Compuestos aislados

Hoja Witaesteroides, Fisalina A

2,3-dihidrowitanélido E
4B-hidroxiwitandlido E

Witanoélido E

Fisalolactona

Witanélido S

Perulactona

3-O--D-glucopiranésido de fisalolactona B
24-metilenocolesterol

Sitosterol

Terpenos

Fruto Carotenos Acido 16-hidroxioxohexadecandico
Carotenoides

Higrina
Rai Alcaloide Witaperuvina F
alz . . Witaperuvina G
Witaesteroides Fisalinas

Witaperuvina

Cultivo de tejido Terpenos Acetato de isofucosterilo
Cicloartenol
Isofucosterol

(Bernal y Correa 1998).

En la Tabla 4, se exponen los estudios fitoquimicos realizados a Physalis peruviana
entre 1991 y 2010 para cada 6rgano. Los compuestos aislados en los Gltimos afios,
comprenden principalmente compuesto tipo Peruvianoxido (5, Figura 6), Caempferol (6),
Fiperunolido A (7), 44-hidroxiwitanolido E (8), (1S,2S)-1-fenilpropano-1,2-diol 2-O-p-D-
glucopiranosido (9) y Calistegina B2 (10). En la Figura 5, se muestran algunos compuestos

aislados en Physalis peruviana L.
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Tabla 4.

Compuestos quimicos aislados de Physalis peruviana L., entre 1991 y 2010.

Parte analizada

Tipo de compuesto

Compuesto identificado

Parte aéreas (hojas) Alcaloides 3f-acetoxitropano y dos
Witanélidos isdmeros N-metilpirrolidinilhigrina
Fiperunolide A
Fiperunolide B
Fiperundlido C
Peruvianoxide
Célices Witanoélidos 4B-hidroxiwitanolido E
28-hidroxiwitanélido E
Fruto Glucésidos (1S,2S)-1-fenilpropano-1,2-diol
Vitaminas 2-0-p-D-glucopiranésido
a, By y-tocoferol
Vitamina k1
Vitamina C
Vitamina A
p-caroteno
Acidos grasos
Raiz Alcaloides Figrina
Witandlidos 4B-hidroxiwitanélido E
Witandlidos 4B-hidroxiwitanélido E
174-hidroxi-14,20-epoxi-1-0x0-[22R]-34 -[O-p-
Dglucopiranosil]- wita-5,24-dienolido
Planta entera Flavonoides Quercetina y campferol
Alcaloides (+)-Fisoperuvina

(Tomassini, Barbi, Ribero y Xavier, 1999)
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Figura 5. Compuestos quimicos presentes en Physalis peruviana L.
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Los compuestos tipo witaesteroides son los mas reportados para la especie Physalis
peruviana L., (Tabla 3). Los witaesteroides junto con capsaicinoides y saponinas
esteroidales, representan metabolitos secundarios especificos de algunos taxones de
solanaceas. Siendo Physalis el género que contiene mayor cantidad de witandlidos, aunque
éstos también se presentan con gran frecuencia en el género Withania (Tomassini y col.,

1999).

Se denominaron originalmente witandlidos a un conjunto de esteroides naturales de
veintiocho atomos de carbono, los cuales contienen el esqueleto base del ergostano, y en el
cual los carbonos 22 y 26 se encuentran oxidados formando una J-lactona (Tomassini y

col., 1999).

Los witandlidos pertenecen al grupo de los witaesteroides, compuestos derivados del
ergostano que se encuentran polioxigenados y estan presentes principalmente en la familia
Solanaceae, no obstante, también se han encontrado en algunas plantas de las familias
Leguminoseae y Taccacedae. Los witaesteroides se clasifican en 8 grupos de acuerdo a la
estructura formada por su funcion lactonica en C-26 en la Tabla 5 se presentan los

esqueletos basicos de cada tipo (Tomassini y col., 1999).

Por sus caracteristicas estructurales, la mayoria de estos compuestos suelen aislarse de
los extractos obtenidos con disolventes de polaridad media, como cloroformo y éter etilico
0 con disolventes mas polares, como metanol y etanol. También se han aislado witanolidos
poco polares de extractos realizados con hexano. Por otra parte, ocasionalmente estos
compuestos se presentan como glicosidos o como sulfatos (Tomassini y col., 1999). En la

Tabla 5, se muestran algunos witaesteroides
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Tabla 5.

Esqueletos basicos de witaesteroides (Tomassini y col., 1999).

Tipo -
) ) Esqueleto basico
de Witaesteroide

Descripcion

Son los mas abundantes, se conocen como
precursores de Witafisalina y Acnistina, se
subdividen en dos clases principales de
acuerdo con la orientacion (a o p) de la

cadena lateral ubicada sobre el C-17.}

Son moléculas de estructuras bastante
complejas, ya que ademas de presentar la
lactona tipica de witaesteroides, tienen una

y-lactona fusionada al anillo D.

Tienen el esqueleto ergostano-carboxilico
de los witandlidos intacto, pero se
aproximan a la fisalinas por presentar la

lactona de 5 miembros ligada al anillo D.

Tienen una cadena lateral biciclica
insertada en C-17.

. L. (@)
Witandlido
Fisalina
Witafisalina
Acnistina :
o. O
Prolactina OH

HO

Presentan un anillo y-lact6nico saturado con
orientacion tipo g, por alteraciones debido a

un grupo hidroxilo en C-22.

27



Por otra parte, se tiene que los compuestos bioactivos presentes en el fruto, como los
fitoesteroles se encuentran en niveles elevados en los aceites fijos extraidos de los frutos de
esta planta, que les darian propiedades tales como antioxidantes e hipocolesterolémico. La
especie presenta tres fitoesteroles especificos: campesterol (11, Figura 6), S-sitosterol (12)
y estigmasterol (13) los cuales serian responsables de los niveles més bajos de colesterol en
la sangre. Ademas, la actividad antioxidante se ha asociado con los altos niveles de
polifenoles y elevado contenido de vitaminas E (14, Figura 7), vitaminas C (15) y p-

caroteno (16) (Puente, Mufioz, Castro y Cortés, 2011).

Asimismo, el g-sitosterol, posee actividad antiinflamatoria similar a la hidrocortisona y
oxifenbutazona, ademas actividad antipirética parecida al acido acetilsalicilico, tiene efecto
analgésico y antiinflamatorio a través de un mecanismo central relacionado con los

receptores opioides (Puente y col., 2011).

Campesterol (11)

Estigmasterol (13)

Figura 6. Estructura quimica de algunos compuestos presentes en el fruto de Physalis
peruviana L.
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En la Figura 7, se muestran estructuras de compuestos que poseen actividad antioxidante

CHs
HO
CHj3
HsC (@)
3 CH CH;  CH, CHs CHs
Vitamina E (14)
HO
H
HO\*K(—)—\(O
HO OH
Vitamina C (15)

p-Caroteno (16)

Figura 7. Estructura quimica de compuestos que poseen actividad
antioxidante

Producto natural

En sentido amplio un producto natural esta formado por todos los compuestos de la
naturaleza. En sentido mas restirctivo un producto natural comprende solo los metabolitos
secundarios que son especifico de la especie (Gutierrez y Esteres, 2009). Muchos productos
naturales se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como medicamententos,

insecticidas, herbicidas, perfumes, colorantes entre otras (Avalos y Perez, 2009).

Estos productos deben diferenciarce de los metabolitos primarios que son porducto
quimico necesario para la vida, resultantes del metabolismo vital de todo ser vivo; son
carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos. En contraste a los metabolitos

primario, los productos naturales o metabolitos secundario son subproductos de rutas

29



metabdlicas normales que ocurren en ciertas especies, siendo particulares dentro de un
grupo taxonomico, estado de vida o tejido presentando una distribucion restringida dentro

del reino vegetal dando origen a la quimiotaxonomia (Torres, 2004).

Metabolito secundario

Son todas aquellas moléculas activas generadas por diversas especies vegetales. Los
metabolitos son moléculas que no son necesarias para el crecimiento y la reproduccion de
las plantas. Pero cumplen con roles muy importantes en el reino vegetal, pueden suponer

una ventaja competitiva considerable (Domingo y Lépez, 2003).

A continuacion, se definiran algunos de ellos:

Flavonoides

Los flavonoides son sustancias sélidas cristalizadas de color blanco o amarillento. Es el
nombre genérico de un grupo de moléculas generadas por el metabolismo secundario de los
vegetales, que, como otros principios activos vegetales, se originan mediante una ruta
biosintética mixta (en el caso de los flavonoides, a través de la ruta de los policétidos)
(Bruneton, 2001). En la Figura 8, se muestra la estructura de la quercetina (17), que es un

compuesto flavonoide.

Figura 8. Estructura quimica de la quercetina (17).
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Terpenos

Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la union de unidades de isomeros
(5 atomos de carbono). De esta forma, los terpenos se clasifican por el nimero de unidades
de isomeros. Se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas, la del &cido
mevalonico, activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se condensa para
formar acido mevaldnico que reacciona hasta formar isoperfenil difosfato (IPP), o bien la
ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en el cloroplasto y genera también IPP.
(Garcia y Pérez, 2009). En la Figura 9, se muestran la estructura del escualeno (18), que es

el compuesto precursor de los triterpeno.

Escualeno (18)

Figura 9. Estructura quimica del escualeno.

Saponinas

Son un grupo de sustancias glicosidicas que se disuelven en agua y poseen la propiedad
de formar espuma al agitar la solucion. Por hidrolisis de una saponina, se obtiene
carbohidratos y una aglicona “sapogenica”. La cual estructuralmente puede ser del tipo
esteroidal o triterpenoidal. En general, las esteroidales son menos numerosas que las
triterpenoidales conocidas. Son mas importantes como materia prima para la fabricacion de

hormonas sintéticas (Marcano y Hasegawa, 2002).
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En la Figura 10, se muestra la estructura de la digitonina (19), que es un compuesto que
pertenece a las saponinas.

HO,,
Xyl—GlcGal =
Glc—Gal

Figura 10. Estructura quimica de la Digitonina (19)

Compuestos Fenolicos

Entre los fenoles encontrados en estado libre, se encuentran constituyentes importantes
de las esencias como el timol (20, Figura 11), carvacrol (21) (esencia de tomillo), el
eugenol (22) y el chavicol (23). Los fenoles tienen una actividad fisiolégica marcada

porque poseen propiedades antisépticas. Son los compuestos mas simples y consiste en un
anillo fendlico sustituido (Domingo y L6pez, 2003).

CHj CHj
OH
OH
HsC”~ “CHs HsC~ “CHs

Timol (20)

Carvacrol (21)

_0O

o O
HO HO

Eugenol (22)

Chavicol (23)

Figura 11. Estructura quimica de algunos fenoles
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Cumarinas

Son compuestos derivados de la benzo-a-pirona, como: esculetina (24, Figura 12),
umbeliferona (25), warfarina (26) y la escopoletina (27). Tienen propiedades
antiinflamatorias, antitromboticas y vasodilatadoras. Parece que su mecanismo de accion
antimicrobiano es mediante interaccion con el ADN eucariota, lo que explica también si

actividad antiviral (Domingo y Lopez, 2003).

PO OO ST
HO o~ o HO o 0

Esculetina (24) Umbeliferona (25)
OH o]
CH3 Hsc/om
o 0 HO o~ o
Warfarina (26) Escopoletina (27)

Figura 12. Estructura quimica de algunas cumarinas

Alcaloides

Reciben esta denominacion los compuestos nitrogenados heterociclicos. Pertenecen a
este grupo, entre otras, sustancias como la morfina, la heroina y la cocaina. EI mecanismo
de accion de los alcaloides parece ser mediante intercalacion entre pared celular y el ADN
del microorganismo (Domingo y Lopez, 2003). En la Figura 13, se muestra la estructura de

la cafeina (28), que es un compuesto alcaloide
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CH,
Cafeina (28)

Figura 13. Estructura quimica de la cafeina.

Aldehidos

Son derivados de los alcoholes primarios por deshidrogenacién. Muchos aldehidos son
aromatizantes como la vainilla y el citral. Asi mismo este grupo fitoquimico tienen
propiedades antisépticas (Domingo y LoOpez, 2003). En la Figura 14, se muestra la

estructura del cinemaldehido (29), que es un compuesto aldehidos.

Cinamaldehido (29)

Figura 14. Estructura quimica del cinemaldehido.

Quinonas

Son anillos aromaéticos con dos funciones ceto. Son ubicuas en la naturaleza y causantes
del color marrén que se produce en las frutas cuando son dafiadas. Poseen una alta
reactividad, formando complejos con los aminoacidos hidrofilicos de las proteinas, la
mayoria de las veces inactivando la proteina y anulando su funcién. Debido a esto, el
potencial antimicrobiano de este grupo es amplio (Domingo y Lépez, 2003). En la Figura
15, se muestran algunas quinonas como p-Benzoquinona (30), o-Benzoquinona (31), 1,4-

Naftoquinona (32) y 9,10-Antraquinona (33).
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SRy

p-Benzoquinona (30) 0-Benzoquinona (31)
Q o)
0 o)
1,4-Naftoquinona (32) 9,10-Antraquinona (33)

Figura 15. Estructura quimica de algunas quinonas

Taninos

Son sustancias de origen vegetal, no nitrogenadas de estructura polifendlica, solubles en
agua, alcohol y cetona. Estas sustancias son de sabor astringente y tienen la propiedad
comdn de curtir la piel, haciéndola imputrescible e impermeable al fijarse sobre sus
proteinas (Domingo y Lépez 2003). En la Figura 16, se muestra la estructura de la

proantocianidinas (34), que es un compuesto tanino.

Proantocianidinas (34)

Figura 16. Estructura quimica de la proantocianidinas (34).
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Extractos Vegetales

El extracto vegetal se define como un preparado que permite obtener de las plantas
metabolitos secundarios utiles. Los cuales pueden tener diferentes efectos tales como
fortificantes, para el control de enfermedades y para el control de plagas. Se extraen de
alguna porcion de la planta, la raiz, el tallo, las hojas, los frutos y las flores, que, al
someterse a procesos quimicos, permiten aislar compuestos caracteristicos en forma

concentrada y con la caracteristica de conservar sus propiedades quimicas (Jiménez, 2001).

Consistencia de los extractos

Los extractos se clasifican en cuatro grupos: blandos, firmes, secos y fluidos (Guerra,

2005).

Extractos blandos: estos tienen la consistencia de la miel espesa, algunas veces debidos a

la absorcion de la humedad atmosférica, presentan una consistencia menos densa.

Extractos firmes: como su nombre lo indica deben tener una estrecha semejanza con la
masa con la cual se fabrican o manufacturan las pildoras, deben tener la caracteristica

especial de no adherirse a los dedos.

Extractos secos: son aquellos en los que el disolvente ha sido eliminado casi
completamente eliminado. Contiene tan solo el 5 al 8 % de agua. Se reducen facilmente a

polvo y facilitan su manipulacién y dosificacion.

Extractos fluidos: son separados en una forma tal que el peso del extracto corresponde
exactamente al peso de la sustancia empleada como medicamento, deseca al aire y

pulverizada (Guerra, 2005).
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Obtencidn de los extractos vegetales

Los extractos de plantas completas o partes especificas (hojas, tallos y frutos), son
obtenidos a partir de especimenes seleccionados, mediante técnicas especializadas de
extraccion y concentracion quimica, utilizando diversos solventes y siendo posteriormente

analizados por técnicas cromatograficas (Bruneton, 2001).

Los meétodos de extraccion dependen fundamentalmente de los objetivos del estudio de
la planta, es decir, si el trabajo va dirigido al aislamiento de extractos de una muestra solida
el método a utilizar es la extraccion solido-liquido, el cual consiste en pulverizar la muestra
solida y extraer los analitos mediante un disolvente. Ambas fases entran en contacto intimo
y el soluto puede difundirse desde el solido a la fase liquida, lo que produce una separacion

de los componentes originales del solido (Bruneton, 2001).

Algunos de estos métodos son:

e Percolacion

Es un método que consiste en que el solvente (generalmente alcohdlico o mezcla
hidroalcohdlica) atraviesa la masa de material a analizar pulverizado siempre en un solo
sentido, alcanzando concentraciones crecientes de tal modo que el equilibrio entre el
solvente dentro y fuera del marco nunca se alcanza, por lo que el material vegetal bafiado
siempre por nuevas proporciones de solvente acabada por ceder todos sus componentes

solubles de manera progresiva (Carrion y Garcia, 2010).
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e Maceracion

El principio consiste en que el material vegetal, con el grado de finura adecuado, se pone
en contacto con el solvente, se debe realizar agitaciones frecuentes a lo largo de varios dias,
tratando de influenciar al gradiente de concentracion. Al principio de la extraccion este
gradiente esta en el punto maximo, con el correr de los dias, a pesar de la agitacion, éste

disminuye (Carrion y Garcia, 2010).

e Maceracion con solventes organicos

Es un proceso de extraccion solido-liquido que se realiza a temperatura ambiente.
Consiste en remojar el material vegetal, debidamente fragmentado en un solvente (agua,
hexano, etanol o metanol), en este caso se prefieren los solventes organicos puesto que, a
largo tiempo de la extraccion, el agua puede provocar la fermentacion o la formacion de
mohos hasta que éste penetre y disuelva las porciones solubles. Se puede utilizar cualquier
recipiente con tapa que no sea atacado con el disolvente; en éste se coloca el material
vegetal con el disolvente y tapado se deja en reposo por un periodo de 2 a 14 dias con
agitacion esporadica. Luego se filtra el liquido, se exprime el residuo, se recupera el

solvente en un evaporador rotatorio y se obtiene el extracto (Gonzales, 2004).

e Decoccion
Este procedimiento consiste en llevar a la mezcla de material vegetal méas solvente a la
temperatura de ebullicion del agua, manteniendo esta temperatura durante un periodo

variable que suele oscilar de 15 a 30 minutos (Carrion y Garcia, 2010).
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e Infusion
Es el proceso en cual se somete el material vegetal previamente humedecida al contacto
con el solvente a una temperatura iguala la de ebullicion del agua por cinco minutos, se

deja enfriar hasta temperatura ambiente y se prepara al 5 % (Carrion y Garcia, 2010).

e Digestion

Es una maceracion realizada a una temperatura suave que oscila alrededor de los 50 o 60
°C. Al aumentar mediante la temperatura se consigue un mayor rendimiento de la
extraccion, puesto que disminuye la viscosidad del solvente lo que hace que éste pueda
ingresar mas rapidamente al interior de las células y asi extraer los principios activos

(Carrién y Garcia, 2010).

Caracteristicas generales de los extractos

Estudios realizados por Garcia, 1992 permitieron fundamentar las siguientes

caracteristicas:

Los extractos son de color mas o menos oscuros, cuando han sido preparados al

vacio son ligeramente claros. Algunos son de color café amarillento, otros rojizos,

los provenientes de las hojas son verdosos por la clorofila.

e Su aspecto debe ser liso, fino y homogéneo.

e Su olor y sabor son propiedades caracteristicas de la materia prima que les han dado
origen.

e La solubilidad de los extractos es variable y esta en relacion directa con el tipo de

preparacion al cual fueron sometidos.
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e Los extractos acuosos son solubles en agua y producen una solucién transparente,
algunas veces ligeramente turbia, debido a que han sido preparados con
anterioridad.

e Los extractos alcoholicos son parcialmente solubles en agua y algunas veces son
totalmente insolubles, especialmente los extractos que han sido preparados con
alcohol fuerte.

e Los extractos alcoholicos preparados con hojas, dan soluciones coloreadas de verde,
pues la eliminacion de la clorofila no puede ser total.

Aplicaciones de los extractos vegetales

A lo largo de los afios se han reportado maltiples usos y aplicaciones de extractos

presentes en la gran diversidad de plantas estudiadas entre las que podemos sefialar:

e Actividad biologica de extractos y sustancias de origen vegetal con énfasis en la
familia Solandceae que poseen propiedades analgésicas (Alonso y Maldonado,
2012).

e Actividad antioxidante (Olszewska y Michel., 2009).

e Actividad antibacteriana contra cepas gram positivas y gram negativas (Gould,
Fielder, Kelly, elsankari y Naughton, 2009)

Extractos metandlicos

Son extractos con olor caracteristico, el cual se obtienen a partir de materia desecada de
origen vegetal, por maceracion o percolacién en contacto con metanol, seguida de la

eliminaciéon de dicho solvente por un procedimiento fisico. Estos procesos pueden ser
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sometidos a determinadas operaciones para eliminar algunos de sus componentes y asi

mejorar notablemente la calidad del producto deseado (Gonzales, 2004).

Tamizaje fitoquimico

Es un proceso que comprende el estudio de los metabolitos secundarios de origen
vegetal y la metodologia que se sigue depende de los objetivos de tales estudios. Sin
embargo, existen etapas comunes, que no necesariamente ocurren al mismo tiempo, las

cuales se resumen a continuacion:

1. Seleccion del material
2. Prueba de actividad bioldgica
3. Examen quimico de las muestras
e Pruebas quimica de campo
e Pruebas quimica de laboratorio
e Que partes del material se analiza
4. Meétodos de extraccion y fraccionamiento
5. Cromatografia (Marcano y Hasegawa 2002)

Fundamento de las Pruebas Quimicas:

e Para los alcaloides: el crudo se evapora hasta casi sequedad; si durante este proceso
se detecta olor de amoniaco 0 aminas, se evidencia alcaloides que ademas deben ser
inestables. El extracto casi seco se retoma con HCI 10 % y se agita con un solvente
inmiscible (diclorometano, cloroformo y acetato de etilo) y este se separa. La fase
acuosa se alcaliniza y se extrae con un solvente inmiscible. Las tres fases se

analizan para alcaloides por separado (reactivo de Mayer, Dragendorff y Wagner) lo
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que permite detectar alcaloides débilmente béasicos, basicos y sales cuaternarias de
amonio en los tres extractos, respectivamente (Marcano y Hasegawa 2012).

Para las saponinas y esteroles: estas se manifiestan por la formacién de una
espuma cuando se agita el material vegetal con agua. Esta espuma dificulta la
extraccion. Una parte del crudo total se hidroliza (HCI 10 % o H,SO, 5 %, reflujo) y
el hidrolizado se concentra y se extrae con acetato de etilo o cloroformo. La
fraccion organica debe contener las saponinas (aglicosas de saponinas) y otros
materiales no hidrolizables. Tanto el crudo como el extracto organico proveniente
de la hidrdlisis, se analiza para esteroles y triterpenos (reaccion de Lieberman
Buchard). Los glicosidos se detectan por reaccién con una mezcla 1:1 recién
preparada, de &cido 3,5-dinitrobenzoico (2 %) y KOH (0.5 N) lo que produce
coloracion violeta (Marcano y Hasegawa 2012).

Para los flavonoides: el crudo total se lleva a sequedad y se desgrasa con éter de
petréleo. El residuo se trata con HCI concentrado y virutas de magnesio. El test sera
positivo para flavonoides si se produce una coloracion roja al dejar en reposo la
reaccion por unos 10 a 20 minutos y una gota del extracto total se absorbe sobre
papel de filtro y se rocia con una mancha fluorescente amarilla bajo luz UV es
indicativa de flavonoides (Marcano y Hasegawa 2012).

Para los taninos y polifenoles: los compuestos fenolicos se detectan por la
coloracion parda que producen en presencia de una solucion de cloruro férrico al 1
%. Para ello el extracto total es evaporado a sequedad y filtrado antes de la reaccién

con cloruro férrico. Si los fenoles estan presentes producen una coloracion marrén y
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si al tratar el crudo con solucion al 1 % de gelatina en NaCl al 1 %, se produce una
precipitacion, el crudo contiene taninos (Marcano y Hasegawa 2012).

e Para las antraquinonas: el crudo total llevado a sequedad, se extrae con KOH (0.5
N), se filtra, se acidifica con acido acético y se agita con benceno. Si la capa
organica toma una coloracion roja al alcalinizarla con hidroxido de amonio, hay
antraquinonas presentes (Marcano y Hasegawa 2012).

e Para los Glicosidos ciandgenos: al material fresco macerado se afiaden gotas de
cloroformo y se calienta a 50 — 70 °C en tubo cerrados, los vapores se ponen en
contacto con un papel de filtro impregnado en una solucidén al 1 % de &cido picrico
en carbonato de sodio al 10 %. Los compuestos ciandgenos se manifiestan como
una mancha roja sobre el papel; el tiempo de reaccion varia, puede tomar hasta 2
horas (Marcano y Hasegawa 2012).

Actividad Antibacteriana

La actividad antibacteriana es la capacidad que presenta un compuesto para inhibir el
aumento de una poblacion bacteriana o para eliminarla, y que se puede expresar
cuantitativamente con pruebas in vitro. Se puede medir en CMI (concentracion minima
inhibitoria) o en CMB (concentracion minima bactericida), es decir, concentracion a la cual
el antibidtico es capaz de inhibir el crecimiento de bacterias en 1 mL de medio de cultivo,

tras 18 a 24 horas de inoculacion (Fica, 2005).

El efecto bactericida se define, arbitrariamente, como la capacidad de reducir en 99,9 %
una poblacién inicial de bacterias, al cabo de 24 horas; si mata a 90 % de dicha poblacion,
se considera bacteriostatico; pero la poblacion bacteriana se va eliminando
progresivamente, por eso se debe repetir las dosis de antimicrobianos. Por otra parte, el
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efecto bactericida se puede ejercer a velocidades distintas, es decir, dos antibi6ticos
bactericidas pueden matar una poblacion bacteriana en distintos tiempos. EI mas rapido
tendrd el mismo efecto en menos tiempo o en la misma unidad de tiempo (24 horas) la

reduccion serd mayor (Fica, 2005).

Bacterias

Las bacterias son estructuras unicelulares que presentan un tamafio de aproximadamente
entre 0,5 y 5 W de longitud, se reproducen por medio de un proceso asexual denominado
fision binaria, que poseen una pared celular y esta se descompone de peptidoglucano

(Lucana y Huanca, 2014)

Estructura bacteriana.

Las bacterias presentan componentes externos que son denominados permanentes o
constantes y son la membrana citoplasmatica, pared celular y citoplasma con todos sus
componentes. de igual manera la clasificacién bacteriana puede ser realizada por la
aplicacion de un procedimiento denominado tincion Gram que utiliza como colorantes
principales a la violeta de genciana y la safranina, para dotar de color a las bacterias. Por
medio de esta técnica se realiza la division de las bacterias en dos grandes grupos de
acuerdo a la capacidad de tincién que presentan y se encuentran: las bacterias Gram

positivas y las Gram negativas (Lucana y Huanca, 2014).

Las bacterias Gram positivas tienen una gruesa capa de peptidoglucano y dos tipos de
acidos teicoico: el acido lipoteicoico (ubicado en la cara interna de la pared celular y unida
a la membrana plasmatica) y el acido teicoico (que se halla en la superficie, anclado

solamente en el peptidoglucano) (Lucana y Huanca, 2014).
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Las bacterias Gram negativas no retienen el colorante de cristal violeta durante el

proceso de coloracion porque presentan una capa muy fina de peptidoglucano en su pared

celular y se capa més externa esta cubierta por una membrana de lipoproteinas (Figura 18)

(Lucana y Huanca, 2014). En la Figura 18, se muestra la estructura bacteriana de Gram

positivas y Gram negativas y en la Tabla 6 se muestran las caracteristicas generales de

algunas bacterias estudiadas.
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Figura 17. Estructura bacteriana de Gram positivas y Gram negativas.

Tabla 6.

Caracteristicas generales y enfermedades producidas por algunas bacterias.

Caracteristicas

Bacterias Nombre Enfermedad producida
Generales
Familia: Staphylococcus Cocos Gram  positivos. No Forunculos, neumonia,
Micrococcaceae aureus esporulados Anaerobios facultativos — osteomielitis, septicemia,
Catalasa positivo meningitis
Familia: Nombre: Cocos Gram positivos Anaerobios Infecciones del tracto
Enterococcaceae Enterococcus facultativos urinario, bacteriemia,
faecalis

Catalasa negativo

endocarditis
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Continuacion de la Tabla 6.
Caracteristicas generales y enfermedades producidas por algunas bacterias

Familia: Nombre: Bacilos rectos Gram  Pat6genos oportunistas asociado a
Pseudomonadaceae  Pseudomonas infecciones  nosocomiales vy
usualmente envuelto en
infecciones de tejido blando

negativos No esporulados
aeruginosa Aerobios no fermentativos

flagelos polares

Familia: Nombre: Bacilos Gram negativos No Patdgenos oportunista causante de
i i . cuadros neumonicos, también
Enterobacteriaceae Kleb5|el!a esporulados anaerobios y it
pneumoniae o puede  causar  enteritis 'y
facultativos inmoviles meningitis
Familia: Nombre Bacilos rectos Gram Infeccién en vias urinarias

Enterobacteriaceae  Escherichia coli negativos No esporulados

anaerobios

(Martinez, Baquero y Andersson, 2007)

Mecanismos de resistencia bacteriana.

Cuando se habla de resistencia bacteriana, se refiere al mecanismo y/o capacidad que
tiene un microorganismo para resistir y sobrevivir a los efectos de un antibi6tico, o
mediante el cual la bacteria puede disminuir o inactivar la accion de los agentes
antimicrobianos. Esto es un problema continuo y que va en aumento. Se hace aun mayor
cuando un microorganismo presenta mas de un mecanismo de resistencia y cuando tiene la
facultad de transmitirlo a su descendencia o también a otras bacterias de su misma o

diferente especie (Moreno, Gonzalez y Beltran, 2009).

Resistencia natural

La resistencia natural es un caracter constante de cepas de una misma especie bacteriana
y es un mecanismo permanente, su aparicion es anterior al uso de los antibioticos,
determinado genéticamente y sin correlacion con la dosis de antibiotico (Pérez y Robles

2013).
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Se presentan de la siguiente manera:

Transformacion: transferencia o incorporacion por una bacteria de ADN libre

extracelular procedente de la lisis de otras bacterias.

e Transduccion: transferencia de ADN cromosomico o plasmidico de una bacteria a
otra mediante un bacteriéfago (virus que infectan bacterias).

e Transposicion: movimiento de una seccion de ADN (transposon) que puede
contener genes para la resistencia a diferentes antibioticos y otros genes casettes
unidos en equipo para expresion de un promotor en particular.

e Conjugacién: intercambio de material genético entre dos bacterias (donante y

receptor), a través de una hebra sexual o contacto fisico entre ambas (Serra, 2017).

Resistencia adquirida

La resistencia adquirida, es una caracteristica propia de una especie bacteriana, que por
naturaleza es sensible a un antibidtico pero que ha sido modificada genéticamente ya se por
mutacion o por adquisicion de genes de resistencia. Son evolutivas y su frecuencia depende

de la utilizacion de los antibioticos (Pérez y Robles 2013).

En referencia a la mutacion de un gen implicado en el momento de accién de un
antibidtico, podemos mencionar el ejemplo de la resistencia a las quinolonas por
modificacion de la ADNgirasa en las enterobacteria o las mutaciones generadas en los
genes que codifican a las porinas que trae como consecuencia el blogueo de ingreso del
antibiético al interior del microorganismo. Por otro lado, la adquisicién de genes de
resistencia a partir de una cepa perteneciente a una especie idéntica o diferente, esto esta

dado por plasmidos, transposones e integrones (Pérez y Robles 2013).
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Mecanismos de accion de los antibidticos.

Los fendmenos de resistencia antibacteriana son variados, destacando entre ellos cuatro
mecanismos principales. En la Figura 19, se muestran los mecanismo de accion de los

antibidticos.

Modificacion o inactivacién del antibiético mediante enzimas hidroliticas.

Las bacterias sintetizan enzimas que hidrolizan al antimicrobiano, destruyendo su accion
antibacteriana, sin tener posibilidad de actuar sobre el microorganismo. El ejemplo méas
representativo son las betalactamasas, enzimas que inactivan el antibiético al hidrolizar el
anillo betalactdmico de la molécula. Otra clase importante de antibidticos que son

destruidos por enzimas son los aminoglucésidos (Moreno y col., 2009).

Bloqueo de la penetracion del antibacteriano mediante modificacion del sitio activo.

La modificacion de un aminoacido genera un blanco diferente y asi disminuye la

afinidad de union por el antimicrobiano, como se menciona a continuacion:

Modificacion de PBP: el PBP (penicillin-binding-protein) es un complejo enzimético que
permite la sintesis del peptidoglucano, un compuesto de la pared celular en bacterias,
principalmente en Gram positivas, si se produce mutacion del sitio de unién al
antimicrobiano como los beta-lactamicos, éstos no pueden actuar y se genera resistencia a

ellos.

Modificacion ribosomal: los genes erm A 'y erm B producen modificacion del sitio activo
del ribosoma, mediante metilacién. Este mecanismo es importante en la resistencia a

macrolidos en S. pneumoniae y S. pyogenes (Moreno y col., 2009).
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Disminucién de la permeabilidad de la pared celular al ingreso del antimicrobiano.

Cambios en el diametro y/o nimero de porinas puede bloquear el ingreso del
antimicrobiano a la bacteria, de esta manera el antibiético no puede penetrar la superficie
bacteriana y alcanzar el nucleo celular, esta es la forma mas frecuente de resistencia natural.
Es un mecanismo importante en las bacterias Gram negativas, pues poseen canales
proteicos denominados porinas que permiten o impiden el paso de moléculas hidrofdbicas

(Moreno y col., 2009).

Bombas de flujo o expulsién del antibidtico del interior de la célula bacteriana.

Transporta al antimicrobiano hacia el exterior de la célula sin modificaciones, pero sin
accion antimicrobiana. Para ello, la bacteria dispone de bombas de expulsion dependientes
de energia, que pueden comportarse como sistemas de eliminacion de uno o varios

antibidticos (Moreno y col., 2009).

Antibiotico

Antibidtico

v4g

Modificacion
del sitio blanco
del antibidtico...

Porina con sitio
de entrada
mutado

Figura 18. Mecanismo de resistencia de las bacterias a los antibiéticos (Moreno y col., 2009).
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Antibidticos

Los antibioticos son sustancias quimicas producidas por varias especies de

microorganismo (bacterias, hongos, actinomicetos) que suprimen el crecimiento de otros y

originan su destruccién, estan constituidos por clases muy diversas de compuestos, a

menudo se clasifican en diferentes grupos, las mas utilizadas son las que se mencionan a

continuacién (Prats, 2008).

Antibidticos seguin su accién sobre las bacterias

Estos se clasifican en bacteriostaticos y bactericidas, dependen de si la accion consiste

en inhibir el crecimiento o lisar la bacteria, respectivamente (Prats, 2008)

Antibidticos segiin su mecanismo de accion

Elementos que inhiben la sintesis de la pared celular; entre ellas penicilinas y
cefalosporina.

Compuestos que acttan de modo directo en la membrana celular del
microorganismo y que afectan su permeabilidad, permitiendo la fuga de compuestos
intracelulares; entre ellos estan, los detergentes como polimixina y los antimicéticos
poliénicos, nistatina y anfotericina B, que se ligan a esteroles de la pared del
germen.

Medicamento que afectan la funcion de las subunidades ribosémicas 30S o 50S y
causan inhibicidn reversible se la sintesis proteica; estos productos bacteriostaticos
incluyen cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina, clindamicina y pristinamicina.
Compuestos que se unen a la subunidad ribosomica 30S vy alteran la sintesis de

proteinas, todo lo cual culmina en la muerte del microorganismo; incluye los
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aminoglucosidos. Medicamentos que afectan el metabolismo de &cido nucleico
como las rifamicinas que bloquea la polimerasa del ARN y las quinolinas, que
inhiben a las topoisomerasas.

» Antimetabdlicos, como el trimetropin y las sulfonamidas, que bloguean enzimas
esenciales del metabolismo del fosfato (Prats, 2008). En la Figuras 20, se muestra el

mecanismo de accién de los antibidticos.

Cytoplasmic
membrane

Cell wall
Outer membrane
Periplasm

Figura 19. Mecanismo de accion de los antibiéticos (Moreno y col., 2009).

Antibioticos segun su accion sobre las bacterias

Bactericidas

e Betalactamicos.

Actlan inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana, de accion lenta,
independiente de la concentracion plasmatica, presentan escasa toxicidad y poseen un
amplio margen de actividad. Sus principales representantes, penicilinas naturales o
sintéticas, Cefalosporinas y antibidticos relacionados (I, I, 1l y IV generacion),

carbapenémicos, carbacefémicos e inhibidores de f-lactamasa (Marin y Gudiol, 2003).
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e Aminoglucoésidos.

Son un grupo derivados de bacterias del orden de los actinomicetales, del género
Streptomyces, glucopéptidos y del género Micronospora; acttan interfiriendo la sintesis
proteica; se inactivan in vitro por la penicilina, antipseudomonas, como la carbenicilina, por
ello estos dos agentes no se deben mezclar, son de amplio espectro y presentan alto
potencial de toxicidad por lo que deben usarse solo en el tratamiento de infecciones
importantes. Sus principales representantes son estreptomicina, gentamicina, tobramicina y

aminocaina (Marin y Gudiol, 2003).

e Glucopéptidos.
Estan representados por la vancomicina, se usa para tratar infecciones por estafilococos
resistentes a oxacilina y otras bacterias Gram positivas resistentes a antibioticos p-

lactdmicos (Murray, Roshental y Pfauer, 2007).

e Quinolonas.

Constituyen una de las clases de antimicrobianos mas utilizadas, inhiben la sintesis del
ADN bacteriano debido a que provocan el bloqueo de la subunidad A del ADN girasa
(topoisomerasas |l), diana principal en bacterias Gram negativas. Hoy dia presenta
resistencia para el tratamiento de infecciones urinarias y ha sufrido por otras quinolonas,
como ciprofloxacino, levofloxacino, gatifloxacino y moxifloxacino, conocidos como

fluoroquinonas (Murray y col., 2007).
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Bacteriostaticos

e Lincosamidas

Son antibidticos naturales y semisintéticos de espectro medio, estdn formando por dos
antibidticos: la lincomicina y la clindamicina, derivado de la lincomicina. Actdan
inhibiendo la sintesis de proteinas en el ribosoma bacteriano (Sanchez, Séenz, Pancorbo,

Lanchipa y Zegarra, 2004).

e Macrolidos

Son antibidticos con amplio espectro, representados por la eritromicina, producido por
Streptomyces erythreus. Se han utilizado en el tratamiento de infeccion del aparato
respiratorio debido a los géneros Mycoplasma, Legionella y Chlamydia, asi como en el
tratamiento de infecciones por especies del género Campylobacter y bacterias
grampositivas en pacientes alérgicos a penicilina. Casi todas las bacterias grampositivas
presentan resistencia a los macrélidos y sus representantes azitromicina y claritromicina

(Murray y col., 2007)

e Tetraciclinas

Actlan inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterianas, representados por dos
familias, una de productos naturales (clortetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina y
demeclociclina) y otra de productos semisinteticos (metaciclina, doxiciclina, minociclina,
limeciclina, rolitetraciclina y tigeciclina) derivados de diferentes especies de Streptomyces
spp. Presentan actividad frente a una gran variedad de microorganismos, por lo que se han
convertido en antibioticos de uso habitual en seres humanos, en animales y en algunas areas

de la agricultura (Pérez e Iglesias, 2003).
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e Cloranfenicol.

Es un estudio de amplio espectro, aislado inicialmente del Streptomyces venezuelae,
semejante al de las tetraciclinas, aunque no se emplea de modo frecuente en EE.UU.,
debido a que no solo interfiere en la sintesis proteica de las bacterias, sino que interrumpe
también la sintesis de proteinas en la medula 6sea del ser humano, lo que puede producir
enfermedades sanguineas, por ejemplo, anemia aplasica (uno de cada 24.000 pacientes
tratados). Este antibidtico ejerce su efecto bacteriostatico con la union reversible al
componente peptidil transferasa de la subunidad ribosémica 50S, lo que inhibe la

elongacion peptidica (Murray y col., 2007).

Meétodos Para la Determinacion de Actividad Antibacteriana

Las metodologias para la determinacion de la actividad antibacteriana de extractos

vegetales se pueden clasificar en tres grupos principales:

Métodos de difusion en agar (prueba de Kirby-Bauer).

El principio en que se basa la técnica del ensayo es bastante simple. Cuando se coloca un
disco impregnado de antibi6tico en agar en el que previamente se ha inoculado la bacteria
objeto de la prueba, el disco capta la humedad y el antibiético difunde radialmente hacia
fuera a través del agar, produciendo un gradiente de concentracion del antibiético. El
antibiotico esta presente en una concentracion alta cerca del disco y afecta incluso
gérmenes minimamente sensibles (los microorganismos resistentes crecen hasta el disco).
A medida que aumenta la distancia desde el disco, disminuye la concentracion de
antibiotico y solo patdgenos mas sensibles resultan dafiados (Prescott, Harley y Klein,

1999).
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Método de difusion en pozos (en agar)

Este método esta apoyado por datos clinicos y de laboratorio y presenta la ventaja que
sus resultados son altamente reproducibles. La técnica esta basada en el método
originalmente descrito por Bauer (método de Kirby-Bauer). Este método permite
determinar en forma cualitativa el efecto antibacteriano de los extractos de plantas sobre los
microorganismos de interes, los resultados obtenidos se expresan midiendo el diametro de

los halos de inhibicién producidos por los extractos (Sanchez, 2016)

Método de dilucion en caldo:

Se basan en la determinacion del crecimiento del microorganismo en presencia de
concentraciones crecientes del antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de

cultivo caldo o agar (Choma y Giselak, 2011).

Bioautografia:

Estos pueden ser considerados similares a los métodos de difusion en agar, pero su
diferencia radica en que los compuestos de ensayo permanecen adsorbidos en una placa de
cromatografia delgada. Esta metodologia puede considerarse como un fraccionamiento
bioguiado de la matriz, al permitir simultineamente la identificacion de familias
fitogquimicas presentes en el extracto a través de cromatografia y asi la naturaleza de los

compuestos activos (Choma y Giselak, 2011).

Actividad Antioxidante

Los antioxidantes son sustancias que actian protegiendo al organismo de la accién de

los radicales libres, retrasando el proceso de envejecimiento y combatiendo la degeneracion
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y muerte de las células que provocan los mismos. Existen alimentos que contienen una gran
variedad de fitonutrientes, muchos de los cuales tienen estas propiedades, ademas de la bien
conocidas, vitamina C, E y los carotenoides. Existen otros compuestos como los
flavonoides (incluyendo flavonas, isoflavonas, flavononas, saponinas y catequinos) que son

fuentes antioxidantes (Gutiérrez, Ledesma, Gracia y Grajales, 2007).

Presentan diferentes mecanismos de accion, unos impiden la formacion de los radicales
libres o especies reactivas (sistema de prevencion), otros inhiben la accion de los radicales
libres, algunos favorecen la reparacion y la reconstruccion de las estructuras biologicas

dafadas (sistema de reparacién) (Armenteros, Ventanas, Morcuende y Estevés, 2012).

Tradicionalmente se han divido en dos grupos: antioxidantes primarios o eliminadores

de radicales y antioxidantes secundarios o que previenen la oxidacion (Permady, 2008).

Los antioxidantes primarios son capaces de inhibir la iniciacion y propagacion de las
reacciones mediante la inactivacion de los radicales libres que participan en las reacciones
oxidativas, convirtiéndolos en productos estables. Este tipo de antioxidante por lo general
son compuestos fendlicos que pueden donar un &tomo de hidrogeno o un electrén al radical

libre convirtiéndolo en un producto estable (Permady, 2008).

Mientras que los secundarios son compuestos que acttan disminuyendo la formacién de
radicales libres. Los mas utilizados son agentes quelantes de metales como EDTA (acido

etilendiamino tetracético) (Permady, 2008).

Se pueden clasificar como compuestos endogenos producidos por el organismo o
compuestos exdgenos suministrados con la ingesta de alimentos como es el caso de la

vitamina E (Permady, 2008).
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En la tabla 7, se muestra el mecanismo de la actividad antioxidante.

Tabla 7.
Mecanismo de actividad antioxidante.
Tipo de antioxidante Mecanismo de actividad antioxidante Compuesto quimico

o Inactivacion lipidica de radicales Fenolicos
Antioxidante ) o
N Prevencion de la descomposicién de compuestos
Estabilizadores de

) . fendlicos estabilizadores hidroperdxidos en forma Fenolicos
hidroperoxido )
gratuita
Sinergismo Promover la actividad de propiedades antioxidantes Acido citrico
Quelantes de metales Union de metales pesados y compuestos inactivos Acido fosforico
Sustancias que reducen los Reduccidn de hidroperdxidos de una manera no Proteinas y
hidroperoxidos radical aminoacidos

(Wu, Huang, Lin, y Wang, 2005)

Radicales Libres

Los radicales libres de oxigeno causan dafio oxidativo y este se ha visto implicado en la
etiologia o patologia de mas de cien enfermedades diferentes, entre las que se encuentran
diferentes tipos de cancer, enfermedades cardiacas y vasculares, diabetes y desordenes

neurovegetativos (Reitter, 1995).

Un radical libre es cualquier molécula que contiene uno o mas electrones no apareados.
En las células aerdbicas existes diversas vias que conducen a la produccién de radicales

libres derivados del oxigeno (Reitter, 1995).

Clasificacion de los radicales libres.

Los radicales libres del oxigeno se clasifican de la forma siguiente (Brand Cuvelier y

Berset, 1995).

1. Radicales libres inorganicos o primarios. Se originan por transferencia de

electrones sobre el atomo de oxigeno, representan por tanto distintos estados en la

57



reduccion de este y se caracteriza por tener una vida media muy corta; estos son el
anion superdxido, el radical hidroxilo y el 6xido nitrico

2. Radicales libres orgénicos o secundarios. Se pueden originar por la transferencia de
un electron de un radical primario a un atomo de una molécula organica o por la
reaccion de 2 radicales primarios entre si, poseen una vida media un tanto mas larga
que los primarios; los principales &tomos de las biomoléculas son: carbono,
nitrogeno, oxigeno y azufre.

3. Intermediaros estables relacionados con los radicales libres del oxigeno. Es un
grupo de especies quimicas que, sin ser radicales libres, son generadoras de estas
sustancias o resultan de la reduccion o metabolismo de ellas, entre las que estan el
oxigeno, el perdxido de hidrogeno, el acido hipocloroso y el peroxinitrito.

Enfermedades asociadas a las especies reactivas de oxigeno

A pesar que la célula posee valiosos mecanismo antioxidantes y reparadores que
suponen una defensa eficiente frente a la agresion oxidativa, en determinadas ocasiones no
son suficientes y el dafio oxidativo permanece como un resultado imposible de evitar de la
existencia aerobia. El estrés oxidativo se encuentra involucrado en una amplia variedad de
procesos degenerativos, enfermedades y sindromes tales como: mutagénesis,
transformacion celular, céncer, arterosclerosis, infartos, alteracion del sistema nervioso

central y estrés foto oxidativo ocular (Boticario y Cascales, 2009).

Método DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)

Este método fue propuesto originalmente por Brand Williams. EI DPPH es uno de los

pocos radicales organicos estables, presentan una fuerte coloracion violeta, es
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comercialmente disponible y no tiene que ser generado in sito como el 2,2-azino-bis-(3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS) (Reitter, 1995).

El ensayo se fundamenta en la medicion de la capacidad de un antioxidante para
estabilizar el radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) (35, Figura 20), esta medicion
puede hacerse espectrofotométricamente siguiendo el decaimiento de la absorbancia a 517

nm (Reitter, 1995).

NO,

Figura 20. Estructura quimica del
radical libre metaestable DPPH (35)

El resultado se suele expresar como la concentracion eficaz a medidas maxima, es decir,
la concentracion de antioxidante necesaria para estabilizar un 50% del DPPH. Sin embargo,
han surgido otros pardmetros como la eficiencia anti-radicalaria basada en cinética de la
reaccion y que involucran, ademas de la concentracion de antioxidante, el tiempo necesario

para ejercer su efecto (Reitter, 1995).

Entre las ventajas de este método estan su simplicidad y el bajo requerimiento
instrumental, sin embargo, entre las desventajas estan la dificultad de interpretar los
resultados cuando se tienen sustancias cuyo espectro de absorcion se solapa con el radical,
adicionalmente el DPPH es un radical estable, centrado en nitrogeno, que dista mucho de

parecerse a las especies reactivas de importancia bioldgica (Reitter, 1995).
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Muchos antioxidantes que reaccionan rapidamente con radicales peroxilo no lo hacen asi
con DPPH, debido al impedimento estérico que representan la estructura quimica que rodea
al radical, lo cual hace que sustancias pequefias generalmente muestren una mayor

actividad (Reitter, 1995).
Reacciéon de DPPH

Este método permite evaluar la actividad de sustancias frente al radical libre estable
DPPH (35), en una solucion metandlica que tiene un color violeta intenso que se pierde
progresivamente cuando se afiade la muestra que contiene antioxidantes. Asi, el grado de
decoloracion de la solucidn indica la eficiencia de la capacidad secuestrante de la sustancia
agregada. La decoloracién del radical se determina a 517 nm y la cuantificacion se realiza

empleando soluciones patron de &cido galico o &cido ascérbico (Reitter, 1995).
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2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH-H)
(violeta) (amarillo)

Figura 21. Reaccion del radical DPPH con un compuesto antioxidante

Actividad determinacién de toxicidad sobre Artemia salina.

Artemia salina, también llamado camaron amarillo, son camarones minusculos de

cuerpo blando, de color carmelita y transparente a la luz (Pino y Lazo., 2010).
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Taxonomia:

Divisién: Arthropoda
Clase: Crustaceae
Subclase: Branchiopoda
Familia: Artemiidae
Género: Artemia
Especie: Artemia salina

Conocida cominmente por el nombre de: Artemia, “monos de mar” o en inglés “brine
shrimo”. El género Artemia estd compuesto por varias especies, de las cuales se han
identificado al menos cuatro especies bisexuales, entre ellas Artemia salina Leach, Artemia
persimilis Piccinello y Prosdocimi, Artemia franciscana Kellogg (bisexual) y Artemia

partenogenética Bowen y Sterling (Pino y Lazo., 2010).

El crustaceo de Artemia salina vive en aguas hipersalinas, salobres y pueden crecer a
temperaturas entre 6 y 35 °C, se alimentan de algas y bacterias ademas son fuentes de
alimento para peces, pajaros y varios invertebrados, Las hembras producen huevos que en
condiciones externas favorables, eclosionan produciendo larvas de un tamafio aproximado
de 1 mm. Los huevos también pueden formar quistes y permanecer en esta forma por un
afio o0 mas. La Artemia en condiciones favorables, se convierten en adultos transcurridas 6 a

8 semanas, alcanzando un tamafio promedio de 7 mm (Pino y Lazo., 2010).

Los nauplios o larvas de este crustaceo, acttan como un indicador natural en la presencia
de toxicidad en las fuentes donde se desarrollan, estos son altamente sensibles a una gran
variedad de sustancias quimicas y extractos de plantas con actividad bioldgicas, por lo

tanto, son dtiles para medir el potencial toxico de una sustancia. Este organismo también es
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empleado como indicador en estudios ambientales, tamizajes de toxinas ambientales y

naturales (Pino y Lazo., 2010).

Es asi como, el primer reporte de su uso como organismo de prueba aparece en 1956,
descrito por Michael, posteriormente en 1982 fue adaptado por Meyer como un bioensayo
preliminar atil en la investigacion de toxicidad en productos naturales. Un nuevo ensayo,
para evaluar toxicidad frente a Artemia salinas en microplacas, mostrando resultados
comparables al método de tubo de ensayo publicado previamente. Este estudio requiere
pequefias cantidades del extracto y facilita evaluar un gran nimero de muestras y diluciones

(Pino y Lazo., 2010).

Artemia es hasta la fecha el Unico género animal en todo el mundo cuyo estado
criptobidtico (quistes) esta disponible comercialmente de manera continua, como fuente de
alimentos para peces y crustaceos en acuicultura. Esto ha constituido un elemento clave en
su utilizacion en ensayos biolégicos. Por razones préacticas, las especies con un estado
criptobidtico, durante su ciclo de vida son mas adecuadas para el desarrollo de un
bioensayo estandar. La disponibilidad permanente de huevos (quistes) a partir de los cuales

pueden ser obtenidas las larvas ofrece las siguientes ventajas:

e No hay necesidad de mantener una colonia viva permanentemente.
e Las pruebas pueden realizarse donde y cuando sea necesario
e Se dispones siempre de un numero suficientes de individuos de la misma edad y

condicion fisiologica (Pino y Lazo., 2010).

Este bioensayo de toxicidad in vivo es un meétodo répido, simple y de bajo costo, y ha

presentado una buena correlacion con la citotoxicidad de algunas lineas celulares
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tumorales, sin embargo, no representa en medio eficaz para la prediccion de la actividad

antitumoral (Pino y Lazo., 2010).

El procedimiento consiste, en exponer los compuestos activos y los extractos naturales, a
los nauplios de A. salina para determinar valores de dosis letal 50 (DLsp), de los cuales se
considera como extractos toxicos, aquellos con una DLsy < 30 pug/mL. Los valores
obtenidos de DLsp no advierte una actividad fisiologica o bioldgica en particular, solo son
indicadores de toxicidad a nivel celular que pueden orientar investigaciones mas especificas

(Pino y Lazo., 2010).

Definicion Operacional de Terminos

Halos de inhibicion

Los halos de inhibicion es la zona alrededor de un disco de antibidticos en un
antibiograma en el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar

inoculada con el germen (Bernal y Guzman, 1984).

Cepa

Poblacién de células de una sola especie descendientes de una unica célula, usualmente
propagada clonalmente, debido al interés en la conservacién de sus cualidades definitorias

(Bernal y Guzman, 1984).
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Radical libre

Son atomos o grupos de atomos que poseen un electron desapareado, deben su alta
reactividad a la tendencia a captar un electron de moléculas estables en busqueda de

alcanzar su estabilidad electroquimica (Avello y Suwalsky, 2006).

Oxidacion

Es la reaccion producida por la accion del oxigeno sobre cualquier sustancia a la que

altera (Reitter, 1995).

Toxicidad

Es la capacidad de alguna sustancia quimica de producir efectos perjudiciales sobre un

ser vivo, al entrar en contacto con él (Moreno, Ldpez y Corcho, 2000).

Mortalidad

Expresa la dinamica de las muertes acaecidas en las poblaciones a través del tiempo vy el

espacio, y sélo permite comparaciones en este nivel de analisis (Moreno, y col., 2000).

Letalidad

Es la proporcion de casos de una enfermedad que resultan mortales con respecto al total

de casos en un periodo especificado (Moreno y col., 2000).
Dosis letal 50
Es la dosis que causa la muerte al 50 % de los individuos que la reciben (Garcia,

Valverde, Agudo, Novales y Luque, 2019).
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Operacionalizacion de las Variables

Las variables se operacionalizan con la finalidad de transformar los conceptos abstractos
en empiricos. En consecuencia, se podran medir a través de los indicadores respectivos. En
tal sentido se operacionalizara las variables dependientes actividad antibacteriana, la
actividad antioxidante y toxicidad mientras que la variable independiente componentes

quimicos presentes en el extracto de Physalis peruviana L.
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Tabla 8.

Operacionalizacion de las variables.

Variable

Tipo de variable

Definicion conceptual

Definicion
operacional

Dimision categorias

Indicador

Composicion
quimica de los
extractos
metanolicos de
P. peruviana L.

Independiente

Es un proceso que comprende
el estudio de los metabolitos
secundarios de origen vegetal
y la metodologia que se sigue
depende de los objetivos de
tales  estudios  (Marcano
Hasegawa, 2002)

A través  de
tamizaje
fitoquimico.

Presencia de los compuestos
fendlicos, Fito esteroles,
carotenoides, flavonoides,

alcaloides, triterpenos,

ceramidas, fenilpropanoides

Cambio de color,
formacion de
precipitado,
fluorescencia,
turbidez entre otros.

Actividad
antibacteriana

Dependiente

Es la capacidad que presenta
un compuesto para inhibir el
aumento de una poblacién
bacteriana o para eliminarla
(Fica, 2005).

Por medio del
método Kirby
Bauer (difusién en
po0zos).

Sensible
Sensibilidad intermedia
Resistencia

Halos de inhibicion
del crecimiento
bacteriano medidos
en milimetros

Actividad
antioxidante

Dependiente

Se centra principalmente en la
bisqueda de  compuestos
capaces de capturar radicales
del medio ambiente que lo
rodea (Contreras y col.,,
2017).

A  través  del
método DPPH.

Compuestos:
Fendlicos,
Flavonoides,
Taninos.

Aparicion de color
amarillo 0
decoloracion del
DPPH. Medicion del
% de inhibicién.

Toxicidad sobre
Artemia salina

Dependiente

Son bio ensayos empleados
para reconocer y evaluar los
efectos de los contaminantes
sobre la biota. En los
bioensayos se usa un tejido
vivo, organismo, o grupo de
organismos, como reactivo
para evaluar los efectos de
cualquier sustancia
fisioldgicamente activa
(Buikema 1982).

A través de un
bioensayo de
letalidad sobre
nauplios de
Artemia salina.

Extremadamente toxico
Altamente toxico
Moderadamente toxico
Ligeramente toxico
Préacticamente no téxico
Relativamente inocuo

Valores de DLsg
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Sistema de Hipotesis

Hipdtesis Alternativa (HI)

De acuerdo a la composicion quimica reportada, a Physalis peruviana L., se le atribuye
una gran variedad de efectos farmacoldgicos, por lo anteriormente expuesto es posible que
los extractos metandlicos de las partes aéreas de esta especie., recolectada en el estado
Mérida Venezuela, presenten actividad antibacteriana, actividad antioxidante y poca

toxicidad sobre nauplios de Artemia salina.

Hipotesis Nula (Ho)

De acuerdo a la composicion quimica reportada, a Physalis peruviana L., se le atribuye
una gran variedad de efectos farmacoldgicos, por lo anteriormente expuesto es posible que
los extractos metandlicos de las partes aéreas de de esta especie, recolectada en el estado
Mérida Venezuela, no presenten actividad antibacteriana, ni antioxidante y presenten

toxicidad sobre nauplios de Artemia salina.
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CAPITULO 11l

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Segun Hurtado (2010), los tipos de investigacion pueden ser: exploratoria, descriptiva,
analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva, confirmatoria y
evaluativa. Particularmente, la investigacion de tipo confirmatoria se lleva acabo cuando ya
existen investigaciones previas de caracter exploratorio, descriptivo y explicativo, y a la
vez, se puede predecir el efecto a partir de la causa o inferir la causa a partir del efecto. .
Por lo tanto, la presente investigacion es de tipo confirmatorio, ya que se baso en estudiar la
composicion quimica de los extractos metandlicos de las partes aéreas de Physalis
peruviana L., para demostrar la actividad biologica (capacidad antibacteriana, antioxidante

y toxicidad sobre A. salina).

Disefio de la Investigacion

Segun Hurtado (2010), el disefio de la investigacion se refiere a las estrategias que se
implementaran para recolectar la informacién en una fuente determinada, en un tiempo
especifico y en una cantidad o amplitud asociada a lo que se quiere saber. Por lo tanto, la
investigacion tendréa un disefio tipo experimental, porque la especie vegetal fue sometida a
determinadas condiciones, estimulos o tratamiento, para observar los efectos o reacciones
que se producian en la variable dependiente. El disefio de investigacion experimental es
netamente explicativo, por lo tanto, su propdsito es demostrar que los cambios en la

variable dependiente fueron causados por la variable independiente. Es decir, se pretende
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establecer con precision una relacion causa-efecto. Este estudio se realizé en un lapso de

tiempo determinado, por lo tanto, también es un tipo de disefio de investigacion transversal.

Poblacion y Muestra

Unidad de Investigacion

Hurtado y Toro (1999), definen como poblacién al conjunto para la cual seran véalidas
las conclusiones que se obtenga para los elementos y unidades (personas, instituciones o
cosas), que se van a estudiar. En el presente estudio, la poblacion esta conformada por la

especie vegetal Physalis peruviana L.
Seleccién del Tamafio Muestral

De la poblacion sefialada se tom6 una muestra no probabilistica, la cual, segun
Hernandez y col. (2006) corresponde al “tipo muestra cuya seleccion no depende de que
todas tengan la misma probabilidad de ser elegidos, sino la decision de un investigador.
Esta muestra estuvo integrada por la recoleccion de un kilogramo de cada uno de: hojas,

tallos y frutos, de la especie vegetal P. peruviana L.
Sistema de Variables

Variable independiente: componentes quimicos presente en los extractos metandlicos

de las partes aéreas de Physalis peruviana L.

Variables dependientes: actividad antibacteriana, actividad antioxidante y toxicidad

sobre nauplios de Artemia salina.
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Instrumento de Recoleccion de Datos

Se realiz6 mediante observacion directa de los resultados de la experimentacion:
Medicion de los halos de inhibicién en actividad antibacteriana, porcentaje de inhibicion en
actividad antioxidante, y el porcentaje de letalidad (DLso) para determinar la toxicidad
sobre nauplios de Artemia salina, los datos arrojados fueron recolectados en tablas para su

posterior analisis estadistico e interpretacion de los resultados.

Procedimiento de la Investigacion

Material vegetal

Las hojas, tallos y frutos de Physalis peruviana L., fueron recolectadas en el sector El
Arado 2, El Valle, Municipio Libertador Mérida. La identificacion botanica la realizo el
Ing. Juan Carmona, adscrito al Departamento de Farmacognosia y Medicamentos
Organicos de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis. ElI VVaucher (02) fue depositado en el

herbario MERF de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de los Andes.

Fecha: Colectores: Niimero:
12/01/16 Marielba Morillo & Virginia 02

Marquina

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES DET.: Juu °
FACULTAD DE FARMACIA DET.: Juan Carmona
MERIDA. VENEZUELA
HERBARIO

SOLANACEAE
Physalis peruviana L.

Hierba, pubescente de aproximadamente 50cm de alto. Hojas alternas,
dentadas, cordiformes. Flores amarillas con manchas purpireas en el
interior de la garganta. Fruto una baya envuelta por el cdliz

LOCALIDAD: Venezuela. Edo. Mérida. Municipio Libertador. El Valle
Arado A

Figura 22. Informacion del voucher de la planta
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Obtencion de los Extractos

En el Esquema 1, se muestra el procedimiento para la obtencidon de los extractos y

determinacion cualitativa de la composicion quimica de los mismos.

D D Luego setomo 200 ™

Para este estudio se tomo Se procedio a secar y )g/rr?]rgﬁz Od(edl e”gije;'SL osf)%(;

aproximadamente un Kg moler cada uno, en una o

de hojas, un Kg de tallos estufa a 45 °C por 48 stepa(addo) VSRRl

un Kg de frutos horas raves de maceracion a

y : : temperatura ambiente

con metanol
s ™ ™ ™
Una vez seco el extracto
metandlico se procedié a Luego se filtrd y se Este proceso se repitio 3
la identificacion de la evapord para recuperar el veces, con cada una de las
presencia o ausencia de los metanol muestras.

metabolitos secundarios

Como son: alcaloides,
saponinas, azucares
reductores, aminoacidos,
cumarinas, fenoles,
taninos y flavonoides.

Esquema 1. Procedimiento para la obtencion de los extractos y determinacion cualitativa de la
composicién quimica de los mismos.

Para este estudio se tomé aproximadamente un Kg de hojas, un Kg de tallos y un Kg de
frutos, se procedid a secar y moler en una estufa a 45 °C por 48 horas. Luego se tomo 200 g
de cada uno de los materiales vegetales (secos y molidos) y se colocaron en un erlenmeyer
con aproximadamente 200 mL de metanol (para extraer los componentes del material
vegetal a través de maceracion a temperatura ambiente. Este proceso se repitio 3 veces,
para cada uno, se filtrd y se evapord para recuperar el metanol, cada uno de los extractos se

almacenaron en frascos herméticamente tapados, previamente rotulados y tarados.

71



Los extractos fueron pesados y de cada uno de ellos se obtuvo la siguiente cantidad en

gramos:

e Extracto de las hojas: 4,68

e Extracto de los tallos: 2,44 g

e Extracto de los frutos: 9,33 ¢

En la Figura 24, se muestra la balanza marca Denver Instrument XL 3100 donde se

pesaron los extractos metandlicos.

Figura 23. Balanza analitica Denver
Instrument XL 3100

Rendimiento de los extractos metanélicos:

Extracto metandlico de las hojas:

2009 — 100 %

X=2,34%

Extracto metandélico de los tallos:

200 g - reeme=- 100 %
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Extracto metanélico de los frutos:

X=4,67%

Tamizaje Fitoquimico

Para determinar la presencia de los grupos de metabolitos secundarios presentes en cada
extracto, se efectuaron una serie de pruebas, entre estas se encuentran: ensayo de Liberman-
Burchard (terpenos y/o esteroles), ensayo de Shinoda (flavonoides), prueba de Dragendorf,
Wagner y Meyer (alcaloides), ensayo de cloruro férrico (fenoles), prueba de la gelatina

(taninos) y prueba de la espuma (saponinas).

Terpenos y/o esteroides

Ensayo de Liberman-Burchard

Técnica: se disolvieron los tres extractos en 0,5 mL de diclorometano anhidro. Se afiadio
0,5 mL de anhidrido acético a cada uno. Luego se le adiciond cuidadosamente por las
paredes del tubo una gota de acido sulfarico concentrado. Se considera positiva la prueba

cuando aparece un color rojo, verde o azul.
Alcaloides
Ensayo de Dragendorf, Wagner y Meyer
Técnica: se pesaron 100 mg del extracto metanolico y se le adiciond 10 mL de HCl y se

colocaron en bafio de maria hasta ebullicion por 30 minutos. Se filtré y el filtrado se
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distribuy6 en 3 tubos de ensayo. Se adicioné a cada tubo gotas del reactivo correspondiente
(Dragendorf, Wagner y Meyer). La aparicion de turbidez o precipitado indica la positividad

de la prueba.

Fenoles

Prueba con FeCl;

Técnica: se afiadié 1 mL de solucion alcohdlica de cada una de los extractos, se agregd una
gota de solucion acuosa de cloruro férrico al 10 %. La formacién de color azul o verde

indico la presencia de fenoles.

Flavonoides

Ensayo de Shinoda

Técnica: se tom6 1 mL de solucidn de cada extracto. Se afiadieron algunas virutas de Mg,
se sujeto el tubo con una pinza, se afiadié cuidadosamente por la pared del tubo unas gotas
de HCI concentrado. La aparicion de una coloracion naranja o violeta, se considera una

prueba positiva.

Saponinas

Ensayo de la espuma

Técnica: se coloco en un tubo una pequefia cantidad de cada uno de los extractos y se le
adicion6 1 mL de agua. Se agito vigorosamente durante un minuto. La prevalencia de la

espuma durante mas de 5 minutos indico la positividad de la prueba.
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Taninos

Prueba de la gelatina

Técnica: la fraccion metandlica seca de disolvio en agua, aparte se preparo una solucion al
10 % de gelatina y se puso en contacto con el extracto acuoso. La desnaturalizacion de la
proteina que se evidencia con la presencia de un precipitado o la ruptura de la gelatina, se

considera positiva la prueba.

Cumarinas

Prueba luz UV

Técnica: disolver el extracto en su propio solvente (0,5 mL). Adicionar 2 gotas de
hidroxido de amonio concentrado. Se considera positiva la prueba si se presenta una

fluorescencia azul-violeta bajo luz UV.

Quinonas

Técnica: se adicionan gotas de hidroxido de amonio concentrado al extracto disuelto en
etanol y se considera positiva la prueba para antraquinonas al tener la presencia de una

coloracion roja que aparece en los 2 primeros minutos

Evaluacion de la actividad biol6gica

Evaluacion de la actividad antibacteriana

La determinacion de la actividad antibacteriana se llevd a cabo en el Laboratorio de
Vacunas, Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmacia y

Bioanalisis, ULA bajo la supervision de la Dra. Vanessa Hernandez.
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Técnica difusion en pozos (Método Kirby Bauer modificado)

En el Esquema 2. Se muestra el procedimiento para la realizacion del método de

difusion en pozos.

Método de
Difusion en
Pozos

-

Afiadir el agar
con el inoculo al
agar previamente

colocado en la

placa

Retirar los
cilindros y
agregar 10 pL
del extracto
metanolicos a
500 ppm a
cada pozo

Activacion o
enriguecimiento
de las cepas
bacterianas

N

Agregar un mL
de este indéculo a
5 mL de medio
de cultivo MH a
temperatura
ambiente

Colocar el
antibidtico
Tatraciclina de
30 pg (control
positivo)

Rotular las
placas de Petri,
con el nombre de
la cepa

P

Perparar los
inoculos en
solucion salina
con turbidez al
patrén 0,5 de
MacFarland

Incubar a 37 °C
en aerobiosis
por 24 horas

.

Colocar 15 mL
de agar en las
placas
previamente
rotuladas y
solidificar

cilindros sobre el
agar de manera
equidistante

Medir halos de
inhibicion

o .Y
Colocar los

~

Esquema 2. Procedimiento para la realizacion del método de difusion en pozos.

Se depositd el indculo y se sembrd sobre las superficies del agar selectivo estipulado
para este método, seguido de ello se hicieron los pozos sobre la superficie del agar con
apoyo de un sacabocado estéril de 6 mm de didmetro y en cada uno de ellos se deposité de
10 a 25 L de los extractos a evaluar, estandares (control positivo y negativo) y blanco por
triplicado, se dejo reposar por espacio de 30 minutos (para evaporar el liquido), finalmente
se inoculo con la caja invertida a 37 °C por 24 horas, posteriormente se midieron los halos

de inhibicion.
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Técnica empleada.

Para evaluar el potencial antibacteriano de los extractos metanolicos, se prepararon
diluciones a una concentracion de 500 ppm. Se seleccionaron las cepas bacterianas a
estudiar: cepas ATCC Gram positivas y Gram negativas. En la tabla 12 se muestran las

cepas ATCC utilizadas.

Tabla 9.
Cepas utilizadas para realizar las pruebas de sensibilidad y
susceptibilidad.

MICROORGANISMO ATCC TINCION DE GRAM

Staphylococcus aureus ATCC 25923 POSITIVA
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 NEGATIVA
Echerichia coli ATCC 25922 NEGATIVA
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 NEGATIVA

Se preparo el agar semilla. Para la preparacion del agar Mieller-Hinton (MH), se tomaron
13,3 g del polvo de agar y se disolvieron en 350 mL agua caliente purificada y se mezclé.
La solucion se llevé al microondas hasta que se formo una espuma de méas de un 1 cm de
grosor, verificando que el agar estuviera transparente lo que indica que el agar se fundio
completamente. Se llenaron 15 tubos con 5 mL de agar MH y 15 tubos con 15 mL del
mismo, se llevaron a autoclave por 15 minutos a 121 °C a 15 libras de presion para
esterilizarlosEn la Figura 25, se muestra el procedimiento de preparacion del agar Mueller

Hinton.
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Figura 24. Preparacion del agar Mueller Hinton.

Preparacion de los indculos: los in6culos se prepararon en solucion salina estéril
(0,85% p/v NaCl), a partir de un cultivo fresco de cada cepa bacteriana en medio agar
Nutriente o agar Infusion Cerebro Corazén (BHI), hasta que se logr6 una turbidez éptica
correspondiente al patron MacFarland N° 05 (D.O. 0,08 — 0,10 a 625 nm), con la ayuda de

un espectrofotémetro, que equivale a 1,0 x 10® UFC/mL

Inoculacion y preparacion de las placas de Petri: una vez preparado el indculo de cada
bacteria, un mL de este indculo fue afiadido a 15 mL de medio de cultivo Mueller-Hinton a
temperatura ambiente. Este indculo fue afiadido a los 15 mL del agar en las placas de Petri

y se dejaron a temperatura ambiente hasta que el medio solidificé.

78



Figura 25. Preparacion e inoculacion de las placas de Petri

Controles. El ensayo se realizd por triplicado utilizando como control negativo el
solvente DMSO (Dimetil sulfoxido) y como control positivo se agregd un disco de
antibidtico de Tetraciclina (esta indico si efectivamente habia crecimiento correcto de las

cepas en estudio y si son sensibles a los antibioticos comerciales).

Incubacion. Las placas se incubaron a una temperatura de 36 °C durante 24 horas. En la

Figura 26, se muestra la incubadora donde se colocaron las placas.

Figura 26. Incubadora que se encuentra en el Laboratorio de Vacunas, del Departamento de
Microbiologia, Facultad de Farmacia y Bioanalisis.
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Determinacion de la sensibilidad. La sensibilidad se determind por la medida del
didmetro del halo de inhibicion de crecimiento, donde los halos mayores o iguales a 14 mm
se consideraron halos de inhibicion significativos, de acuerdo con el protocolo establecido

por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011).

Actividad antioxidante por el método DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)

La determinacion de la actividad antioxidante se llevo a cabo en el Departamento de
Plantas Medicinales y Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis y en el

Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis.

En el Esquema 3, se muestra el procedimiento para la determinacion de la actividad

antioxidante por el método de DPPH, de los extractos metandlicos de P. peruviana L.
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~
Se realizé un barrido inicial
para determinar si los
extractos metandlicos
mostraban actividad
antioxidante

El ensayo se realiz6 por 0
triplicado utilizando 3
tubos para los extractos
metandlicos y se dejaron
en reposo durante 30
minutos en oscuridad

Método DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo)

h ™
La determinacion de la Posteriormente con los Pasado los 30 minutos se
actividad antioxidante, se extractos metandlicos de procedié a medir la
hizo por triplicado solo hojas se procedio a medir absorbancia en el
con I.os extractos _ la actlwdad ar]tlomdante a espectrofotémetro a 517
metandlicos de las hojas través del método DPPH

nm
/

/

Se realizé una curva
patron con acido ascérbico
a diferentes diluciones

Esquema 3. Pasos de la determinacién de la actividad antioxidante por el método de DPPH.

Se realiz6 un barrido inicial para determinar si los extractos metanolicos de las partes
aéreas de Physalis peruviana L., mostraban actividad antioxidante. Para ello se tomaron 4

mg de los extractos y se colocaron en un tubo eppendorf y se diluy6 con 1 mL de metanol.

El ensayo se realiz6 por triplicado utilizando 3 tubos para los extractos metandlicos los
cuales contenian 700 uL de DPPH y 300 uL de la dilucién anterior, estos se dejaron en
reposo durante 30 minutos en oscuridad. Pasado los 30 minutos se procedié a medir la
absorbancia en el espectrofotometro Genesys 10 Bio Thermo Electron Corporation a una
longitud de onda de 517 nm. En la Figura 27, se muestra el espectrofotometro Genesys 10

Bio Thermo Electron Corporation
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Figura 27. Espectrofotémetro Genesys
10 Bio Thermo Electron Corporation

En la Tabla 10, se muestran las diluciones para preparar una soluciéon madre de

concentracion 1 mg/mL y se especifico las cantidades exactas en pL, que se tomaron de la

solucién madre y del solvente metanol.

Tabla 10.
Diluciones empleadas para preparar la solucion madre a una concentracion 1 mg/mL.

500 pg/mL 250 pg/mL 150 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL
150 pL 100 pL 50 uL 25 uL
850 pL 900 pL 950 pL 975 pL

Madre (1mg/mL) 500 pL 250 pL
Metanol 500 pL 750 pL

En la Figura 28, se muestra la preparacion de las diluciones del extracto metandlico de

las hojas de Physalis peruviana L.

Figura 28. Preparacion de las diluciones del
extracto metandlico de las hojas de Physalis
peruviana L.

Se realizd una curva patron con acido ascorbico a diferentes concentraciones, partiendo

de una solucién madre con una concentracion de 1 mM (17,6 mg en 100 mL de metanol).
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En la Tabla 11 se muestra Las concentraciones de las diluciones para realizar la curva del
acido ascoérbico y se especifico las cantidades exactas en pL, que se tomaron de la solucion
madre y del solvente metanol.

Tabla 11.
Diluciones empleadas para realizar la curva patron de acido ascorbico.
0,088 mg/mL 0,044 mg/mL 0,022 mg/mL 0,011 mg/mL

Madre (0,176 mg/mL) 500 L 250 pL 100 pL 50 UL
Metanol 500 pL 750 pL 900 pL 950 L

La determinacion de la actividad antioxidante, se hizo por triplicado solo con los
extractos metandlicos de las hojas de Physalis peruviana L, que fue el extracto que mostro
% de inhibicion por encima del 50%.

Andlisis estadistico:

El estudio estadistico se realiz6 con el programa IBM SPPS version 21 afio 2012,
Statistict editor de datos (Tabla 18), y se complet6 con un analisis ANOVA de una sola via

(Tabla 19).

Evaluacion de la toxicidad sobre nauplios de Artemia salina

La determinacion de la toxicidad sobre nauplios de Artemia salina se realiz6 en el

Departamento de Ciencia de los Alimentos de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis.

En el Esquema 4, se muestra el Procedimiento para la determinacién de la toxicidad de

los extractos metanolicos de P. peruviana L., sobre nauplios de Artemia salina.
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Bioensayo de letalidad
sobre nauplios de Artemia
salina.

El bioensayo se realiz6 en
placas de microtitulacién
de 96 pozos; a cada pozo
se le adiciono 130 pL de
solucion salina, para
luego colocar en cada
pozo quince larvas con
una micropipeta.

Posteriormente a cada
pozo se le afiadio 10 pL
de levadura comercial (5
mg/mL). Estas placas
fueron incubadas en un
area con iluminacién
permanentemente por 24
horas.

- ) o
Se prepard una solucidn

marina, que proporciond
las condiciones necesarias
para el desarrollo de los
nauplios de Artemia
salina. La cual se mantuvo

en aireacién por 72 horas. |,

™
En el otro erlenmeyer, se

utilizé como diluyente
para extractos y llenado
de las placas (ambos
recipientes se
mantuvieron con
aireacién constante).

Una vez transcurrido el
tiempo de aireacion, se
dividio la solucién en dos
erlenmeyer con 500 mL
aproximadamente en
cada uno

En uno de los erlenmeyer,‘\
se afiadid entre 150-200

mg de quistes,
manteniendo una

temperatura constante de

28 + 2 °C por 48 horas

Transcurrido el tiempo de |

incubacion, se colocaron
50 pL de cada extracto
metandlico de Physalis

peruviana L., a evaluar, a

distintas concentraciones

Luego se registro el

ntmero de nauplios vivos

y nauplios muertos para

determinar la dosis letal

(" Finalmente, la DL, de los
extractos y de los blancos

evaluados se clasifico
segun la toxicidad por el

programa Iberoamericano

de Ciencias y Tecnologia
para el desarrollo

Esquema 4. Procedimiento para la determinacién de la toxicidad de los extractos metandlicos de P. peruviana
sobre nauplios de Artemia salina

Este método estandar se basé en la determinacion de la concentracion o dosis de los
extractos metanolicos de Physalis peruviana L., que causa la muerte al 50 % de una
poblacion de larvas de Artemia salina en 24 horas, esta dosis es conocida como dosis letal

50 (DLso).
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Reactivos y Estandares

Los reactivos utilizados para evaluar la toxicidad de los extractos frente a Artemia,
fueron: Cloruro de sodio (NaCl), Sulfato de magnesio hexahidratado (MgSQO,4.6H,0),
Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl.6H,0), Cloruro de potasio (KCL), Bicarbonato
de sodio (NaHCO3), Cloruro de calcio (CaCly) y Dodecilsulfato de sodio
[CH3(CH,)10CH,0SO3Na] conocido también como Lauril sulfato sodico, Levadura
comercial, quistes del crustaceo Artemia salina (Youfishtuff y fs-USA). Todos los

quimicos usados incluyendo los solventes, fueron de grado analitico.

Ensayo de toxicidad general

En el desarrollo del bioensayo, primero se preparé una solucion marina (agua de mar
artificial), que proporciond las condiciones necesarias para el desarrollo de los nauplios de
Artemia. Esta solucion se mantuvo en aireacion (burbujeo) 72 horas previas al bioensayo,
con la finalidad de oxigenar la misma. En la Tabla 12, se muestra la composicion de la

solucion marina, necesaria para ambientar la A. salina.

Tabla 12.
Preparacion del agua de mar artificial, usada en el
cultivo y eclosion de los quistes del crustaceo Artemia
salinas (Kinee, 1971).

Sales g/L

Cloruro de sodio (NaCl) 27,65
Sulfato de magnesio hexahidratado (MgS0O,.6H,0) 14,29
Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl.¢H,0) 5,18

Cloruro de potasio (KCI) 0,697
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0,143
Carbonado de sodio (Na,COs) 0,035
Cloruro de calcio CaCl, 1,54
Agua destilada estéril 1000 mL
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Eclosion de los quistes

Una vez transcurrido el tiempo de aireacion de la solucién marina, se dividio la solucién
en dos recipientes (erlenmeyer) con 500 mL aproximadamente en cada uno; en uno de los
erlenmeyer, se afiadio entre 150-200 mg de quistes, manteniendo una temperatura constante
de 28 + 2 °C por 48 horas (tiempo necesario para su eclosion). La solucion marina
contenida en el otro erlenmeyer, se utilizé como diluyente para extractos y llenado de las

placas (ambos recipientes se mantuvieron con aireacion constante).

Realizacion de la prueba.

El bioensayo se realizd en placas de microtitulacién de 96 pozos; a cada pozo se le
adiciono 130 pL de solucidn salina (aireada), para luego colocar en cada pozo quince (15)
larvas con ayuda de una micropipeta. Para facilitar la atrapada de los nauplios, para tal fin,
se ilumino un sector del envase que contenian las mismas, hasta concentrar las larvas en esa
zona y facilitar su recoleccion (aprovechando su fototropismo). El volumen agregado de
solucién marina con larvas, fue de 10 pL. Posteriormente a cada pozo se le afiadi6 10 pL de
levadura comercial (5 mg/mL). Estas placas fueron incubadas en un &rea con iluminacion
permanentemente por 24 horas, para excitar su actividad metabdlica. En la Figura 29, se
muestran las placas de microtitulacion de 96 pozos que fueron utilizadas para realizar el

ensayo de toxicidad en nauplios de Artemia salina.
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Figura 29. Placas de microtitulacién de 96 pozos donde se colocaron los
nauplios de A. salina.

Transcurrido el tiempo de incubacidn, se colocaron 50 pL de cada extracto metandlico
de Physalis peruviana L., a evaluar, a distintas concentraciones (5; 25; 250; 750; 1250;
2500 pg/ mL). Los extractos se diluyeron en DMSO y solucion marina (1:9). Se incluyo,
ademas, un grupo control negativo (con todos los elementos del ensayo, excepto la muestra
a ensayar) y un grupo control positivo Dodecil sulfato de sodio [CH3(CH2)10CH,0OSO3;Na]

(DSS), con seis replicas para cada grupo.

Durante el bioensayo se registraron el niUmero de nauplios puestos inicialmente en cada
pozo (NV), y al cabo de 24 horas de contacto con los extractos ensayados se realizd el
conteo del numero de nauplios muertos (NM) para determinar el porcentaje (%) de
letalidad y la dosis letal 50 (DLso) con un intervalo de confianza del 95 %, utilizando para
este fin el método de anélisis Probit. Ademas, se calculé el porcentaje de letalidad mediante
la ecuacion (Apu, Khatun, Bhuyan y Liza, 2013). En la Figura 30, se muestra el

procedimiento para realizar el registro del nGmero nauplios vivos y muertos.
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% de Letalidad = % x 100

Figura 30. Registro del nimero de nauplios vivos y muertos
Finalmente, la DLso de los extractos y de los blancos evaluados se clasificd segun la
toxicidad, tomando como referencia las recomendaciones del programa Iberoamericano de

Ciencias y Tecnologia para el desarrollo (CYTED) (Tabla 13).

Tabla 13.

Clasificacion de toxicidad segin CYTED.
Concentracion DLsg (ug/mL) Categoria
1-10 Extremadamente toxico
10-100 Altamente toxico
100-500 Moderadamente toxico
500-1000 Ligeramente toxico
1000-1500 Précticamente no toxico
>1500 Relativamente inocuo

(S&nchez y Neira, 2005).

Andlisis estadistico:

En el presente estudio los datos obtenidos en las mediciones permitieron elaborar tablas
para el analisis correspondiente para este fin. Esta informacion se trasladé a un archivo de
Microsoft excel version 2016. Y se determino el % de letalidad, para el calculo de DL50, se
realiz6 un andlisis de regresion PROBIT, para tal fin, se utilizd un programa estadistico

IBM SPSS versién 21, afio 2012.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Estudio fitoquimico de los extractos metanodlicos de las partes aéreas de Physalis

peruviana L.

Se llevé a cabo una serie de pruebas para conocer cualitativamente los compuestos
quimicos presentes en los diferentes extractos metandlicos de las partes aéreas de Physalis
peruviana L. (Tabla 14).

El andlisis fitoquimico preliminar reveld la presencia de varios metabolitos secundarios
de interés biol6gico y a su vez se evidencio la alta variabilidad de compuestos presentes
tantos en hojas, tallos y frutos de Physalis peruviana L., donde se observd una importante
presencia de metabolitos secundarios entre los que destacan alcaloides, esteroles y
compuestos fenolicos en los extractos metandlicos de hojas y tallos, mientras que los
extractos metanolicos de los frutos solo se encontré esteroles (Figura 32).

Tabla 14.

Estudio fitoquimico de los extractos metandlicos de las partes aéreas de

Physalis peruviana L.
Metabolitos

. Reaccion Extractos Metandlicos
Secundarios
Hoja Tallo Frutos
Dragendorf + + -
Alcaloides Wagner + + -
Mayer + + -
Esteroles Lieberman- + ++
Buchner
Compuestos FeCl, .t .t )
fendlicos
Flavonoides Shinoda - - -
. Prueba de
Saponinas - - -
La espuma
Taninos Prueba de ) ; _
Gelatina
Cumarinas Luz UV ) ) )
Y quinonas

+++ Muy abundante, ++ abundante, + presentes en pocas concentraciones
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Alcaloides (Hojasz) Alcaloides (Tallos) Alcaloides (Frutos)

Esteroles Flavonoides Saponinas Taninos

Cumarmas y quinonas

Figura 31. Resultados obtenidos en el analisis fitoquimico preliminar.

Esta investigacion se correlaciona con la realizada por Llumiguano (2014), quien reportd
la presencia de alcaloides, triterpenos, catequinas, azucares reductores, fenoles y
flavonoides en el extracto etandlico de las hojas; alcaloides y triterpenos en el extracto

etéreo; alcaloides, azucares reductores y fenoles en el extracto acuoso.

Esta diferencia en cuanto a los componentes quimicos encontrados quizas pueda deberse

a las condiciones climaticas y ubicacion geogréafica del sitio de recoleccién de la planta,
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para entender esta afirmacion nos basamos en lo enunciado por Waterman y Mole (1994),
quienes afirmaron que el contenido de varios tipos de metabolitos secundarios esta
influenciado por el genotipo de la planta (la especie y la variedad), las caracteristicas
ambientales (la radiacién solar y la disponibilidad de agua), madurez, la velocidad de
crecimiento, la condicion nutricional del suelo, la depredacion y las enfermedades. Asi
mismo, la aparicion de los compuestos secundarios esta relacionada con los mecanismos de

defensa de la planta.

Por otra parte tenemos lo referido por Valares (2011), quien afirmé que la dependencia
de los factores climéaticos en la sintesis de metabolitos secundarios como flavonoides,
terpenos y fenoles, se debe ya que la mayoria de los ecosistemas existen grandes
diferencias en las variables meteoroldgicas a lo largo del afio e interanualmente. Esto es
muy importante al afectar a la variabilidad temporal en la produccion de metabolitos

secundarios.

De igual forma Hernandez (2015), realizé un estudio fitoquimico de las hojas de
Physalis peruviana L., e indicé la presencia de esteroides, flavonoides, taninos y alcaloides
en los extractos etandlico y a su vez relacionaron la presencia de estos compuestos con la
actividad bioldgica, por el contrario al analisis fitoquimico realizado a Physalis peruviana
L., recolectada en Mérida — Venezuela donde el extracto metanolico, mostré positividad en

las pruebas para alcaloides, esteroles y compuestos fendlicos (Figura 31).

Otro factor importante a tener en cuenta para la determinacion de metabolitos
secundarios en una especie es la edad de la planta, para comprender esta afirmacion nos

basamos en lo expuesto por Cabrera y col. (2017), quienes encontraron que los metabolitos
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secundarios varian de acuerdo a la edad de la planta, demostrando que el estado de
desarrollo de éstas afecta la biosintesis y acumulacion de estos compuestos quimicos,
siendo las hojas jovenes maduras las que secretan mayor cantidad de ellos.

Por otro lado tenemos lo expresado por Valares (2011), quien afirmé que durante el
crecimiento de la planta y la ontogenia, los metabolitos secundarios pueden cambiar
considerablemente, tanto cualitativa como cuantitativamente. En general, estados mas
juveniles expresan mas defensas que edades mas maduras, lo cual les puede permitir
soportar mejor diferentes tipos de estrés.

Esto podria explicar el hecho de que en nuestro estudio el extracto metandlico de los
frutos de P. peruviana, solo dio positivo para la presencia de esteroles, es posible que la
madurez del fruto haya influido sobre el contenido de algunos metabolitos secundarios
(Olivares y col., 2016).

Actividad antibacteriana de los extractos metanolicos de las partes aéreas de Physalis
peruviana L.

En la Tabla 15, se presentan los resultados de la actividad antibacteriana realizada a los
extractos metandlicos de las partes aéreas de Physalis peruviana L., a una concentracion de
500 ppm, frente a las especies bacterianas Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Echerichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Se usdé como control positivo el antibidtico
Tetraciclina.

Tabla 15.

Resultados de la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de las partes aéreas
de Physalis peruviana L.

Extracto Escherichia Pseudomonas Staphylococcus Klebsiella
coli aeruginosa aureus pneumonia

Halo de inhibicién

Metandélico Ausente Ausente Ausente Ausente
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Los resultados obtenidos en la prueba pueden ser observados en la Figura 30, donde se
muestran resultados negativos frente a las bacterias ATCC ya que no se produjo halo de

inhibicion alguno.

Poze sembrado: E3 extracto metandlico de P. psruviana L.

Stapllococcus aureus Kiebsislla preuwmoriae

Figure 32. Prucha de actividad astibacteriana del extracto metandlico de P. paruviana L.

Figura 32. Prueba de actividad antibacteriana del extracto metandlico de P. peruviana L.
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Esta investigacion difiere de los resultados de Huertas (2015), quien evalud la accion
antibacteriana del extracto metandlico de Physalis peruviana L., por el método de difusion
en pozos y demostré que el mismo posee un buen espectro de inhibicion contra
Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis obteniendo un promedio de 17.25 mm y
16.65 mm respectivamente en la dilucion 1 (100 pug/ml), mientras que el menor efecto
antibacteriano fue encontrado en la dilucién 3 (50 pg/ml) con un promedio de 11.17 mm y
14.37 mm respectivamente. Asi mismo, a pesar que las cepas bacterianas utilizadas en estas
investigaciones son distintas, pertenecen al mismo grupo de las Gram positivas al igual que

la del presente estudio.

Es importante destacar que esta diferencia en los resultados quizds se deba a la
composicion quimica, teniendo en cuenta que la actividad antibacteriana de estos extractos
ha dependido de las caracteristicas especificas de los principios activos y de su solubilidad
en los solventes empleados para su extraccion, en este caso metandlico de naturaleza polar.
Esto indicaria que los metabolitos presentes, que generarian el efecto antibidtico, también

son de la misma naturaleza quimica (Azmir y col., 2013)

También cabe mencionar que el presente estudio no se reportaron metabolitos
secundarios como flavonoides, taninos y saponinas que estan relacionados con la actividad
antibacteriana, para comprender esta afirmacion nos basamos en los expuesto por Ragendra
(2014), quien afirm6 que los flavonoides, presentan grupos hidroxilo fenolicos que
penetran facilmente a través de la membrana celular bacteriana, se combinan y precipitan
las proteinas protoplasmaticas desnaturalizandolas y actuando como venenos
protoplasmaticos, los taninos por su parte tienen la capacidad de privar a los
microorganismos del medio apropiado para su desarrollo, debido especialmente a que
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provocan desnaturalizacion de las proteinas, mientras las saponinas poseen importante
actividad antibacteriana debido a que reduce la tension superficial y actta sobre los lipidos

de la membrana bacteriana causando la muerte.

Del mismo modo Franco y col., (2012), evaluaron la actividad antibacteriana de cuatro
extractos (etéreo, éter, cloroformo y etanol) de Physalis peruviana L., contra
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. Los resultados

revelaron que dichos extractos presentan una CMI de 250 pg/mL.

Actividad antioxidante del extracto metandlico de las hojas de Physalis peruviana L.

La actividad antioxidante fue determinada por el método DPPH, previamente se realiz6
un barrido inicial con los extractos metandlicos de hojas, tallos y frutos de Physalis

peruviana L., con el fin de conocer si estas poseian potencial antioxidante.

En la Tabla 16, se muestran los resultados de la determinacion de porcentaje (%) de
inhibicién (% 1), de los extractos metanolicos de las hojas, tallos y frutos de Physalis

peruviana L., (barrido inicial).

Tabla 16.
Determinacion del potencial antioxidante de los extractos metandlicos de las hojas, tallos y
frutos de Physalis peruviana L. a una concentracion de 4 mg/mL.

Absorbancia 517 nm

Extractos metanolicos 1 2 3 Media % Inhibicién
Hojas P. peruviana L. 0.173 0.173 0.163 0.1697 72,6
Tallo P. peruviana L. 0.322 0.352 0.35 0.3413 47,7
Fruto P. peruviana L. 0.453 0.442 0.472 0.4557 26,5
DPPH 0.627 0.632 0.600 0.6197

El potencial antioxidante fue calculado utilizando la siguiente ecuacion

% Inhibicion = Losorbancia DPPH — Absorbancia Muestra) . |
o Inhibicion = (Absorbancia DPHH)
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(0,6197 — 0,1697)

% Inhibicion Hojas = (0,6197) X100 =726
% Inhibicion Tallos = 00207 —93413) 100 — 478
o Inhibicion Tallos = (0,6197) =47,

o (0,6197 — 0,4557)
% Inhibicion Frutos = X100 = 26,5

(0,6197)

Con este primer barrido se pudo determinar que el extracto metanodlico de las hojas de
Physalis peruviana L., dio un % de inhibicion de 72,6 %, siendo mayor de 50 %, lo cual
indicd que tenia actividad antioxidante, mientras que los extractos metandlicos de tallos y
frutos mostraron un % | menor al 50 % lo que permiti6 descartarlo, por no poseer actividad
antioxidante evidente. Posteriormente la determinacion de la actividad antioxidante, se
realizé al extracto metandlico de las hojas, en la Tabla 17 se puede observar los resultados
obtenidos

Tabla 17.

Actividad antioxidante del extracto metanoélico de las

hojas de Physalis peruviana L.
Concentracion

0,

(mg/mL) % DE

P 0,05 6,2 0,0
2095 0,1 12,2 0,1
52 8s 0,15 14,9 0,4
S225% 0,2 19,5 0,6
WEe - 0,25 20,6 0,2
E” 05 26,9 0.2
ratton 0,176 96,1 0,2

Existen diferencias estadisticamente significativas entre datos
(p < 0,05) con un nivel de confianza de 95, 0 %

Al utilizar el método DPPH se pudo observar y comprobar que la capacidad antioxidante
del extracto metanolico de las hojas a su maxima concentracion de dilucion e fue de 26,9

%, en comparacién de 96,1 % del acido ascérbico utilizado como control positivo (Grafico

1).
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% de inhibicidn del extracto metanolico de las hojas
de P. peruviana L.

120,0
100,0 9,1
. 80,0
S
L
2 60,0 3
[ o)
* o
40,0 o 26,9 §
19,5 )
20,0 o> 12,2 14,9 . S
’ .G
00 N — - - . <
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,5 0,176

Concentracién mg/mL
Gréfico 1: Porcentaje (%) de inhibicidn del extracto metandlico de las hojas de P. peruviana L.

Concentracién eficiente 50 (mg/mL) del extracto metanolico de las hojas de Physalis

peruviana L.

Castafieda, Ramos e Ibafiez (2008), indico que el fundamento del método DPPH,
consiste en que este radical tiene un electron desapareado y es de color azul-violeta,
decolorandose hacia amarrillo palido por reaccion con una sustancia antioxidante; la
diferencia de absorbancias, permite obtener el porcentaje de captacién de radicales libres. A
partir del ensayo con DPPH, se obtiene la concentracion eficiente (EC), con la cual se
disminuye en un 50 % la concentracion inicial de DPPH. En el Gréafico 2, se muestra la
concentracion eficiente 50 en mg/mL del extracto metandlico de las hojas de Physalis
peruviana L., para captar radicales libres es de 1,15 mg/mL. Este calcul6 se determiné por

triplicado, como se muestra en el grafico.
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Concentracion eficiente 50 (mg/mL) del extracto
metanolico de las hojas de P. peruviana L.

1,16

1,17
1,16
1,16
1,15
1,15
1,14
1,14
1,13
1,13

Concentracion en mg/mL

1 2 3
IC 50 mg/mL

Gréfico 2: Concentracion eficiente 50 (mg/mL) del extracto metandlico de las hojas de P.
peruviana L.

Este estudio difiere al reportado por Aparcana y Villarreal (2014), quienes evaluaron el
potencial antioxidante de los frutos de Physalis peruviana L., recolectados en diferentes
lugares del Perd como fueron Huanuco, Junin, Ancash y Cajamarca. Encontrando que el
extracto etandlico presentaba una concentracion inhibitoria 1Cso de 1,86; 2,04; 2,24 y 2,36
mg/mL respectivamente y los compuestos quimicos predominantes en su estudio
fitoquimico fueron la presencia elevada de compuestos fendlicos, taninos, flavonoides,

alcaloides, triterpenos y una leve presencia de saponinas.

La concentracion eficiente 50 en mg/mL del extracto metandlico de las hojas de Physalis
peruviana L., para captar radicales libres, en nuestro estudio fue de 1,15 mg/mL, que es
considerado un mejor resultado a pesar de la ausencia de compuestos quimicos como son
taninos, flavonoides y la baja concentracion de alcaloides, reportados. Para explicar esta

afirmacion nos basamos en lo expuesto por Arranz (2010), quien afirmd que la accion

98



bioldgica de los compuestos fitoquimicos esta relacionada con la estructura y concentracion
de estas sustancias, porque influyen en su biodisponibilidad y bioaccesibilidad. También
debemos tener en cuenta que la produccion de estos metabolitos secundarios en las hojas
de Physalis peruviana L., pudo estar afectada por diversos factores, para comprender esta
afirmacion nos fundamentamos en lo expuesto por Sharapin (2000), quien explica que la
produccion de compuestos fitoquimicos en las plantas estan sujetos a factores extrinsecos
como la temperatura, humedad, calidad del suelo, el clima; y por factores intrinsecos a

nivel genético, que inciden directamente en la produccién de metabolitos secundarios.

Debido a esto podemos encontrar una explicacion y es que la presencia de metabolitos
secundarios como compuestos fenolicos, taninos, flavonoides, alcaloides y triterpenos
presentes en el fruto, juegan un papel muy importante en la actividad antioxidante, si lo
comparamos con los compuestos encontrados en las hojas como fueron alcaloides, esteroles
y compuestos fendlicos, pero no fue evidente la presencia de flavonoides y taninos, lo que

explica la reservada actividad antioxidante que presento.

De igual manera Cortés y col. (2015), determinaron la actividad antioxidante de los
extractos metandlicos de los frutos de Physalis peruviana L., por el método DPPH, donde
alcanzaron concentraciones (Clsp) de 393,69 mg/100 g de muestra liofilizada y 391,39

mg/100 g de muestra deshidratada por calor.

Es importante destacar en el presente estudio, los frutos de Physalis peruviana L., no
mostraron actividad antioxidante ya que no poseen compuestos donadores de H y solo se
reportd la presencia de esteroles. Sin embargo Williamson (1998), afirmé que el

ciclostadienol (a-sitosterol), que es un 4-metil-esterol, es un eficaz antioxidante. Por lo
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cual, no podemos afirmar que la presencia de esteroles esta relacionado con la falta de
actividad antioxidante, pero si que en esta situacién, pudo influir la variedad del fruto, el
lugar de cosecha, la altura, las condiciones del suelo, el clima, los nutrientes y el estado de
madurez, entre otros factores que influyen al momento de realizar un anélisis. Para
comprender esta afirmacion nos basamos en lo expuesto por Olivares y col. (2016), quienes
afirmron que el grado de madurez de los frutos influye en el contenido de compuestos
bioactivos tales como &cido ascorbico, fenolicos totales, carotenoides totales; asi como en

la capacidad antioxidante.

Por otra parte se tienen estudios realizados a otras especies del genero Physalis quienes
reportaron actividad antioxidante como es el estudio de Barrientos y col. (2018), quienes
estudiaron el contenido de polifenoles y capacidad antioxidante de Physalis chenopodifolia
L., silvestre y cultivo. Determinaron la presencia de fenoles y flavonoides tanto en hojas
como en frutos y evaluaron la actividad antioxidante por el método DPPH. La
concentracion de 500 ug mL™ se obtuvo 11,5 + 0,4 y de 8,28 + 0,3 %, para plantas cultivas
y silvestre, respectivamente. Las demas concentraciones (200 y 100 pg mL™) Fueron de
6,45 + 0,3 y de 4,19 + 0,2 para plantas cultivadas y de 3,91 + 0,1 y 2,14 £ 0,1 en plantas

silvestres.

Para comprender estas diferencias entre especies, en cuanto a la produccion de
metabolitos secundarios nos basamos en lo expuesto por Leinmuller, Steingas y Menke
(1995), quien explica que la distribucion de metabolitos secundarios al interior de las
plantas varia entre especies y dentro de la celula vegetal se localizan en las vacuolas

citoplasmaticas o en la pared celular.
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Estudio estadistico

En la Tabla 18, se muestran los datos estadisticos de la actividad actioxidante a través

del método DPPH, del extracto metandlico de las hojas de P. peruviana L

Tabla 18.
Datos estadisticos de la actividad antioxidante (% de
inhibicion) a través del método DPPH, del extracto
metanolico de las hojas de P. peruviana L.
Concentracion

% 1

mg/mL

Validos 5 5
N Perdidos 0 0
Media 0,2083 16,7167
Error tip. de la media 0,06509 2,94861
Mediana 0,1750 17,2000
Moda 0,05 6,20°
Desv. tip. 0,15943 7,22258
Varianza 0,025 52,166
Rango 0,45 20,70
Minimo 0,05 6,20
Maximo 0,50 26,90
Suma 1,25 100,30

En la Tabla 19, se muestran los andlisis de varianza de la actividad antioxidante (% de

inhibicion) a través del método DPPH del extracto metandlico de las hojas de P. peruviana

L.

Tabla 19.

Analisis de varianza de la actividad antioxidante (% de inhibicion) a través del método

DPPH del extracto metandlico de las hojas de P. peruviana L.

ANOVA® DE UN FACTOR

Suma de cuadros Gl Mediacuadratica F Sig.
(Combinados) 260,828 5 52,166 ,000°
Inter-grupos Contraste 226,843 1 226,843
Término lineal
Desviacion 33,985 4 8,496
Intra-grupos ,000 0
Total 260,828 5
a. Variable dependiente: % |
b. variables predictoras: (Contante), 0,1
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Determinacién de toxicidad de los extractos metandlicos de las partes aéreas de

Physalis peruviana L.

En la Tabla 20, se muestran los resultados promisorios del bioensayo de letalidad en
Artemia salina, aplicado a los extractos metanolicos de las partes aéreas de Physalis

peruviana L., y los controles sobre Artemia salina.

Tabla 20.
Cuantificacion de la DLsy de los extractos metanolicos de las partes aéreas de P.
peruviana L., y los controles sobre Artemia salina.

Extracto DLs (ppm) Limite de confianza (95 %) ppm Categoria segun el CYTED
Limite inferior Limite superior
Tallos 438,984 145,187 1183,823 Moderadamente tdxico
Hojas 2551,959 - - Relativamente inocuo
Frutos - - - Inocuo
DMSO - - - Inocuo
DDSS 23,372 13,507 28,026 Altamente toxico

DL50: Dosis letalsy; signo (-): valores muy altos; DMSO: Dimetilsulfoxido; DDSS: Dodecil sulfato de
sodio.

De acuerdo a lo observado en la Tabla 20, los extractos metandlicos de las hojas
resultaron ser relativamente inocuos, el extracto metandlico de los frutos resultd ser inocuo
y el extracto metanolico de los tallos resultaron ser moderadamente téxico segun el
CYTED, encontrandose en los limites inferiores (dentro de los intervalos de confianza) por

encima de 1000 ppm.

En relacion al % de letalidad a la concertacion mas alta evaluada (2500 ppm), para los
extractos metanolicos de las partes aéreas de Physalis peruviana L. (Gréfico 3), mostraron
los siguientes resultados, para el extracto metandlico de las hojas el % de letalidad fue de

6,66, para los frutos 0 y para los tallos 13,3.
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En el Gréfico 3, se muestran los Porcentajes (%) de Letalidad de los extractos
metandlicos de las partes aéreas de Physalis peruviana L., sobre Artemia salina a las

concentraciones probadas en unidades de ppm (pg/mL).

% de Letalidad de de los extractos metanodlicos de las
partes aéreas de Physalis peruviana sobre Artemia

salina.
13,3
14
12
E 10
= g 6,66
3
3
o ©
©
X 4
2 0 0 0 0 0
0 A A
Tallos Hojas Frutos

Concentraciones 750, 1250 y 2500 ppm

Gréfico 3. Porcentaje (%) de Letalidad de los extractos metanolicos de las partes aéreas de Physalis
peruviana L., sobre Artemia salina a las concentraciones probadas en unidades de ppm (pug/mL).

Este estudio difiere a lo reportado por Sanabria y col (1997), quienes investigaron 29
especies de plantas colombianas, entre ellas Physalis peruviana L., se encontrd que el
extracto etandlico de esta especie reveld mediante un analisis fitoquimico preliminar la
presencia de alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas, esteroles y/o triterpenos y lactonas
terpénicas y a su vez relacionaron la presencia de estos compuestos quimicos con la alta
letalidad que mostraron estos extractos frente a la Artemia salina. La concentracion letal 50

(CLso) que presentaron las partes aéreas de P. peruviana L., fue de 42 pg/mL lo que indica

gue es altamente toxico.
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Esta diferencia quizds se debe a que en el presente estudio, se reportd bajas
concentraciones de alcaloides y ausencia de metabolitos secundarios como taninos y
saponinas. Para comprender esta afirmacion nos basamos en lo expuesto por Bun y col.
(2009), quienes afirman que altas concentraciones de alcaloides aumenta la toxicidad de la
planta sobre nauplios de Artemia salina, lo cual puede servir para determinar la toxicidad
intrinseca de la planta y asi poder controlar tratamientos seguros y evitar efectos por

sobredosis aguda hacia células normales.

Por otra parte tenemos lo expuesto por Zhao y col. (1999), quienes evaluaron la
toxicidad de varios tipos de saponinas contra A. salina, y como resultado encontraron que
los compuestos ensayados disminuyeron su toxicidad a medida que las concentraciones de
las saponinas analizadas aumentaron. Estos resultados demuestran que las saponinas
pueden ser letales a bajas concentraciones, por lo que se recomendaria el uso de A. salina,
como un valioso bioensayo de toxicidad para evaluar extractos vegetales que contengan
bajas concentraciones de compuestos quimicos con altas polaridades. En nuestro estudio se
observo ausencia de saponina que podria incidir directamente en la baja toxicidad mostrada

por los extractos metanolicos de las partes aéreas de P. peruviana L.

Con base en lo expuesto anteriormente, se puede afirmar que se aprecia una relacién
entre la presencia de algunos metabolitos secundarios y la letalidad sobre A. salina,
especialmente de los alcaloides y saponinas. Sin embargo, es claro que la letalidad sobre A.
salina depende de la concentracion de las sustancias, de la presencia de otros metabolitos

secundarios no analizados en este trabajo y la interaccién entre los mismos
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

El andlisis fitoquimico preliminar revel6 la presencia de metabolitos secundarios
entre los que destacan alcaloides, esteroles y compuestos fendlicos en los extractos
metanolicos de las hojas y tallos, en cuanto al extracto metandlico de los frutos solo
se determind la presencia de esteroles.

Los extractos metanolicos de las hojas de Physalis peruviana L., no mostraron
actividad frente a las bacterias Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Echerichia coli y Pseudomonas aeruginosa, a través del método de difusion en
pozos (Kirby Bauer) ya que no se produjo halo de inhibicion alguno a la
concentraciones de 500 ppm.

La actividad antioxidante de los extractos metanolicos de las hojas de Physalis
peruviana L., mostrd la maxima concentracion de dilucién el porcentaje de
inhibicion fue de 26,9, en comparacion de 96,1 del acido ascorbico y la
concentracion eficiente 50 (mg/mL) de los extractos metandlicos de las hojas de
Physalis peruviana L., para captar radicales libre es 1,15 mg/mL.

La evaluacion de la toxicidad sobre nauplios de Artemia salina arroj6 que el
extracto metanolico de hojas es relativamente inocuo, el extracto metandlico de los
frutos resultaron ser inocuos, mientras que el extracto metandlico de tallos resultd
ser moderadamente toxico segun el CYTED. En relacion al % de letalidad a la
concertacién mas alta evaluada (2500 ppm), para los extractos metandlicos de las
partes aéreas de Physalis peruviana L., resultdé que para las hojas es de 6,66 % de

letalidad, los frutos fue del 0 % y los tallos es de 13,3 % de letalidad.
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