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RESUMEN

Las plantas proveen gran variedad de sustancias quimicas bioactivas, las condiciones del
tropico hacen que Venezuela presente una elevad diversidad de flora que conforma un
material potencial poco explorado cientificamente, practico y eficiente en el manejo de
problemas epidemioldgicos de diferentes origenes, ademas de contribuir al conocimiento
fitofarmacolégico a través del uso de los recursos naturales y de brindar un respaldo
cientifico del uso tradicional de las plantas por las comunidades humanas. Durante los
Ultimos afos las plantas han sido utilizadas con fines curativos, pues muchos tratamientos
fundamentados en la medicina tradicional fueron y son extraordinariamente eficaces, debido
a su contenido de metabolitos secundarios biolégicamente activos. En tal sentido se
obtuvieron los extractos de hexano y etanol de las hojas de Tabernaemontana coronaria
mediante la técnica de extraccion bajo un sistema de reflujo, luego se procedio a identificar
mediante pruebas quimicas cualitativas los metabolitos secundarios presentes en los
extractos previamente obtenidos de T. coronaria para asi determinar la actividad
antibacteriana de los extractos de T. coronaria contra cepas Grampositivas y Gramnegativas
de referencia internacional. La actividad antibacteriana frente a cepas ATCC de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, y Klebsiella
pneumoniae de los extractos de hexano y etanol de las hojas de T. coronaria se presenté a
concentraciones entre 500 y 7,8 ppm, sin embargo la cepa de E. fecalis fue resistente en
todo el intervalo de concentraciones evaluado. La CIM del extracto de hexano fue de 15,62
ppm para Klebsiella pneumoniae.

Palabras clave: Fitofarmacoldgico. extractos, metabolitos secundarios, antibacteriano,
cepas.



INTRODUCCION

Las plantas proveen gran variedad de sustancias quimicas
bioactivas, las condiciones del tropico hacen que Venezuela presente una
elevad diversidad de flora que conforma un material potencial poco explorado
cientificamente, practico y eficiente en el manejo de problemas
epidemiologicos de diferentes origenes, ademas de contribuir al
conocimiento fitofarmacologico a través del uso de los recursos naturales y
de brindar un respaldo cientifico del uso tradicional de las plantas por las
comunidades humanas.

En tal sentido, la familia Apocynaceae reporta aproximadamente 180
géneros y mas de 1600 especies, las cuales en su mayoria han sido usadas
contra el reumatismo, resfriados y enfermedades de la piel (Agra y cols,
2007), quimicamente presenta compuestos tipo terpenoides, lignanos,
glicésidos y alcaloides, mas especificamente alcaloides tipo inddlico y
bisinddlicos (Marquez 1999; Rocha y cols, 2005). Estos compuestos han sido
aislados de varias especies de la familia Apocynaceae, de diferentes partes
de la planta: semillas, corteza, hojas y tallos, principalmente (Quintans-Junior
y cols, 2007; Souza y cols, 2007) y han despertado interés como
anticancerigenos (vinblastina), hipertensivos (yohimbina) y antiparasitarios
(alcaloides inddlicos) (Soares y cols, 2003).

En relacién a lo anteriormente expuesto, Tabernaemontana coronaria,
también conocida como Tabernaemontana divaricata, o Ervatamia coronaria
(Gentry, 2001) es usada en la medicina tradicional como purgante,
analgésico, antipirético, en el tratamiento de cancer, heridas e inflamaciones
(Kirtikar y cols, 1975), contiene una serie de metabolitos secundarios tales
como alcaloides (Henriques y cols, 1996), triterpenos, esteroides (Sharma y
cols, 1988), flavonoides y compuestos fendlicos en hojas, raices y tallos
(Daniel y cols, 1978).



En la presente investigacion se realizé la caracterizacion fitoquimica
y se determind la actividad antibacteriana de los extractos de la especie
Tabernaemontana coronaria, ya que estudios previos reportan la presencia
de diversos metabolitos que pueden tener aplicaciones importantes en la
medicina moderna. En tal sentido, se aplicaron pruebas quimicas con el
objeto de determinar cualitativamente los principales grupos quimicos
presentes en los extractos y para establecer la actividad antibacteriana se

implemento la técnica de difusion en agar con disco (Kirby- Bauer).

El proyecto de investigacion ha sido estructurado en cinco
capitulos, los cuales van de la siguiente manera: Al respecto, el siguiente
trabajo de investigacion estd estructurado en V capitulos. El Capitulo I,
denominado El Problema, contiene los siguientes elementos: Planteamiento
del Problema, Justificacion e Importancia, Objetivos, Alcances y Limitaciones
de la Investigacion. El Capitulo II, llamado Marco Teérico abarca: Trabajos
Previos, Antecedentes Histéricos, Bases Teoricas, Definicion Operacional de
Términos, Operacionalizacién de las Variables e Hipotesis. ElI Capitulo 1,
titulado Marco Metodolégico comprende los siguientes puntos: Tipo y Disefio
de la Investigacion, Poblacion y Muestra, Sistema de Variables, Instrumento
de Recoleccion de Datos y Procedimientos de la Investigacion y Disefio de
Andlisis. El Capitulo IV, denominado Resultados y Discusion. El Capitulo V,

llamado Conclusiones y Recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA
Planteamiento del Problema

En los Ultimos afos, ha aumentado el uso de plantas medicinales
para tratar diversas patologias, sobre todo en paises en via de desarrollo
debido a su bajo costo y alta efectividad. Diversos estudios sugieren que
varios extractos de plantas pueden mejorar sintomas de enfermedades e
inhibir el crecimiento de patégenos y se pueden utilizar como un tratamiento
alternativo. Estas plantas, como la Tabernaemontana coronaria, presentan
efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antimicrobianos, por lo que su uso

es cada vez méas conocido (Senez, 1976).

Por otra parte, la resistencia bacteriana es un fenébmeno creciente
caracterizado por una refractariedad parcial o total de los microorganismos al
efecto del antibiético generado principalmente por el uso indiscriminado e
irracional de éstos y no sélo por la presion evolutiva que se ejerce en el uso
terapéutico (Collard,1976). Se ha encontrado que la prevalencia de
organismos patdgenos humanos resistentes a los antibiéticos es cada vez
mayor, pero el descubrimiento y desarrollo de nuevos antibidticos que

controlen éstos es mucho mas lento (lladiba, 1998).



Desde el principio de la era antibidtica los fendmenos de resistencia
a estas sustancias han sido descritos. Cabe destacar la importancia inicial de
cepas de Staphylococcus aureus capaces de degradar la penicilina y la
posterior aparicion de esta misma bacteria con resistencia a la meticilina.
Inicialmente el problema fue resuelto con el descubrimiento o sintesis de
nuevas sustancias que eran capaces de controlar las bacterias con este
fendbmeno, y aparecen medicamentos como los aminoglucosidos, macrolidos,

glicopéptidos, entre otros (lladiba, 1998).

Durante los ultimos afios las plantas han sido utilizadas con fines
curativos, pues muchos tratamientos fundamentados en la medicina
tradicional fueron y son extraordinariamente eficaces, debido a su contenido
de metabolitos secundarios biolégicamente activos. Es por ello, que existe la
necesidad de estudiar la composicibn quimica de los extractos de
Tabernaemontana coronaria y su posible actividad antibacteriana. Una vez
descrita la situacion del problema de estudio, se elaboré el siguiente

enunciado holopréxico:

¢Cual es la relacion entre la composicion quimica y la actividad

antibacteriana de los extractos de Tabernaemontana coronaria?

Justificacién de la Investigacién

Segun la OMS (2007), los medicamentos herbarios contienen como
principios activos partes de plantas u otros materiales vegetales, o
combinaciones de esos elementos, y su uso estd bien establecido y
ampliamente reconocido como inocuo y eficaz. La medicina herbolaria se

utiliza desde tiempos remotos para curar o aliviar las enfermedades, dando



lugar a los fitofarmacos, y es apreciada por su costo bajo y por los reducidos
indices de toxicidad, en comparacion con los productos de sintesis
(Gallegos-Zurita, 2016).

Si bien es cierto las hierbas y los farmacos son considerados dos
mundos opuestos, de acuerdo a un estudio realizado por el Instituto Nacional
de Céancer en Estados Unidos, el 67 % tiene su origen, en mayor 0 menor
medida, en la naturaleza; y alrededor de 25 % de estos se derivan de las
plantas. En la actualidad existe gran interés por la medicina tradicional vy,
dentro de esta, la medicina herbaria, que ha generado numerosos estudios,
divulgados en prestigiosas publicaciones. Pero, hay poco uso de
medicamentos de origen vegetal por parte de los profesionales de la salud;
sus tratamientos estan basados Unicamente en farmacos sintéticos, incluso,
en el tratamiento de problemas de salud diagnosticados como enfermedad
leve (Gallegos-Zurita, 2016).

Para el caso de las poblaciones rurales, el acceso a los
medicamentos farmacoldgicos se torna restringido por mdultiples razones,
como el traslado a una farmacia, los costos altos, los aspectos culturales, el
dificil acceso a centros de salud, entre otros, optando siempre por la
medicina natural que estd a su alcance. Ademas, las experiencias
ancestrales acumuladas en el tiempo, su accesibilidad, sus costos bajos,
convierten a la medicina herbaria en la alternativa principal para la atencion
primaria de su salud, hechos que han permitido que estas practicas se

mantengan hasta la actualidad (Gallegos-Zurita, 2016).

La medicina a través de la historia y sin tener en cuenta escuelas,
tendencias y doctrinas, ha tenido y tiene un denominador comun que es la
busqueda incesante de la salud, o lo que es igual, el estado de completo
bienestar biologico, psiquico y social. Sin embargo, hoy dia muchos paises

del mundo asisten al deterioro de los sistemas médicos y de la Salud Publica



en general, por intereses mercantilistas que imponen desde los mdltiples
medicamentos hasta los métodos diagndsticos altamente sofisticados con un
alto costo para el enfermo y mayores beneficios econdmicos para sus
productores (Vander, 2008).

La medicina forma parte del contexto natural de los pueblos lo que
explica que el uso de los recursos naturales, especialmente el de las plantas
y entre ellas las medicinales, alcanzan niveles diferenciados de adecuacion
en directa relacion con el desarrollo de la sociedad, asi mientras en los
pueblos primitivos 0 subdesarrollados mantienen su caracter estrictamente
empirico en los altamente desarrollados es simplemente la materia prima del
que gracias al avance extraordinario de la tecnologia y la ciencia se ha
logrado tener una visibn mas aproximada de su composicion quimica, lo que
junto al mejor conocimiento de la biologia sobre todo a nivel celular, permite
lograr cada vez sea mas precisa en su accion (Vander, 2008). El analisis de
la medicina alternativa basada en principios remarca la importancia de
ayudar a los pacientes a lograr sus propios objetivos de salud de una manera
culturalmente sensitiva pero consistente con el conocimiento (Seeff, 2008).

Las medicinas tradicionales derivadas de varias especies de plantas
han sido frecuentemente utilizadas en el sistema de atencion médica diaria
en los paises en desarrollo desde hace mucho tiempo (Breitbach y cols,
2013; Ferreira y cols, 2014; Veiga, 2005). Los productos naturales,
principalmente de origen vegetal, representan una alternativa potencial para
tratar diversas enfermedades causadas por microorganismos. El uso de
plantas con fines terapéuticos se basa en el conocimiento popular y
cientifico, estos son también actos de proveedores de sustancias activas
aisladas, como extractos totales o purificados (Atanasov y cols, 2015;
Carmona y Pereira, 2013). Los remedios fitoterapéuticos son rentables con

una toxicidad minima y reduccion de riesgos para la salud. Estos también



estan disponibles en el mercado en comparacion con drogas sintéticas
(Khandaker y cols, 2016).

En tal sentido, esta investigacion se fundamentdé en determinar la
actividad de los extractos de Tabernaemontana coronaria sobre
microorganismos patégenos utilizando el método de difusion en agar (Prueba
de Kirby-Bauer) y establecer la composicidon quimica mediante pruebas
quimicas cualitativas para comprobar si los metabolitos que produce la planta

pueden tener aplicaciones importantes en la medicina moderna.

Objetivos de la investigacion
Objetivo General

Confirmar la relacion entre la actividad antibacteriana y la
composicion quimica de los extractos de Tabernaemontana coronaria (Jacq.)
willd.

Objetivos Especificos

Obtener los extractos de hexano y etanol de las hojas de
Tabernaemontana coronaria mediante la técnica de extraccién bajo un
sistema de reflujo.

Identificar mediante pruebas quimicas cualitativas los metabolitos
secundarios presentes en los extractos previamente obtenidos de T.
coronaria.

Determinar la actividad antibacteriana de los extractos de T.
coronaria contra cepas Grampositivas y Gramnegativas de referencia
internacional.

Establecer la concentracion minima inhibitoria de los extractos que

resulten activos.



Alcances de la Investigacion

El alcance de una investigacion se relaciona con la profundidad del
conocimiento sobre el fenomeno de estudio. Establece la vision que posee el
investigador para lograr los objetivos (Hernandez, Fernandez y Baptista,
2010).

En relacion a lo anteriormente expuesto, en la presente investigacion
se planteé verificar la capacidad antibacteriana de los extractos de
Tabernaemontana coronaria y se establecer cualitativamente su composicion

quimica.

Limitaciones de la Investigacion

Para el desarrollo de esta investigacion se presentaron algunas
limitaciones tales como la falta de internet para realizar la busqueda de los
trabajos previos relacionados con el tema de investigacion, adicionalmente,
se encontraron pocos articulos que ofrecian informacién de primera mano

sobre el evento y unidad de estudio.

También la situacion pais limité econémicamente algunos aspectos
de dicha investigacion por el elevado costo de los medios de cultivo y
reactivos, asi como, las fallas constantes de los servicios basicos
(electricidad, agua, gas) que interfirieron en el desarrollo de la parte

experimental.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO
Trabajos Previos

Menecucci, Mucellini, Machado, Higashi, Ribeiro, Porto, Pilau,
Goncalves, y Braz (2019), publicaron un estudio titulado: Latex de
Tabernaemontana catharinensis (A. DC) —Apocynaceae: una alternativa
para la produccion de compuestos bioldgicamente activos. La investigacion
tuvo como objetivo evaluar la actividad proteolitica del latex de T.
catharinensis utilizando azocaseina como sustrato. El andlisis colorimétrico y
espectrofotométrico de la fraccion soluble en agua del latex permitié
establecer que contenia carbohidratos, proteinas y aminoacidos. Por otra
parte, el latex se sometio a extraccion con hexano para obtener una fraccién
rica en n-alcanos que se analizé mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (CG/EM), seguidamente se realizO una
extraccidon de alcaloides. Los resultados sugieren que el latex de T.
catharinensis es una fuente rica de azlcares, aminoacidos, n-alcanos,

alcaloides y proteinas.

Muniyandi, Joen-Rong y Pitchairaj (2017), publicaron un trabajo
titulado: Potencial antioxidante y anticataractogénico in vitro de
nanoparticulas de plata biosintetizadas utilizando un extracto etandlico de

hojas de Tabernaemontana divaricata. En el presente estudio, se determiné



la actividad antioxidante mediante el método del 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo
(DPPH) y Perédxido de Hidrogeno (H202) de nanoparticulas de plata (AgNP)
biosintetizadas usando un extracto etandlico de hojas de Tabernaemontana
divaricata, asimismo se establecioé la actividad anticataractogenica in vitro
inducida por selenito. Los resultados sugieren que las AgNP del extracto de
T. divaricata previenen la cataractogenesis por su poder antioxidante. Este
trabajo guarda relacion con la investigacion en que los autores trabajaron con

la misma especie.

Sumanthi y Devipriya (2016), publicaron un trabajo titulado:
Antibiograma de Candida albicans, utilizando extractos de hojas de
Tabernaemontana divaricata. Los extractos de las hojas fueron preparados
con diferentes solventes tales como acetona, butanol, cloroformo y etanol.
Posteriormente, se determind la actividad contra las betalactamasas de
espectro extenso producidas por Escherichia coli mediante el ensayo de
difusién en disco, los halos de inhibicién fueron de 10, 12, 13y 16 mm para
el extracto de acetona, butanol, cloroformo y etanol, respectivamente.
Adicionalmente, se evalu6 la actividad antibacteriana en diferentes
concentraciones (25 pg, 50 pg, 75 pg) y se utilizé estreptomicina (75 pg)
como control positivo. La concentracion de 75 ug fue la mas efectiva para

todos los extractos.

Bing-Jie Z, Xi-Feng T y cols. (2015), publicaron un estudio titulado:
Alcaloides citotoxicos de Tabernaemontana officinalis. El estudio fitoquimico
de las partes aéreas de T. officinalis permitio el aislamiento de 37 alcaloides,
de los cuales 28 son conocidos y 9 son nuevos y fueron llamados
taberdivarinas A-F y taberdivarinas G-I. Algunos compuestos mostraron
citotoxicidad contra tres lineas celulares de cancer humano HeLa , MCF- 7,y
SW480 con valores que van desde 1,42 a 11,35 moles. Este trabajo guarda

relacion, ya que en el mismo la investigacion se baso en el mismo género.
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Boligon, Piana, Felli, Nunes, Vendruscolo, Cordenonsi, Weiblen,
Lovato, Hartz, Campos y Linde (2015), publicaron un estudio titulado:
Andlisis de cromatografia liquida de alta resolucion y actividad
antimicrobiana y antiviral de Tabernaemontana catharinensis A. DC. Es en
este trabajo se evalué la actividad biolégica de extractos crudos, fracciones y
subfracciones de T. catharinensis. Los mejores resultados antimicrobianos
ocurrieron con las fracciones de diclorometano (DCM) y butandlica (NB)
contra Staphylococcus aureus, Micrococcus sp., Enterococcus faecalis y
Bacillus subtilis (concentracion inhibitoria minima, CIM = 31,25-1000 ug/mL).
Teniendo en cuenta las bacterias gramnegativas, solo la fraccion NB fue
eficaz contra Proteus mirabilis y Aeromonas sp. (CIM = 62,5 yg/mL y 250
pMg/mL, respectivamente). Ademas, los hongos Candida albicans, Candida
glabrata, Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus
flavus y Aspergillus fumigatus fueron particularmente vulnerables a la
fraccion DCM (CIM = 31,25-1000 pg/mL). Las fracciones y subfracciones
fueron efectivas contra Mycobacterium smegmatis (CIM = 19,53-156,25
pMg/mL). Las fracciones de DCM (indice de selectividad - Sl = 77,92), acetato
de etilo (EA) (SI = 40,27) y NB (SI = 28,97) de las hojas mostraron una
actividad antiviral potencial hacia el Herpes simplex Virus tipo 1, mientras que
la subfraccion DCM2 de las hojas (S| = 12,28) y la fraccién alcaloidal (AF) (Sl
= 10,71) mantuvo buena actividad. Los compuestos de esteroides,
terpenoides y compuestos fendlicos se identificaron por cromatografia liquida
de alto rendimiento con arreglo de diodos (CLAR/DAD) y pueden ser
parcialmente responsables de las actividades antimicrobianas y antivirales
observadas. Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que T.

catharinensis tiene actividades antimicrobianas y anti-herpéticas.
Poornima y Gopalakrishnan (2014), publicaron un estudio titulado:

Actividad anticancerigena de Tabernaemontana coronaria, contra carcinoma

células renales inducido por carcindbgenos. Se evalu6 la propiedad

11


http://www.hindawi.com/35978915/
http://www.hindawi.com/62985832/

anticancerigena del extracto etandlico de T. coronaria contra el carcinoma de
células renales inducido por DEN (dietillnitrosamina) y Fe-NTA
(Nitrilotriacetato férrico). Un grupo de ratas macho fueron tratadas con la
inyeccion intraperitoneal Unica de DEN (200 mg/kg de peso corporal) y
seguido de Fe-NTA (9 mg Fe/kg de peso corporal) dos veces a la semana
durante 24 semanas. De igual modo, otro conjunto de dos grupos fueron
tratados con carcindégenos y con extractos de plantas (200 y 400 mg/kg de
peso corporal), respectivamente y un ultimo grupo de ratas fueron inyectadas
sb6lo con los extractos de plantas. La eficacia terapéutica del extracto
etanodlico de T. coronaria se observo en términos de normalizacion de las
alteraciones renales y parametros de estrés oxidativo y antioxidantes
enzimaticos en los rifiones de las ratas. Estos resultados sugieren que el
extracto de la planta podria actuar contra el DEN y Fe-NTA por un
mecanismo relacionado con sus propiedades antioxidantes que fue
confirmado por estudios histopatoldgicos. Este trabajo guarda relacion con la

investigacion en gque los autores trabajaron con la misma especie.

Antecedentes Histoéricos

Tabernaemontana divaricata pertenece a la familia Apocynaceae, a la
subfamilia Plumeroida, a la tribu Tabermontanae. ElI género fue nombrado
por el lugar de nacimiento de su descubridor, J. Th. Mueller, Bergzabern y
Bergzabern y luego fueron latinizados en Tabernaemontana. El basiénimo de
T. divaricata es T. siamensis. Su sin6bnimo homotipico es Ervatamia

siamensis (Pratchayasakul y cols, 2008).

Los holotipos de T. divaricata son L, M y W7, el sinbnimo genérico,
Ervatamia, se distribuye ampliamente en los paises tropicales como una
planta de jardin, que usualmente tiene flores dobles con aroma dulce.

Aproximadamente 100 especies de este género estan ampliamente
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distribuidas en partes tropicales del mundo, incluyendo Brasil, Egipto, India,
Sri Lanka, Vietnam, Malasia y Tailandia. Linnaeus describié por primera vez
a T. divaricata (Pratchayasakul y cols, 2008).

La especie T. coronaria se ha utilizado en medicina tradicional y para
otros fines. Los constituyentes reportados para esta especie incluyen
alcaloides y constituyentes no alcaloidales tales como terpenoides,
esteroides, flavonoides, fenilpropanoides, acidos fendlicos y enzimas. Desde
1974, se han identificado aproximadamente 66 alcaloides diferentes de T.
divaricata. Dicha informacion puede ayudar en la busqueda de nuevos
compuestos médicamente interesantes que puedan ser Utiles contra las

enfermedades (Pratchayasakul y cols, 2008).

Bases Teodricas

Familia Apocynaceae

Las Apocynaceae son una familia de las dicotiledoneas que incluye
arboles, arbustos, hierbas, o lianas, muchas especies son grandes arboles
que se encuentran en la selva tropical, y la mayoria son de procedencia de
los tropicos y los subtrépicos. Estas plantas tienen savia lechosa y muchas
de ellas son venenosas si se ingieren, se reconocen aproximadamente 5031
especies dentro de esta familia, divididas en 402 géneros. La
familia Asclepiadaceae esta ahora incluida en la de Apocynaceae (Endress y
Bruyn, 2000).

La familia Apocynaceae consta de cinco subfamilias: Rauvolfioideae
(980 especies en 42 géneros), Apocynoideae (860 especies en 77 géneros),

Periplocoideae (180 especies en 31 géneros), Secamonoideae (170 especies
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en 9 géneros) y Asclepiadoideae (2365 especies en 214 géneros). Las
dltimas tres subfamilias integraban la antigua familia de las Asclepiadaceae
(Endress y Bruyn, 2000).

Geograficamente, las Apocinaceas son una familia pantropical con
algun representante en las regiones templadas. Los bosques tropicales
pluviales y pantanosos de la India y de la peninsula Malaya, contienen
arboles perennifolios desde muy pequefios hasta de gran talla. Las especies
de Plumeria muy cultivadas, son originarias de América central. Los bosques
de América del Sur, Africa y Madagascar son ricos en lianas. Las adelfas
(Nerium) son nativas de los biotopos humedos de la regibn mediterranea

templada (Heywood, 1985).

Algunos de sus usos, como por ejemplo el de Aspidosperma
quebracho-blanco (quebracho blanco) en la Argentina, cuyo arbol es nativo
perennifolio del centro y norte del pais, de corteza y raices medicinales,
usado para lefia, proporciona madera de excelente calidad, dura y pesada.
Presenta numerosas utilidades en carpinteria, muebleria, torneria, tiranteria,
piezas de ajedrez. Con creosota puede sustituir la madera de quebracho
colorado en la fabricacion de postes y durmientes de ferrocarril. Excelente
para lograr buenas esculturas, también es empleada para la elaboracion de
carbon y lefia de gran poder calérico que no chispea y produce poca ceniza.
Los frutos proporcionan un jugo que se utiliza en algunas regiones del pais
para cuajar la leche en la elaboracién de quesos. Entre las sustancias
presentes en la corteza se mencionan seis alcaloides: aspidospermina,
guebrachamina, hipoquebrachina, aspidosamina, quebrachina y yohimbina,
las cuatro primeras actuan sobre los centros motores y los restantes son
venenosos como el curare. La aspidospermina tiene aplicacion médica como
febrifugo (Marzocca, 1952; Escurra, 1981).

Las Apocinaceas, en general, contienen alcaloides e iridoides en

algunos géneros como Plumeria, Rauwolfia y Allamandra, estudios previos
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reportan el aislamiento de proantocianidina (1), cianidina (2), delfinidina
(3), kaempferol (4) y quercetina (5) (Figura 1) (Watson, L. 1992).

Figura 1. Algunos flavonoides aislados en la familia Apocynaceae.
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Género Tabernaemontana

Tabernaemontana es un género con 100-110 especies de plantas de
flores pertenecientes a la familia Apocynaceae, con una distribucion tropical.
Son arbustos y pequefios arboles que alcanzan entre 1-15 metros de altura.
Las hojas son perennes opuestas de 3-25 cm de longitud. Las flores son
olorosas, blancas de 1-5 cm de diametro (Raven y Hong, 1995).
Son arbustos o arboles con latex blanco y ramas bifurcadas. Hojas opuestas,
eglandulares. Inflorescencia cimoso-paniculada, con flores blancas; sépalos
pequefios mas o menos iguales; corola hipocrateriforme; anteras no

aglutinadas a la cabeza del estilo; ovario apocarpico (Gentry, 2001).

Las especies de Tabernaemontana son conocidas por la produccion
de alcaloides de indol y varios triterpenos pentaciclicos, estos tipos de
compuestos son responsables de diversas actividades farmacoldgicas
(antileishmanicida, tripanocida, antioxidante, antibacteriana; antitumoral
hipoglicemiante, analgésica y cardiotonica) (Van Beek y cols, 1984; Pereira y
cols, 2004; Lim y cols, 2009).

Los alcaloides presentes en el género, constituyen la mayoria de los
metabolitos secundarios encontrados. Se han aislado mas de 250
estructuras de bases diferentes. En trabajos realizados anteriormente, se ha
encontrado que extractos crudos metanodlicos y etandlicos de corteza de
tronco de Tabernaemontana catharinensis A. DC. recolectada en la Provincia
de Misiones Argentina, tenian actividad antibacteriana frente a

Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis (Guida y cols, 2017).
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Tabernaemontana coronaria

En esta investigacion se utilizd especificamente la especie
Tabernaemontana coronaria, también llamada Tabernaemontana divaricata y
Ervatamia coronaria (Tabla 1, Figura 2), su nombre comun es Jazmin crapé 6
corona de nedn, en América se le da un uso ornamental, también se utiliza
en la medicina ayurvédica y en la medicina tradicional del sudeste asiatico ,
la Peninsula Malaya , Indonesia y la Isla de Ambon (Perry, 1980).

Tabla 1. Taxonomia de la especie Tabernaemontana coronaria

Reino: Plantae

Familia: Apocynaceae

Orden: Gentianales

Género: Tabernaemontana

Especie: coronariaTabernaemontana divaricata y Ervatamia coronaria.

Nombre cientifico: Tabernaemontana coronaria

Sin6nimos: Tabernaemontana divaricata y Ervatamia coronaria
Portillo y Pérez, 2019.

Figura 2. Tabernaemontana coronaria

Fuente: Monaco Nature Enciclopedia.

T. coronaria pertenece a la familia Apocynaceae, a la subfamilia

Plumeroidae, a la tribu Tabermontanae y al género Tabernaemontana, se
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distribuye ampliamente en los paises tropicales como una planta de jardin,
que generalmente tiene flores dobles con aroma dulce (Pratchayasakul y
cols, 2008).

Investigaciones previas reportan que los extractos de T. coronaria
poseen actividad antioxidante (Mandal y Mukherji, 2001; Nicola y cols, 2013),
antiinflamatoria (Jain 'y cols, 2013), antimicrobiana, antiparasitaria,
antitumorogénica, antiartritico, antiasmatica (Van Beek y cols, 1984),
analgésica, antinociceptiva (Henriqgues y cols, 1996) y anticancerigena
(Poornima y Gopalakrishnan, 2014).

Se ha reportado que la planta contiene una variedad de compuestos
nitrogenados (Figura 3), alrededor de 66 alcaloides han sido aislados,
algunos de ellos son tabernaemontanina (6) , coronaridina (7), coronarina
(8) ydregamina (9), se reporta la presencia de estos compuestos

alcaloidales en todas las partes vegetativas de este arbusto (Perry,1980).

La mayor parte del trabajo fitoquimico sobre T. coronaria se ha
relacionado con los constituyentes alcaloidales, la mayoria de los usos
etnomédicos estdn probablemente relacionados con la actividad
farmacoldgica de estas sustancias, algunos constituyentes no alcaloidales,
como los terpenoides, esteroides, enzimas e hidrocarburos también se han

aislado de esta planta (Pratchayasakul y cols, 2008).
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Figura 3. Algunos alcaloides de T. coronaria

Ensayos Fitoquimicos

La fitoquimica tiene como objeto el aislamiento, analisis, purificacion,
elucidacién de la estructura y caracterizacion de la actividad biologica de
diversas sustancias producidas por los vegetales. Los ensayos fitoquimicos
pueden ser tanto cualitativos y cuantitativos, los de tipo cualitativo permiten
la identificacion de drogas y el reconocimiento de falsificaciones, se
caracterizan principalmente metabolitos secundarios. Los metabolitos
primarios son importantes para la vida del vegetal como proteinas, lipidos,
carbohidratos, vitaminas, hormonas, mientras que los metabolitos
secundarios no cumplen ningun rol fisiolégico en los vegetales tales como los

alcaloides, glicésidos, resina, entre otros (Bruneton, 2001).
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El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas
iniciales de la investigacion, que permite determinar cualitativamente los
principales grupos quimicos presentes en una planta y a partir de alli,
orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento
de los grupos de mayor interés. El tamizaje consiste en la extraccion de la
planta con solventes apropiados y la aplicacion de reaccion de color y
precipitacion. Debe de permitir la evaluacidn rapida, con reacciones

sensibles, reproducibles y de bajo costo (Bruneton, 2001).

Los resultados del tamizaje ofrecen una orientacion y debe de
interpretarse en conjunto con los resultados del screening farmacologico. Asi
cuando una planta revela accién sobre el sistema nervioso central durante el
tamizaje farmacologico y presencia de alcaloides en el tamizaje fitoquimico,
es bastante probable que la accién farmacolégica se deba a la fraccion
alcaloidal. De la misma manera, el hecho de evidenciarse accion anti-
inflamatoria en el tamizaje farmacoldgico y la presencia de flavonoides en el
tamizaje fitoquimico, puede dar lugar a procesos de aislamiento y
sometimiento a pruebas mas especificas de estos compuestos (Bruneton,
2001).

Para determinar la presencia de ciertos grupos quimicos en una planta
se efectlan una serie de pruebas, que dependiendo de las caracteristicas
estructurales y solubilidad puede realizarse la identificacibn de los mismos

(Bruneton, 2001), entre estas pruebas se encuentran las siguientes:

e Ensayo de Lieberman-Burchard: Permite reconocer en un extracto
la presencia de terpenos y/o esteroides, por poseer ambos un nucleo
de androstano, generalmente insaturado en el anillo 8y en la posicion
5-6 (Martinez y cols, 2013).
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Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de flavonoides
en un extracto vegetal y/o tintura ya que el nucleo benzopirona (p. €j.
flavonas, flavonoles, flavanonas, etc.) produce coloraciones rojizas
cuando a sus disoluciones acuosas o alcohdlicas se les adiciona
magnesio seguido de HCI concentrado (Martinez y cols, 2013;
Martinez, 2005).

Ensayo de Dragendorff: Permite reconocer en un extracto y/o tintura
la presencia de alcaloides en una solucidn acuosa &cida se realiza el
ensayo, afiadiendo 3 gotas del Reactivo de Dragendorff, el resultado

es positivo si hay precipitado (Martinez y cols, 2013).

Ensayo de Mayer, Wagner: Se procede de la misma forma descrita
anteriormente para identificar sustancias alcaloidales, al obtener la
solucion acuosa &cida se adiciona el reactivo de Mayer y Wagner, si

se observa precipitado la prueba es positiva (Martinez y cols, 2013).

Prueba de la espuma: El extracto acuoso se agita. La aparicion de
espuma es indicio de estos compuestos (Marcano y Hasegawa, 2002).

Prueba de gelatina: El extracto se trata con unas gotas de solucion
de gelatina al 1%. La presencia de taninos se manifiesta con la
precipitacion del complejo proteina-tanino (Marcano y Hasegawa,
2002).

Reaccion de cloruro férrico (FeCls): Es utilizada para determinar la
presencia o ausencia de fenoles en una muestra dada. La formacién
de una coloracion intensa roja, azul, verde, o purpura indica la

presencia de fenoles (Marcano y Hasegawa, 2002).
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Extractos

Los extractos son el resultado obtenido a partir de una materia prima
desecada de origen vegetal, por maceracién en contacto con un solvente,
seguida de la eliminacion de dicho solvente por un procedimiento fisico.
Estos procesos pueden ser sometidos a determinadas operaciones para
eliminar algunos de sus componentes y asi mejorar notablemente la calidad

del producto deseado (Gonzalez, 2004).

Existen diferentes métodos para la obtencion de extractos, la
seleccion de uno de ellos dependera de las necesidades y facilidades tanto
técnicas como econdmicas con que se cuenten, entre estos métodos estan la
extraccibn con Soxhlet, digestion, infusién, decoccién, maceracion,

percolacién y destilacion (Gonzalez, 2004).

En esta investigacion, el método utilizado fue la maceracion, la cual es
una extraccion que se realiza a temperatura ambiente y consiste en remojar
el material vegetal, debidamente fragmentado en un solvente (agua o
metanol, se prefiere el metanol puesto que a largos tiempos de extraccion el
agua puede propiciar la fermentacion o la formacién 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 colocan
el material vegetal con el disolvente y tapado se deja en reposo por un
periodo de 15 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 (Gonzalez, 2004).
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Microbiologia

Es el estudio de los microorganismos y sus actividades. Esto

concierne a su forma, estructura, fisiologia, reproduccién, metabolismo e

identificacion. El objetivo de la microbiologia es comprender las actividades

perjudiciales y beneficiosas de los microorganismos y mediante esta

comprension, disefiar la manera de aumentar los beneficios y reducir o

eliminar los dafios. La microbiologia abarca diversas areas, entre las cuales

se pueden mencionar las siguientes (Senez. 1976):

Bacteriologia: Estudia las bacterias, microorganismos procariotas
unicelulares de estructura relativamente simple. Ejemplos:
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, etc.

Micologia: Estudia los hongos, microorganismos eucariotas
guimioheterotrofos, pueden ser unicelulares o multicelulares.
Ejemplos: Aspergillus fumigatus, Histoplasma capsulatum, Candida

albicans, etc.

Virologia: Estudia los virus, agentes submicroscopicos filtrables,
pardsitos unicelulares obligados, que poseen un solo tipo de acido
nucleico rodeado de una cubierta proteica. Ejemplos: Virus de la

rabia, virus de la poliomielitis, virus del sarampion.

Protozoologia: Estudia los protozoarios, microorganismos
unicelulares eucariotas. Ejemplos: Giardia lamblia, Entamoeba
histolytica, Trypanosoma cruzi, etc.

Inmunologia: Estudia los mecanismos de defensa del huésped

contra las enfermedades.
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Bacterias

Son microorganismos unicelulares muy pequefios y relativamente
sencillos, cuyo material genético no esta rodeado por una membrana nuclear
especial, son seres unicelulares procariotas, estructuralmente estan
constituidos por una pared celular, membrana plasmatica, citoplasma,
ribosomas y una region nuclear, en algunos casos capsula, flagelos, pelos,

endosporas e inclusiones citoplasmaticas (Granados y cols, 2002).

Desde que se empezaron a descubrir las primeras formas de las
bacterias, comenzd su agrupamiento. Por su similitud morfolégica se
formaron cuatro grupos; Cocos, que son de forma esférica; Bacilos, con una
figura de pequefios bastones; Espirilos, con forma de tirabuzén y los Vibrios,

ligeramente curvados y generalmente de gran movilidad (Romero, 2000).

Una vez conocida la forma de las bacterias, se empez6 a observar que se
agrupan en forma muy particular, y asi se formaron otros grupos, como son
los estreptococos en forma de cadenas, diplococos en pares, las tétradas en
grupos de cuatro, las sarcinas en forma de cubo y los estafilococos en forma

de racimos (Romero, 2000).

Luego se descubrié que las bacterias se tefilan con colorantes y surgio
otro criterio de agrupacion, su afinidad tintorial. Asi la tincion de Gram formo
dos grandes grupos bacterianos: los grampositivos, que se tifien de color
violeta y los gramnegativos, que se tifien de color rojo. También Ziehl-
Neelsen formo dos grandes grupos. Las bacterias acido-alcohol resistentes
gue se tifien de color rojo, y las no acido-alcohol resistentes que se tifien de

color azul (Romero, 2000).
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Antibidticos

Los agentes antimicrobianos son sustancias quimicas sintetizadas parcial

o totalmente en el laboratorio y son capaces de inhibir el crecimiento y/o

destruir a los microorganismos (Bado y cols, 2010). Pueden clasificarse de la

siguiente manera:

Betalactamicos: Son un grupo de antibiéticos de origen natural o
semisintético, que se caracterizan por poseer en su estructura un
anillo betalactamico, actdan inhibiendo la uUltima etapa de la sintesis
de la pared celular bacteriana. Constituyen la familia mas numerosa
de antimicrobianos y la mas utilizada en la préactica clinica (Bado vy
cols, 2010).

Se trata de compuestos de accion bactericida lenta, relativamente
independiente de la concentracion plasmatica, que presentan escasa
toxicidad y poseen un amplio margen terapéutico. Su espectro se ha
ido ampliando a lo largo de los afios por la incorporacion de nuevas
moléculas con mayor actividad frente a los bacilos Gramnegativos;
pero la progresiva aparicion de resistencias adquiridas ha limitado su
uso empirico y su eficacia en determinadas situaciones (Bado vy cols,

2010). Se clasifican en:

»= Penincilinas

» Cefalosporinas

= Monobactamicos
= Carbapenemos

= Betalactdmicos asociados a inhibidores de betalactamasas
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Glicopéptidos: Se trata de antibidticos que actian sobre la pared
bacteriana, actualmente hay dos drogas en uso clinico: vancomicina y
teicoplanina. La vancomicina es un antibiotico bactericida de espectro
reducido (solo actla sobre bacterias grampositivas), que se obtiene de
Streptomyces orientalis. Fue introducida en 1956 pero debido a su

toxicidad fue relegada (Bado y cols, 2010).

Aminoglucésidos: Se caracterizan por la presencia de dos o mas
aminoazucares unidos por enlaces glucosidicos a un anillo
aminociclitol. Segun los aminoazucares se clasifican en familias. En
nuestro pais los aminoglucésidos disponibles son: gentamicina,
amikacina y estreptomicina para uso parenteral. La tobramicina se
encuentra disponible en presentacidon topica para uso oftalmolégico.
La espectinomicina no tiene aminoazucares, y a pesar de ser
considerada muchas veces en el grupo, no es un verdadero
aminoglucaésido. Son altamente polares, policationes solubles en agua
y generalmente estables al calor y cambios de pH entre 5y 8 (Bado y
cols, 2010).

Macrolidos: Los macrdlidos (eritromicina, claritromicina, azitromicina),
las lincosaminas (lincomicina y clindamicina), los cetélidos y las
estreptograminas, son antibiéticos que comparten un mecanismo de
accion similar pero tienen estructura diferente. Son antibiéticos
semisintéticos, derivados de la eritromicina producida por
Streptomyces eritreus. Estos se clasifican de acuerdo al nimero de
carbonos: 14 carbonos (eritromicina y claritromicina), 15 carbonos

(azitromicina) y 16 carbonos (espiramicina) (Bado y cols, 2010).

Oxazolidinonas: Es una clase de antibioticos enteramente sintéticos,
en la cual el linezolid es el Gnico disponible para uso clinico en

humanos (Bado y cols, 2010).
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Quinolonas: Se trata de un grupo de antimicrobianos que derivan de
una molécula basica formada por una doble estructura de anillo que
contiene un residuo N en la posicion 1. Diferentes sustituciones
incluyendo la adicion de residuos de fluor, han derivado desde el acido
nalidixico hasta las quinolonas fluoradas. Las quinolonas son
antibidticos bactericidas y actian inhibiendo las topoisomerasas,
enzimas que catalizan el superenrollamiento del ADN cromosomico y

gue aseguran una adecuada division celular (Bado y cols, 2010).

Sulfonamidas: Fueron las primeras drogas eficaces empleadas para el
tratamiento sistémico de infecciones bacterianas. Debido a la
aparicion de resistencia bacteriana y al descubrimiento de farmacos
mas activos y menos toxicos, su uso se limitdé durante un tiempo. Sin
embargo actualmente, con la recuperacion de la sensibilidad de
algunas bacterias y la aparicién de la combinacion de trimetoprim y
sulfonamidas que actian de manera sinérgica, estos antibioticos han

vuelto a ser usados (Bado y cols, 2010).

Trimetoprim-sulfametoxazol: Trimetoprim es wuna 2,4-diamino-5-
(3’,4°,5’-trimetoxibenzil) pirimidina. A pesar de tener actividad
antimicrobiana propia, esta droga fue sintetizada como un inhibidor de
la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) con la finalidad de potenciar

la actividad de las sulfonamidas (Bado vy cols, 2010).

Rifampicina: Es un agente bactericida, y su alta liposolubilidad
favorece la penetracion en el fagosoma. La resistencia antimicrobiana
emerge rapidamente si se realizan tratamientos con este antibidtico
como tratamiento de la tuberculosis asociada a otros antibidticos, y
como profilaxis en la meningitis producida por N. meningitidis (Bado y
cols, 2010).
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Nitrofurantoina: Pertenece al grupo sintético de nitrofuranos, junto a
furazolidona y nitrofurazona. Su accion bactericida se debe a la
capacidad de union a proteinas ribosomales, dafio cromosomico e
inhibicién de la respiracién y metabolismo del piruvato. Su actividad en
muchos casos parece necesitar la reduccién enzimatica dentro de la
célula bacteriana. Es una buena opcion para el tratamiento de las

infecciones urinarias bajas no complicadas (Bado y cols, 2010).

Cloranfenicol: Es un agente de actividad bactericida, sobre
microorganismos agentes de meningitis, tales como N. meningitidis, H.
influenzae y S. pneumoniae, y bacteriostatica frente a otros gérmenes.
Su penetracion en la célula requiere un proceso energia-dependiente,
y una vez dentro inhibe la sintesis proteica por union a la subunidad
ribosomal 50S (Bado y cols, 2010).

Tetraciclinas: son un grupo de agentes bactericidas activos sobre
microorganismos  grampositivos =~y gramnegativos, patdégenos
intracelulares como clamidias, micoplasmas y rickettsias. Su
mecanismo de accién se debe a la inhibicion de la sintesis proteica

por union a la subunidad ribosomal 30S (Bado y cols, 2010).

Mecanismos de accién de los antibiéticos

En general, los antibidticos deben su toxicidad selectiva a las

diferencias entre las células eucariotas y procariotas. Su eficacia téxica es la
consecuencia de su capacidad de inhibir una reaccion bioquimica especifica
y esencial, bien sea para la célula eucariota o para la célula procariota. Para
gue el antibidtico ejerza su accién es necesario que llegue al foco infeccioso,
penetre en las bacterias (por difusibn o transporte activo) y alcance

intracelularmente la concentracion necesaria. Una vez dentro de la célula el
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antibiotico puede ser bacteriostatico si inhibe la multiplicacion de forma

reversible, o bactericida si tiene un efecto letal (Mateos, 2010). En general,

cada grupo de antibiéticos actua preferentemente de una forma u otra, asi

tenemos:

e Antibiodticos bacteriostaticos: macrolidos, tetraciclinas, cloranfenicol.

e Antibidticos bactericidas: betalactamicos, aminoglicésidos,

polipeptidicos, polienos.

Los antibioticos de pueden ejercer su accién siguiendo algunos de estos

mecanismos:

Inhibicién de la sintesis de la pared celular: La pared celular de las
bacterias estd compuesta por peptidoglicano, esta estructura, que es
MAas gruesa en las grampositivas, entre otras funciones protege a la
célula de su destruccion por estallido en un medio normal, no
hiperosmoético puesto que las bacterias tienen una gran presion
osmatica interna (grampositivas: 20 atmoésferas; gramnegativas: 5
atmosferas). Las células, debido a su crecimiento, estan
continuamente sintetizando nuevo peptidoglicano y transportandolo a
su sitio adecuado en la pared celular. Los antibiéticos reaccionan con
una o varias enzimas que se requieren para completar este proceso
originando que la célula desarrolle puntos fragiles en su pared celular
debido a la sintesis de peptidoglicano deficiente, lo que origina que
sea osmoticamente fragil. Las sustancias que producen este efecto se
consideran bactericidas ya que la célula debilitada esta sujeta a lisis.
La mayor parte de estos antibiéticos son activos frente a células en
crecimiento ya que las células viejas no sintetizan peptidoglicano
(Mateos, 2010).
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Alteracion sobre la membrana citoplasmica: Una célula con la
membrana dafiada muere invariablemente por insufiencia metabdlica
o lisis incluso cuando no estd en crecimiento debido a que esta
estructura es vital para todas las células ya que entre sus propiedades
incluye el actuar como barrera de permeabilidad selectiva. Las
sustancias que alteran esta estructura modifican la permeabilidad,
permiten la salida de iones K* y macromoléculas como los &cidos
nucleicos y causan un efecto litico. Desgraciadamente, debido a la
presencia universal de membranas tanto en células microbianas como
animales, la mayor parte de estos antibiéticos son toxicos para los
humanos (Mateos, 2010).

Inhibicion de la sintesis proteica: La mayor parte de los inhibidores de
la sintesis proteica reaccionan con el complejo ribosoma-mARN.
Aungue las células humanas también tienen ribosomas, los ribosomas
de los eucariotas son diferentes en tamano y estructura de los
ribosomas de los procariotas (80S y 70S) por lo que estos
antimicrobianos tienen una accion selectiva frente a bacterias (Mateos,
2010).

Bloqueo de la sintesis de los &cidos nucléicos: La biosintesis de
moléculas de ARN y ADN consiste en una larga serie de reacciones
catalizadas por enzimas que al igual que cualquier otro proceso
complejo es susceptible de romperse en diferentes puntos. Una
inhibicién en un punto de la secuencia puede bloquear las reacciones
posteriores. Los antibiéticos que interfieren en la sintesis de acidos
nucléicos esencialmente actlan bloqueando la sintesis de sus
componentes, inhibiendo la replicacion o parando la transcripcion
(Mateos, 2010).
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Mecanismos de resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana a los antibidticos es una respuesta
predecible y quizés inevitable del uso de antimicrobianos. La velocidad con la
que surge y se extiende en poblaciones microbianas esta con frecuencia
determinada por la cantidad de antibioticos concretos usados en un ambiente
dado. Existe por ello la posibilidad de retrasar su aparicion y limitar su
extension con un juicioso uso de los antibidticos, tanto en humanos como en
animales. La resistencia tiene varias consecuencias, las infecciones por
patdgenos resistentes tienen mas altas tasas de morbilidad y mortalidad, y
suponen un mayor coste que las causadas por patdégenos sensibles.
(Medina, 2000).

Dentro de una misma especie, la prevalencia de resistencia a los
antibiéticos varia de forma importante segun el afio de estudio, el lugar
geografico, el tipo de hospital y el tipo de antibidtico examinado. Los genes
de resistencia no estan confinados a especies bacterianas en particular sino
que tienen el potencial para una amplia distribucidon entre especies. Los
mecanismos de resistencia bacteriana a antibioticos son fundamentalmente
de tres tipos (Medina, 2000):

e Inactivacion por destrucciéon o modificacion, como beta-lactamasas,
enzimas inactivantes de aminoglucosidos.

e Inaccesibilidad al lugar de accion, bien por disminucion de la
permeabilidad o por expulsibn activa, como la resistencia a
tetraciclinas por expulsion del antibiético de la bacteria, o resistencia a
betalactamicos por disminucion de la permeabilidad.

e Alteracion en el lugar de accion, como modificacién del ribosoma por
metilacion (responsable de las resistencias a macrolidos), como la

produccion de nuevas enzimas con poca afinidad por el antibiotico.
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Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se refiere a la capacidad de impedir la
proliferacion de bacterias que pueden provocar infecciones graves o incluso
la muerte de los seres humanos. A su vez, se puede definir como la accion
quimica que ejerce una sustancia en bajas concentraciones, contra los
microorganismos, destruyéndolos o inhibiendo su crecimiento (Garcia, 2015).

En este sentido, el crecimiento acelerado de la poblacion trae con ella
enfermedades como por ejemplo las infecciosas, producidas por bacterias,
virus, hongos entre muchos otros microorganismos. A pesar de que existen
muchos antibacterianos para su control o tratamiento, el uso irracional de
estos viene generando resistencia microbiana y otros efectos, llamados
secundarios que no son beneficiosos para la salud. La biodiversidad vegetal
ofrece alternativas antibacterianas; algunas especies con excelentes
resultados, debidos a sus constituyentes quimicos los cuales pueden tener
mas de 150 componentes (Urbina y Villamizar, 2012).

Esta diversidad de componentes brinda la oportunidad de encontrar
nuevos agentes activos desde el punto de vista farmacolégico, a partir de
una materia prima mas econdémica y natural: las plantas medicinales. La
actividad bioldgica puede variar desde la inhibicion completa o parcial del
crecimiento microbiano hasta la accién bactericida (Urbina y Villamizar,
2012).

Métodos utilizados para la determinacion de la actividad antibacteriana

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los
antibacterianos es de gran importancia para el correcto manejo de las
infecciones clinicas. Las pruebas de sensibilidad o antibiograma, tienen
como principal objetivo evaluar en el laboratorio la respuesta de un

microorganismo a uno o varios antimicrobianos y su resultado se utiliza como
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factor predictivo de la eficacia clinica de un tratamiento. Las pruebas de
sensibilidad definen la actividad in vitro de un antibacteriano frente a un
microorganismo determinado y refleja su capacidad para inhibir el
crecimiento de una bacteria o poblacion bacteriana. Los ensayos de
sensibilidad han de estar estandarizados y sujetos a procesos de control que
aseguren su reproducibilidad (Herrera, 1999).

La determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) es la
medida de la sensibilidad de una bacteria a un antibiotico. Es la minima
capacidad de un antimicrobiano que es capaz de impedir el crecimiento de
un microorganismo en unas condiciones normalizadas. Para llevarlo a cabo
es necesario utilizar cepas control (de referencia) con el fin de que los
resultados sean reproducibles y comparables. Este método nos ofrece
informacion sobre la sensibilidad de las bacterias S (sensible) y R (resistente)
(Wayne, 1997):

e Sensible: si existe una buena probabilidad de éxito terapéutico en el

caso de un tratamiento a la dosis habitual.

e Resistente: si la probabilidad de éxito es nula 0 muy reducida. No es

de esperar ningun efecto terapéutico sea cual fuera el tipo de

tratamiento.

En la actualidad se cuenta con diversos métodos para evaluar la actividad

antibacteriana, entre estos estan:

e Dilucion en caldo: En el método de dilucion en tubo se utilizan una
serie de tubos que contienen un medio de cultivo estéril y varias
concentraciones de cada uno de los antibioticos que se van a ensayar.
Todos los tubos se inoculan con el microorganismo que va a ser
ensayado y se incuban a la temperatura éptima de crecimiento del
microorganismo. Posteriormente se examinan los tubos para

determinar en cuales de ellos se ha inhibido el crecimiento del
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microorganismo. También se calcula la concentracion inhibitoria
minima (CIM) que es la concentracion mas baja que es capaz de
prevenir el crecimiento del microorganismo. Aquellos antibiéticos que
tengan la CIM mas baja deberan ser los que tengan la mayor actividad

antimicrobiana frente al patégeno (Mateos, 2010).

e Difusibn en agar (Kirby Bauer): En este método se incuba el
microorganismo en una placa Petri con medio de cultivo solidificado
sobre la que se afaden discos de papel impregnados con una
cantidad conocida de antibiético. Después de la incubacion se
observan en la placa la presencia de zonas claras alrededor de los
discos llamadas halos de inhibicion. La ausencia de un halo significa
gue el microorganismo es resistente al antibiético. Por el contrario y
por regla general, cuanto mayor es el halo mas efectivo es el
antibidtico. Este método se puede utilizar también para determinar la
CIM al utilizar discos con distintas concentraciones de un mismo
antibidtico (Mateos, 2010).

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 operacionalizé la
variable dependiente (Tabla 1) como la actividad antibacteriana y la variable
independiente (Tabla 2) la composicion quimica de los extractos de

Tabernaemontana coronaria.
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Tabla 1. Operacionalizacion de la variable dependiente

Actividad
antibacteriana de los
extractos de las hojas

de T. coronaria.

Dependiente

La actividad antibacteriana es la
capacidad que presenta un

compuesto para inhibir el aumento
de una poblacién bacteriana o
ara eliminarla.

Método de Kirby-
Buaer modificado

Técnica de difusion en
disco

Cepas ATTC de:
K. pneumoniae, P.
aeruginosa, E coli, E.
fecalis, S. aureus.

Sensible
Resistente

Halos de inhibicién del

crecimiento bacteriano (mm)

Portillo y Pérez, 2019.

Tabla 2. Operacionalizacion de la variable independiente

Componentes
guimicos presentes en
los extractos de T.
coronaria.

Pruebas quimicas
cualitativas

Independiente

Alcaloides
Flavonoides
Quinonas
Esteroles
Fenoles
Triterpenos
Saponinas

La composicion de los extractos
comprende una mezcla compleja
de  metabolitos  secundarios
obtenidos por diferentes procesos
de extraccion a partir de una
planta.

Reacciones colorimétricas o
precipitacion.
Reacciones por revelacién UV.

Portillo y Pérez, 2019.




Hipotesis

Estudios previos sugieren que el género Tabernaemontana contiene
metabolitos secundarios biolégicamente activos, por lo cual, es de esperar
que los extractos de Tabernaemontana coronaria posean sustancias

estructuralmente relacionadas y con actividad antibacteriana.
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CAPITULO Il

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 a cabo 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 el proyecto de investigacion es de tipo
confirmatorio, ya que se establecio la relacibn de causa-efecto entre los
componentes quimicos de los extractos de Tabernaemontana coronaria y su

actividad antibacteriana sobre cepas Grampositivas y Gramnegativas.

Disefio de Investigacion

Segun Hurtado (2010), el disefio de la investigacion se refiere a las
estrategias que se implementaran para recolectar la informacion en una
fuente determinada, en un tiempo especifico y en una cantidad o amplitud

asociada a lo que se quiere saber. Por lo tanto el proyecto de investigacion
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tuvo un disefio experimental ya que se sometid al objeto o grupo de
investigacion a estimulos bajo condiciones controladas en el laboratorio con

el fin de observar los efectos producidos.

Poblacién y Muestra
Unidad de Investigacion

Hernandez, Ferndndez y Baptista (2004), refirieron que una poblacion
es el conjunto de todos los casos que concuerdan con una serie de
especificaciones. La poblacién conduce hacia el conjunto finito o infinito de
elementos finitos o infinitos de elementos que presentan caracteristicas
comunes con el fenébmeno que se investiga. Una vez conociendo lo citado al
principio la poblacibn a estudiar es finita, integrada por la especie
Tabernaemontana coronaria, que se recolectd en el estado Mérida, Municipio
Libertador, en la ciudad de Mérida, especificamente en el Jardin de Plantas
medicinales de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de
Los Andes (FFB-ULA).

Seleccion del Tamarfio de la Muestra

La “n” muestral esta representada por las hojas de la especie en
estudio Tabernaemontana coronaria. El tipo de muestra utilizada es no
probabilistica, respecto a que la eleccion de los elementos no depende de la
probabilidad, sino de causas relacionadas con las caracteristicas de la
investigacion o de quien hace la muestra. Aqui el procedimiento no es
mecanico ni con base en férmulas de probabilidad, sino que depende del
proceso de toma de decisiones de un investigador o de un grupo de
investigadores y desde luego, las muestras seleccionadas obedecen a otros

criterios de investigacion (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010).
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Instrumento de Recolecciéon de Datos

Los instrumentos que se utilizaran para la obtencion de la informacién
deberan ser validados por expertos, con el objetivo de determinar la validez
del contenido. De hecho, se estima que la validez constituye el procedimiento
qgue permite determinar la consistencia interna de los instrumentos, en cuanto
a que midan lo que se propone medir, de ahi se dice que la validez, se
refiere al grado en que un instrumento realmente mida la variable, segun

(Hernandez y cols 2004).

La técnica que se utilizd para esta investigacién fue la observacién no
estructurada, los instrumentos fueron fotografias y tablas donde se
registraron los resultados de la actividad antibacteriana y la composicion

quimica de los extractos estudiados.

Procedimiento de la Investigacion

Recoleccién de la planta: La recoleccibn de la especie
Tabernaemontana coronaria se realizé en el Jardin de plantas medicinales
de la FFB-ULA, en el estado Mérida, la planta fue identificada en el Herbario
MERF “Dr. Luis Ruiz Teran” de la misma institucion. Se recolect6 cerca de
700 gramos de las hojas de la planta.

Preparacién de los extractos: La planta previamente recolectada,
especificamente sus hojas, se sometieron a un proceso de secado y
molienda (79,57 g), posteriormente se inici6 el proceso de extraccion
utilizando la técnica de maceracion y solventes en polaridad creciente
(hexano y etanol) hasta agotamiento del material vegetal, las soluciones

producto de la maceracion, fueron concentradas en un sistema de destilacion
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continua hasta sequedad, obteniendo 3,36 g del extracto de hexano y 15,45
g del extracto etandlico.

Tamizaje Fitoquimico: Se aplicaron una serie de reactivos a los
extractos obtenidos para identificar mediante reacciones de color y/o
precipitacion los metabolitos secundarios presentes. A continuacion se

describen las pruebas realizadas:

e Ensayo de Dragendorff, Mayer y Wagner (alcaloides): una porcién del
extracto fue diluida en una solucion acuosa é&cida, se sometido a
calentamiento por 5 min y se filtr6. El filtrado fue dividido en 3 partes y
posteriormente se adicion6 3 gotas del Reactivo de Dragendorff,
Mayer y Wagner, la prueba se considera positiva si se observa la
aparicion de un precipitado.

e Prueba de la espuma: la aparicibn de espuma cuando se agita el
extracto diluido en agua, indica la presencia de saponinas.

e Prueba de Shinoda (flavonoides): el extracto seco se trat6 con HCI
concentrado y virutas de magnesio, la aparicion de coloraciones
rojizas indican un resultado positivo.

e Reaccion de Cloruro férrico (compuestos fendlicos): la muestra se
disolvi6 en agua y se agregd unas gotas de solucién de cloruro de
hierro (lll) diluido. La formacion de una coloracion roja, azul, verde, o
purpura indica la presencia de fenoles.

e Ensayo de Lieberman-Burchard (triterpenos y esteroles): el extracto se
disolvié en diclorometano, posteriormente se colocé anhidrido acético
y unas gotas de acido sulfarico concentrado. Una coloracion verde
azulada indica la presencia de grupo esteroidal y rojiza la presencia de
triterpenos.

e Prueba con hidroxido de amonio (quinonas y cumarinas): el extracto
se llevo a sequedad y se adicionaron gotas de NH4OH concentrado, la

aparicion de una coloracién rojiza indica la presencia de quinonas y al
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visualizar la muestra bajo la luz UV la observacion de una

fluorescencia azul indica la presencia de cumarinas.

Evaluacion de la actividad antibacteriana: La técnica se basé en el
método originalmente descrito por Bauer y cols., (método de Kirby-Bauer).
Esta prueba se desarrollé en el Laboratorio de Actinomicetos del Instituto de
Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
Los Andes (ULA), bajo la asesoria de las profesoras Yndra Cordero e Ysbelia

Obregon.

Preparacion de las muestras: Se trabaj6é con los extractos de hexano y
etanol, realizando las siguientes diluciones: 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm,
62,5 ppm, 31,2 ppm, 15,8 ppm y 7,8 ppm. El solvente usado fue dimetil
sulféxido (DMSO).

Microorganismos a evaluar: Para la evaluacion de la actividad
antibacteriana mediante el método de difusion en agar, se estudiaron 5
bacterias (Tabla 3), 2 especies de bacterias Grampositivas y 3 de ellas
Gramnegativas de referencia internacional pertenecientes a la Coleccion de
Cultivos Tipo Americano (ATCC), provenientes del Cepario del Departamento
de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de

La Universidad de Los Andes.
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Tabla 3. Bacterias de referencia internacional (ATCC)

Staphylococcus aureus 25923 Positiva
Enterococcus faecalis 29219 Positiva
Klebsiella pneumoniae 23357 Negativa
Escherichia coli 25922 Negativa
Pseudomonas aeruginosa 27853 Negativa

Preparaciéon de las placas: A cada placa se le coloco
aproximadamente 15 mL del agar Mueller-Hinton previamente esterilizado, la
preparacion se realiz6 siguiendo las instrucciones de la casa comercial,

posteriormente se dejé solidificando a temperatura ambiente.

Preparacién de los discos: Los discos de papel filtro de 6 mm de
diametro se organizaron en placas de Petri de vidrio y se esterilizaron bajo

luz ultravioleta por 24 horas.

Preparaciéon de los indculos bacterianos: Las cepas frescas
purificadas se mantuvieron en un medio de cultivo de Agar Mueller Hinton,
con un tiempo de incubacién no mayor a 24 horas, de estas se tomd una
pequefia cantidad de colonias con un asa en aro para luego ser suspendidas
en una solucién de cloruro de sodio al 0,85 % estéril, ajustando el in6culo
hasta una concentracion de bacterias equivalente a 0,5 en la escala de Mac
Farland (1088 UFC/mL).

Colocacion de los discos impregnados: En las placas de Petri con
Agar Mueller Hinton previamente inoculados con cada cepa estudio, se
colocaron los discos impregnados con 10 yL de cada una de la dilucién de
1000 ppm de la muestra a ensayar y se colocaron los discos de antibi6ticos

comerciales como control positivo (Tabla 2) correspondiente a cada de las
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cepas en estudio, ademas del control negativo; usando una pinza metalica

previamente esterilizada.

Pre-incubacion e incubacion de las placas: Después de haber
colocado los discos en las placas con Agar Mueller Hinton previamente
in6culados, estas se dejaron en la nevera a temperatura de 4 °C
aproximadamente durante 30 min (pre-incubacion), con la finalidad de que
los discos impregnados con sus diferentes muestras difundieran a través del
Agar, para luego llevarlas a la estufa durante 24 h a temperatura de 37 °C en

posicion invertida en atmosfera aerdbica (incubacion).

Lectura de las placas: Luego de ser incubadas cada una de las
placas por un lapso de tiempo de 24 h estas fueron revisadas para realizar la
lectura de las mismas con una regla milimétrica. Donde se considerd un
resultado positivo o sensible (presencia de actividad antibacteriana) cuando
se observé un halo de inhibicion alrededor del disco, y se tomé como
resultado negativo o resistente (sin actividad antibacteriana) la ausencia de
dicho halo. El diamétro de la zona de inhibicion producto de la actividad

antibacteriana de las muestras en estudio se expreso en milimetros (mm)
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Los datos recolectados sobre la caracterizacion fitoquimica y actividad
antibacteriana de los extractos de Tabernaemontana coronaria fueron
sistematizados en tablas y graficos. Posteriormente, se interpretaron
utilizando criterios de analisis relacionados con pruebas cualitativas de
andlisis fitoquimico, también con la técnica de difusion en disco a traves del

método de Kirby- Bauer.

Determinacion de metabolitos secundarios de los extractos de

Tabernaemontana coronaria.

En el analisis preliminar de las hojas de la especie T. coronaria se
utilizaron los extractos de hexano y etanol, sin embargo, el rendimiento del
extracto de hexano fue muy bajo. A continuacion en la tabla 4 se presentan
los resultados de las pruebas quimicas realizadas para detectar la presencia

de metabolitos secundarios en los extractos anteriormente mencionados.
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Tabla 4. Resultados del analisis fitoquimico de las hojas de

Tabernaemontana coronaria.

PRUEBAS Metabolitos EHTC EETC
Compuestos ND +
Reaccién de Cloruro Férrico fendlicos
Reaccién de Shinoda Flavonoides - +
Reaccion de Dragendorff, Alcaloides ND ++

Mayer y Wagner

Prueba de Hidréxido de Quinonas - -
Amonio
Reaccion de Lieberman- Esteroles y Esteroles Esteroles
Burchard Triterpenos 1 +
Prueba de la Espuma Saponinas ND -
Prueba de fluorescencia Cumarinas - -

EHTC: Extracto de Hexano de las hojas de T. coronaria. EETC: Extracto de etanol de las hojas de T.
coronaria. ND: no determinado. (-): Ausente. (+): Presente. (++):.Abundante.

El tamizaje fitoquimico realizado a los extractos de hexano y etanol de
las hojas de T. coronaria reveld la existencia de una amplia diversidad de
metabolitos secundarios de interés farmacol6gico (Figura 4). El extracto de
etanol resalta por su abundancia en alcaloides, y se identificaron ademas,
compuestos fendlicos, flavonoides y esteroles. Por otra parte, el extracto de
hexano se destaca por su mayor concentracion de esteroles.

En la reaccién de FeCls realizada para la deteccion de compuestos
fendlicos se observd en el extracto de etanol un cambio de color a azul-
negro, lo cual indicé la presencia de dichos compuestos. En cuanto a la
deteccion flavonoides a través de la reaccion de Shinoda se obtuvo un
cambio de coloracién a rojo leve para la muestra de etanol, lo cual indica
resultados positivos para esta prueba. Respecto al analisis correspondiente a

la determinacion de alcaloides, utilizando los reactivos de Dragendorf, Mayer
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y Wagner, solo los extractos de etanol de la especie evaluada produjeron
precipitado, por otra parte, el andlisis correspondiente a la determinacion de
esteroles y triterpenos, tanto los extractos de hexano como los de etanol de
las hojas de la especie evaluada produjeron un cambio de color,
observandose una coloracion verde en la reaccion de Lieberman- Bouchard,
indicando la presencia de esteroles.

Asimismo, el andlisis cualitativo de las hojas de T. coronaria permitio
determinar la ausencia de quinonas (no formoé anillo rojo), cumarinas (no
produjo fluorescencia azul) y saponinas (no produjo espuma) en ambos

extractos.

EETC EHTC EETC
Reaccioén de FeCls Reaccién de Shinoda
Compuestos Fendlicos Flavonoides
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D M W

EETC EHTC EETC
Alcaloides Ensayo de Lieberman-Burchard
Esteroles

EHTC: Extracto de Hexano de la hoja de T. coronaria. EETC: Extracto de etanol de la hoja de T.
coronaria. D: Dragendorf. M: Mayer. W: Wagner
Figura 4. Resultados del andlisis fitoquimico de los extractos de las hojas de

T. coronaria.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, son congruentes con
los andlisis realizados previamente en varias especies del género en estudio,
ya que se determiné la presencia de alcaloides, esteroles, compuestos
fendlicos y flavonoides, en tal sentido, estos datos constituyen un aporte
sobre la informacion fitoquimica de Tabernaemontana coronaria de la cual

existen pocos analisis quimicos.

Determinacién de la actividad antibacteriana de los extractos de

T. coronaria.

Los extractos obtenidos de las hojas de la especie T. coronaria fueron
sometidos a las pruebas de susceptibilidad bacteriana, leyendo el halo de
inhibicion y calculando la concentracion inhibitoria minima (CIM) mediante la
técnica de difusion en agar, para lo cual se prepararon diluciones con unas
concentraciones de 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,8 ppm, de los

extractos de hexano y etanol (Tabla 5).
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Tabla 5. Resultados de la actividad antibacteriana de los extractos de las

hojas de T. coronaria.

Microorganismos Concentracién  Halos de Inhibicién Halos de
(ppm) (mm) extractos Inhibicion (mm)
EETC EHTC PIP  AMP ERI
500 7 7
250 7 7
Staphylococcus 125 7 7
aureus 62,5 7 7 33
31,25 7 7
15,62 7 7
7,8 7 7
500 0 0
250 0 0
Enterococcus 125 0 0 32
fecalis 62.5 0 0
31,25 0 0
15,62 0 0
7,8 0 0
500 7 7
250 7 7
125 7 7
Escherichia coli 62,5 7 7
31,25 7 7 24
15,62 7 7
7,8 7 7
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TABLA 5. Resultados de |la actividad antibacteriana de los extractos de
la hojas de T. coronaria (Continuacion)

Microorganismos Concentracién  Halos de Inhibicién Halos de
(ppm) (mm) Inhibicion (mm)
EETC EHTC PIP AMP ERI
500 12 7
Pseudomonas 250 12 7
aeruginosa 125 12 7
62,5 12 7
31,25 12 7
15,62 12 7 27
7,8 12 7
500 7 8
Klebsiella 250 ’ 8
pneumoniae 125 7 8
62,5 7 8
31,25 7 8 27
15,62 7 8
7,8 7 0

EHTC: Extracto de hexano de las hojas de T. coronaria. EETC: Extracto de etanol de las hojas de T.

coronaria. PIP: Piperaciclina. AMP: Ampicilina. ERI: Eritromicina.

Los extractos de hexano y etanol de las hojas de T. coronaria
resultaron activos contra las cepas de Klebsiella pneumoniae (A),
Pseudomonas aeruginosa (B) (Figura 5), Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, sin embargo, ambos extractos fueron inactivos en contra la cepa de
Enterococcus fecalis.

En el caso de Klebsiella pneumoniae el extracto de hexano presento
una concentracion inhibitoria minima de 15,62 ppm y el resto de las CIM no
pudo ser determinada ya que son concentraciones menores a 7,8 ppm y no

se cuenta con los instrumentos analiticos para seguir diluyendo la muestra.
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Figura 5. Halos de inhibicion de los extractos de hexano de la hoja de

Tabernaemontana coronaria.

Concentraciones utilizadas: 8: 10000 ppm, 7: 500 ppm, 6: 250 ppm, 5:125 ppm, 4: 62,5
ppm, 3: 31,25 ppm, 2: 15,62 ppm, 1: 7,8 ppm. A: ATCC de Klebsiella pneumoniae. B: ATCC
de E. coli.

Discusioén

En esta investigacion el tamizaje fitoquimico reveld la presencia de
alcaloides, esteroles, compuestos fendlicos y flavonoides en el extracto de
etanol, sin embargo, en el extracto de hexano solo se evidencio la presencia
de esteroles, estos resultados son congruentes con los estudios previos de
T. coronaria en los cuales se reporta la determinacion de compuestos
alcaloidales, terpénicos, fendlicos y taninos en los extractos etandlicos y
acuosos (Pratchayasakul y cols, 2008).

Con respecto a la actividad antibacteriana, los extractos de hexano y
etanol evaluados a diferentes concentraciones fueron activos frente a las

cepas ensayadas a concentraciones de 7,8 ppm, estos resultados son de

50



suma importancia porque validan el uso medicinal de las hojas de T.

coronaria.

Investigaciones anteriores determinaron la actividad antiinflamatoria,
antimicrobiana, antioxidante, analgésica y antitumoral de extractos etandélicos
y acuosos de diferentes partes de T. coronaria, asi como de los alcaloides
que han logrado aislarse de la misma, atribuyendo la mayoria de las
actividades a los compuestos alcaloidales y flavonoides (Pratchayasakul y
cols, 2008). También se determiné que la variabilidad del clima, ubicacién
geografica y otros factores influyen en la composicion fitoquimica de la
especie (Sumanthi y Devipriya, 2016). Cabe destacar que en este estudio el
extracto de hexano fue activo contra las cepas ensayadas y que en su
composicion quimica se determiné la presencia de esteroles, sin embargo es
necesario acotar que no se realizé la prueba de alcaloides por problemas de
solubilidad con los reactivos por lo cual se presume que este extracto
también presente alcaloides y que su actividad se deba a este tipo de

metabolitos secundarios.

De este modo, esta investigacion representa un aporte desde el punto
de vista fitoquimico y biolégico de esta planta ya que no hay reportes de la
composicidbn quimica y actividad antibacteriana de Tabernaemontana

coronaria recolectada en Venezuela.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de Tabernaemontana
coronaria, reveld la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides,
alcaloides y esteroles en el extracto etandlico. Por otra parte, en el extracto
de hexano se determing la presencia de esteroles. Asimismo, se establecid
la ausencia de saponinas, taninos, cumarinas y quinonas en ambos

extractos.

La actividad antibacteriana frente a cepas ATCC de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, y Klebsiella pneumoniae
de los extractos de hexano y etanol de las hojas de T. coronaria se presento
a concentraciones entre 500 y 7,8 ppm, sin embargo la cepa de E. fecalis fue

resistente en todo el intervalos de concentraciones evaluado.

La CIM del extracto de hexano fue de 15,62 ppm para Klebsiella
pneumoniae, para el resto de las concentraciones de los extractos que
fueron evaluados la CIM estuvo por debajo de 7,8 ppm, sin embargo, no
pudo establecerse debido a que las concentraciones a evaluar eran muy

bajas y no se contaba con el material necesario para realizarla.
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Los extractos de hexano y etanol de las hojas de Tabernaemontana
coronaria poseen propiedades antibacterianas significativas contra las cepas
Grampositivas y Gramnegativas ensayadas, considerandose como posible

fuente natural para el desarrollo de nuevos antibiéticos.

Recomendaciones

Aislar, identificar y cuantificar los metabolitos secundarios presentes en

los extractos de hexano y etanol de las hojas de T. coronaria

Evaluar diversas actividades bioldgicas (antifungica, antiparasitaria,
citotdxica, antioxidante) de los extractos y compuestos mayoritarios de T.

coronaria.

Realizar estudios de toxicidad de los productos fitoquimicos de T.

coronaria.

Estudiar la composicion quimica y la actividad farmacologica de otras

partes de la especie T. coronaria (tallos, tronco, raiz).
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