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Resumen

Las enfermedades causadas por microrganismos patdégenos han ido en incremento
acelerado afio tras afio, constituyendo un factor de riesgo para la salud publica, de ahi que se buscan
fuentes naturales que inhiban el crecimiento bacteriano. Por esta razdn, el presente trabajo de
investigacion tiene como objetivo evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de planta

Vernonia patens (tuete de Costa Rica), contra la bacteria Salmonella diarizonae.

Este proyecto se realiz6 mediante la elaboracion de un procedimiento de extraccion de los
metabolitos secundarios presentes en las hojas de la planta Vernonia patens, en los laboratorios de
la Universidad Internacional de las Americas (UIA), y las pruebas microbioldgicas se llevaron a

cabo en el Laboratorio Microbioldgico Dra. Arroyo, ubicado en Santiago de Puriscal, San José.

El extracto crudo se obtuvo a partir de un proceso de maceracion de las hojas de la planta
Vernonia patens, con una disolucion de etanol al 70% durante una semana. A partir de este extracto,
se procedid a un fraccionamiento utilizando hexano, diclorometano y acetato de etilo como

disolventes de particion.

A partir de los extractos obtenidos, se determiné la actividad antimicrobiana frente a la
Salmonella diarizonae, mediante el método de difusion en discos por agar, por triplicado,
utilizando los extractos en concentraciones de 100%, 75% y 25%, obteniendo de esta manera la

concentracion minima inhibitoria, en caso de que se presentara.

Los resultados de las pruebas microbioldgicos indicaron que los extractos presentaron
actividad inhibitoria contra la bacteria Salmonella diarizonae. Sus halos de inhibicion deberian
exceder los 6 mm, en este caso el extracto acuoso y hexano no presentaron, sin embargo, los halos
de inhibicion de los extractos de acetato de etilo y diclorometano frente a la Salmonella diarizonae
fueron de 10,0mm y 9,00 mm respectivamente. La fraccion con mayor inhibicion fue la de acetato

de etilo con un valor inhibitorio de 2 en una concentracion de 40.20 mg/ml.
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CAPITULO I: INTRODUCCION
Planteamiento del problema

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que, en el mundo, la incidencia anual
de diarreas es de 1500 millones de casos, y 3 millones de nifios menores de cinco afios mueren a
causa de ellas. Esta constituye uno de los problemas sanitarios mas comunes que aquejan la salud
de las personas y afectan con mayor severidad a nifios, mujeres embarazadas y ancianos provocan
disenteria y variedad de enfermedades, debido a las infecciones bacterianas, las cuales son

frecuentes y afectan principalmente a los grupos sociales de bajos recursos (Zufiga & Caro, 2017).

Segun Serrano & Hernandez (2016), las bacterias son abundantes y variadas, no obstante,
las enfermedades que las bacterias provocan en el hombre son muchas, y tienen una notable
capacidad para adaptarse a los cambios, por esta razon pueden hacerse resistentes a los antibioticos
usados para su eliminacion. A lo largo de la historia han fulminado a miles de seres humanos y
animales, por lo tanto, la gran batalla para poder combatirlas ha ido en crecimiento debido a la gran

preocupacion por la resistencia a los antimicrobianos.

La Salmonella es un género que pertenece a la familia Enterobacteriaceae y esta
considerada como una de las cuatro principales causas de enfermedades diarreicas. Todos los
serotipos pueden causar la enfermedad en el ser humano que suele causar gastroenteritis, el S.
entérico serotipo Enteriditis y S. entérica serotipo Typhimurium transmitida de animales a
humanos, pueden provocar una enfermedad sistémica grave y aguda, pudiendo provocar la muerte

en personas, sobre todo a adultos mayores y nifios (Castro, 2020).

Como ya se mencion0, la Salmonella sp esta afectando a nivel mundial tanto personas como
animales, segun estudios obtenidos, la Salmonella entérica diarizonae, el serotipo 61; k:1.5 (7) es
un microorganismo saprofito de las ovejas que produce enfermedades a estos animales y parece
haberse incrementado en los Gltimos afios, con el nimero de informes de RCP en publicaciones y
conferencias internacionales en aumento (Figueras, Ferrer, Gonzélez, Bueso, Ramos, Rubira,
Burian & Lacasta, 2020).

El estudio del reino Plantae ha sido primordial a lo largo de toda nuestra historia, la
adquisicion de conocimientos botanicos ha permitido el desarrollo y mejoras en la accion conjunta

de varios de ellos, en la medicina natural, en la agricultura y en el cuidado de la naturaleza. Una de
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las partes mas complejas que los cientificos han tenido que comprender es que las plantas
medicinales sus compuestos cambian en su calidad y cantidad a traves de las diferentes edades de
la planta, las partes que se utilicen, la época del afio y las condiciones del lugar donde se desarrolla
(Faundez, Faundez, & Flores, 2017).

Las plantas medicinales son aquellas que presentan distintos principios activos en sus
organos, que a su vez son los responsables de los efectos curativos de las enfermedades de los
humanos y animales en general. Se estima que de las 260.000 especies de plantas que se conocen
en la actualidad, solo el 10% ha sido investigado dentro de los estudios médicos actuales y en
épocas pasadas. En la actualidad, el estudio de los diferentes compuestos de las plantas medicinales

se focaliza en las sustancias que ejercen accién farmacolégica sobre los seres vivos (Cosme, 2008).

En la actualidad, la Vernonia Patens se conoce como una planta biol6gicamente activa en
el consumo mundial de medicinas naturales, a pesar de sus usos tradicionales, son muy escasos los
estudios quimicos que se han realizado sobre esta especie, solo se conoce la ausencia de lactonas
sesquiterpénicas y la presencia de hidrocarburos sesquiterpenos en las partes aéreas. Sin embargo,
no existen antecedentes de otras investigaciones farmacoldgicas ni quimicas para la especie
(Moreno, 2018).

Debido a estas inquietudes respecto al gran aumento en los casos de resistencia a los
antibidticos por parte de muchos microorganismos y ademas de la actividad antimicrobiana
presente en los distintos extractos de plantas, especificamente las hojas, surge la interrogante de la
investigacion: ¢Posee la planta Vernonia patens (tuete de Costa Rica) actividad antibacterial para

poder combatir la bacteria Salmonella diarizonae?

Tomando en cuenta la pregunta formulada, se postula la siguiente hipotesis: “Las hojas de
la planta Vernonia Patens presentan actividad antimicrobiana contra la bacteria Salmonella

diarizonae”.
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Hipotesis de la investigacion

Las hojas de la planta Vernonia Patens presentan actividad antimicrobiana contra la bacteria

Salmonella diarizonae.
Objetivos
Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de planta Vernonia patens contra la

bacteria Salmonella diarizonae.
Objetivos especificos
Elaborar los extractos y el fraccionamiento de la planta Vernonia patens.

Realizar un tamizaje fitoquimico completo para determinar qué clase de metabolitos

secundarios se encuentran en las hojas de la planta Vernonia patens.

Comprobar la actividad antibacterial in vitro de los extractos de la planta Vernonia patens

contra la bacteria Salmonella diarizonae.
Justificacion

La resistencia a antimicrobianos es la habilidad de los microorganismos para evitar que los
antibidticos actuen en contra de ellos. Entre las principales causas que sefialan la resistencia a los
antimicrobianos, esta su uso indiscriminado, lo cual es el éxito de las bacterias con resistencia a
antimicrobianos (AMR), debido a su capacidad de mutar e intercambiar material genético, entre la
variedad de especies bacterianas.

Debido al reto que en la actualidad presenta el control bacteriano mediante el uso de
farmacos, es necesario encontrar alternativas que estén disponibles para toda la poblacion y
garanticen una proteccion duradera (Contreras, Medrano, Ibarra, Martinez, Chaidez & Castro,
2018).

A nivel mundial existen diferentes enfermedades causadas por bacterias, virus o parasitos
que complican la salud de los humanos y animales, dado que han causado un incremento importante

en las patologias infecciosas.



17

La familia Enterobacteriaceae esta constituida por un conjunto de microorganismos con
las siguientes caracteristicas: bacilos Gram negativos, se encuentran en el intestino de humanos y
animales, suelo, agua, plantas. Para contrarrestar este efecto negativo se ha visto elevado el uso de
tratamientos alternativos para combatirlas y si fuera posible a su vez prevenirlas; una posibilidad
que ha tomado fuerza es la utilizacion de plantas naturales para estas situaciones (Alcares, Satorres,
Mattana, Centorbi, Aliendro & Echenique, 2017).

En la actualidad, las plantas son utilizadas en la medicina, pero la ciencia moderna,
analizando y estudiando los efectos terapéuticos de las plantas, quiere precisar, comparar y
clasificar las diversas propiedades, para conocer los principios activos responsables de aliviar o
curar las enfermedades, las propiedades curativas de las plantas se atribuyen a la presencia de un

“principio activo”, el cual produce un efecto fisiologico.

Un gran porcentaje de estos principios activos son: alcaloides, esteroides, terpenoides,
flavonoides, aceites esenciales, gomas, resinas y taninos, que pueden encontrarse distribuidos por
toda la planta (Moreno, 2018).

La Salmonella entérica diarizonae se aisla con frecuencia del medio ambiente -
reptiles de sangre fria, ovejas y humanos-; sin embargo, solo unos pocos estudios describen el
aislamiento de esta subespecie de infecciones humanas invasivas. Los factores que contribuyen a

este comportamiento inusual se desconocen actualmente.

Se estan haciendo estudios para poder identificar por qué esta mutando, en Bolivia se estan
realizando analisis del genoma para poder identificar su virulencia (Lamia, Vinuesa, Betancor,
Silva, Bisio, Soleto, Chabalgoity &Puentes, 2019).

Se ha evidenciado que nuestros antepasados utilizaron los vegetales en el tratamiento de
sus enfermedades, muchos investigadores estdn haciendo estudios en el laboratorio a fin de
comprobar los efectos de ciertas plantas sobre los microorganismos causantes de enfermedades
infecciosas que afectan al ser humano, dado que la flora es muy rica en especies a las que la
medicina tradicional atribuye eficaces propiedades terapéuticas, las que sin embargo ain no son
investigadas convenientemente en cuanto a todas sus propiedades curativas, como es el caso de la

Vernonanthura patens (Moreno, 2018).
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Segun Garcia & Morales (2001), la flora del mundo se ha ido extinguiendo a un ritmo
acelerado. Muchos pueblos tradicionales han vivido en armonia con la naturaleza y han utilizado

los diferentes productos para cubrir sus necesidades.

Estas comunidades tienen conocimientos profundos acerca de las plantas locales y sus
beneficios, con la desafortunada realidad de pérdida debido al cambio ambiental, cultural, social y
econodmico a nivel mundial, demostrando claramente la importancia de estudiar cientificamente las

plantas, especies silvestres que son desconocidas para la ciencia médica.

Ademas, se conoce que las plantas enteras o partes de estas, como lo son las flores, frutos,
hojas y raices, son los medios que permiten obtener la mayor cantidad de los compuestos activos
de las plantas medicinales que son efectos benéficos para la salud, ya sean en estado crudo o
elaborado como cataplasmas, infusiones, té y entre otras.

Sin embargo, es necesario realizar una caracterizacion quimica a las plantas medicinales y
a sus extractos, para establecer, mediante estudios e investigaciones preclinicas, su toxicidad y
eficacia presentes, asi como analizar las actividades bioldgicas en ensayos clinicos en humanos.
(Cornejo, 2016).
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Antecedentes
Historicos

De acuerdo con Redondo (2017), en México se refiere que la Vernonanthura patens (tuete)
es una planta medicinal abundante la cual crece y se distribuye en tropicos y subtropicos de ambos
hemisferios; en América su distribucion abarca desde el sur de Canadé hasta el centro de Argentina.

Tiene una altitud de 5-2200, forma bioldgica arboles, fenologia todo el afio.

En los paises en desarrollo, el uso de este tipo de plantas tiene un beneficio muy marcado,
ya gque ayuda a la reduccidn de la importacion de los medicamentos. Lo que se pretendia con esta
informacién era fomentar a la poblacion costarricense para que protegiera adecuadamente esa
fuente de riqueza, con el fin de que las compafiias hicieran las inversiones en la realizacion de

estudios en las plantas naturales, para obtener nuevas alternativas farmacolégicas (Redondo, 2017).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2013, elabord la estrategia sobre
medicina tradicional 2014-2023, desarrollada en respuesta a la resolucion de la Asamblea Mundial

de la Salud sobre medicina tradicional.

Los objetivos de la estrategia consisten en prestar apoyo a los Estados Miembros a fin de
que: aprovechen la contribucion potencial de la medicina tradicional y complementaria (MTC), el
bienestar y la atencion de salud centrada en las personas, y promuevan la utilizacion seguray eficaz
de laMTC através de la reglamentacién y la investigacion, asi como mediante la incorporacién de
productos, profesionales y practicas en los sistemas de salud.

Se menciona que desde el afio 1945 se previeron los riesgos que se podrian dar por la
utilizacion de los antibioticos. Cuando se empleaban estos en gran escala, las bacterias resistentes
se podian seleccionar; desde esa época se empez0 a detectar la resistencia a los antibidticos, tales

como penicilina y estreptomicina.

Ya para los afios ochenta se dio a conocer que los enterococos podian adquirir una
resistencia a los aminoglucdsidos, y asi sucesivamente, al pasar los afios se ha demostrado el
aumento de mas resistencias a diversos medicamentos, y cada vez toman mas fuerza los
microorganismos, para no dejar que los antibioticos actden inhibiendo su actividad (Hohmann,
2021).
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Internacionales

Moreno (2018), en su tesis “Actividad antimicrobiana “IN VITRO” del extracto
hidroalcohdlico de las hojas Vernonanthura Patens (laritaco) en cepas de Salmonella spp” en los
Andes Ecuador, destaca que el objetivo principal de su investigacion fue, mediante la extraccion y
tamizaje de las hojas, evaluar la actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de las hojas

de la Vernonanthura patens en cepas de Salmonella spp.

Se realiz6 en solvente hidroalcohdlico donde se mostrd cierta actividad, positivo para
fenoles, flavonoides, terpenos y auronas, que son metabolitos con potencial actividad
antimicrobiana. Una conclusion relevante fue que el extracto de la hoja presentd efecto

antimicrobiano in vitro contra la Salmonella spp.

Castro (2020), en su tesis “Internalizacion de bacterias asociadas a enfermedades de
transmision alimentaria en Candida albicans y levaduras aisladas desde alimentos”, demostro no
solo las altas incidencias o impactos econdmicos que producen las bacterias, sino que ademas
tienen la capacidad de diseminarse por el ambiente a través de animales de produccion

asintomaticos o a través de alimentos.

Adicionalmente a esto, la Salmonella presenta en la actualidad resistencia a cinco
antimicrobianos (ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfas y tetraciclinas), lo que agrega
importancia a su control en los alimentos. El autor que realizé este trabajo indica que el fin era de
conocer como la bacteria puede sobrevivir durante varias semanas en un ambiente seco y varios

meses en agua, resiste a altas concentraciones de sal (9%) y es capaz de sobrevivir hasta 3 semanas.

Manzano, Miranda, Montes, Orellana, Abreu & Peralta (2013) mencionan en su articulo
“Estudio quimico de los compuestos lipidicos de las hojas, tallos y flores de Vernonanthura patens
(Kunth) H. Rob. (Asteraceae)” demuestran que, a pesar de la complejidad de los componentes
informados para el género, para la especie V. patens existe poca informacion, sus usos terapéuticos
de la planta son muchos (lavar heridas en humanos y animales por su poder cicatrizante y
antimicrobiano, es analgésico, antiinflamatorio, antiparasitario, fungicida y para combatir ciertos
tipos de cancer). Concluyen que los beneficios en potencial no estdn completamente definidos,

pero si sus propiedades son de mas alta concentracion en las hojas.
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En el articulo “Algunos parametros farmacognosticos de Vernonanthura patens (Kunth) H.
Rob. (Asteraceae) endémica de Ecuador” de los autores Manzano, Orellana, Miranda, Abreu, Ruiz
y Peralta (2013), se tiene como objetivo principal determinar los pardmetros fisico-quimicos de
calidad de las flores, hojas y ramas de la especie en estado de fructificacion, y los metabolitos

secundarios presentes en estos 0rganos vegetales a través del tamizaje fitoquimico.

Los resultados obtenidos evidenciaron diferencias significativas para algunos indices
numericos y en los resultados del tamizaje fitoquimico entre los diferentes érganos vegetativos, el
autor concluy6 que las flores en términos generales presentan mayor porcentaje de sustancias
solubles en agua y alcohol, menor humedad residual y mayor abundancia en metabolitos

secundarios que las hojas y tallos.
Nacionales

Para la recoleccion de los antecedentes nacionales, al consultar en las bibliotecas de la
Universidad Nacional (UNA), Universidad de Ciencias Médicas (UCIMED), Biblioteca Nacional,
Biblioteca Nacional de Salud y Seguridad Social (Binass) y Universidad de Costa Rica (UCR)
entre otros, Unicamente se encontré resultados de informacién o estudios de la planta
Vernonanthura Patens (tuete) en la Biblioteca Luis Demetrio Tinoco en la Universidad de Costa

Rica.

Las Unicas dos tesis encontradas mencionan el estudio de dicha planta con otras
propiedades, lo que indica que esta seria la primera investigacion realizada a nivel nacional de la
planta Vernonia patens para determinar si tiene propiedades antibacteriales contra la salmonella
diarizonae. A raiz de la falta de estudio de la Vernonia patens se menciona a continuacién algunas
de las plantas de la familia Asteraceae que han demostrado con estudios positivos su actividad
antibacterial.

En el afio 2000, en la Universidad de Costa Rica (UCR), Jiménez y Rodriguez, en su tesis
de grado para licenciatura en Farmacia, realizaron una investigacion titulada “Inhibicioén de la
actividad hemorrégica y proteolitica del veneno de Bothrops asper por extractos de las plantas:
Buddleja americana, Cissampelos pareira, Echinacea purpurea, Mikania guaco, Piper darienense
y Vernonia patens”, la cual tuvo como objetivo determinar la actividad antihemorragica y

antiproteolitica de los extractos acuosos liofilizados de las hojas de las plantas, Buddleja americana
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(Loganiaceae), Cissampelos pareira (Minispermaceae) Mikania guaco (Asteraceae), Piper
darienense (Piperaceae) y Vernonia patens (Asteraceae) y la raiz de la Echinacea purpurea
(Asteraceae), utilizando técnicas que evaltan la actividad de las metaloproteinasas (hemorragias)

tanto in vitro como in vivo (en ratones).

La metodologia usada en esta investigacion fue a través del método de maceracion y
extraccion, evaporado parcialmente por un rotavapor y sometido al proceso de liofilizacion,
empleando en todos los casos muestras secas y molidas de cada una de las plantas recolectadas. Se
Ilevd a cabo la prueba bioldgica con actividad antihemorragica in vivo, se llevé a cabo inyectando

via intradérmica en la regién abdominal 0,1 ml del extracto.

La segunda prueba realizada para la inhibicion de la actividad proteolitica por
hemorraginas: actividad in vitro se realizé mediante placas con disolucién albumina aplicando 100
uL del extracto. Como resultado de esta investigacion, se obtuvo satisfactoriamente la disminucion
del efecto hemorragico en el extracto de las hojas en estudio, aplicado in vivo, también se
obtuvieron los resultados in vitro, mediante la técnica de cuantificacion de la proteolisis, indican
que ninguno de los extractos utilizados en la investigacion es aptos para inhibir la actividad

proteolitica inducida por el veneno de Bothrops asper (Jiménez & Rodriguez, 2000).

En el afio 2001, en la Universidad de Costa Rica (UCR), Ramirez y Solera realizaron una
investigacion titulada “Estudio de la inhibicion de la actividad mionecroética e inflamatoria inducida
por el veneno de Bothrops asper de extractos acuosos de las plantas Buddleja americana,
Cissampelos pareira, Echinacea purpurea, y Vernonia patens”, la cual tuvo como objetivo
determinar la actividad antiinflamatoria y antimionecrotica de los extractos acuosos liofilizados de
las hojas de: Buddleja americana, Cissampelos pareira, Vernonia patens y de la raiz de Echinacea

purpurea, mediante técnicas in vivo e in vitro.

La metodologia empleada en este estudio fue el modelo de edema de pata de rata (in vivo),
para establecer el efecto antimionecrético, se midio la actividad de creatinquinasa (CK) (in vivo),
obteniendo un efecto dosis-respuesta en el intervalo de dosis 50:1 y 250:1. Para medir la actividad
de la fosfolipasa A2, PLAZ2, se realizaron 2 metodos in vitro: Dole y hemolisis radial.
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Como resultado de esta investigacion se demostrd que los animales tratados con los
extractos acuosos presentaron inhibicion del edema provocado por el veneno. El extracto acuoso

de Vernonia patens fue el que presentd la mayor inhibicién mionecrotica.

Con respecto a las plantas medicinas de la familia Asteraceae y su relevancia histérica en
Costa Rica, se indica la participacion en validaciones cientificas a traves del centro de investigacion
de la Universidad de Costa Rica, Escuela de Medicina, Laboratorio de Ensayos Bioldgicos LEBI,
UCR-Costa Rica, en el afio 2014, dicho centro de investigacion trabajé en colaboracion con otras
instituciones internacionales en la elaboracién de la Farmacopea Vegetal Caribefia, con el objetivo
de poner a disposicion a los pueblos y personal paramédico de base, conocimientos practicos para
el tratamiento con plantas medicinales, sus usos en algunas afecciones comunes en el primer nivel

de atencidn a la salud (Germosén, 2014).

El autor Zudiga, en el afio 2016 en Costa Rica, en su tesis de investigacion titulada
“Caracterizacion de la vegetacion nativa para la restauracion ecologica y foresta urbana de la
microcuenca del rio Torres, Costa Rica” sefiala que su objetivo principal fue caracterizar la
vegetacion nativa para la restauracion ecoldgica y foresta urbana de la microcuenca del rio Torres,
tomando en cuenta que la familia de la planta Vernonanthura patens ha adquirido gran importancia
en la multiplicacién y conservacion de especies en peligro de extincion o amenazadas, la
propagacion vegetativa se orienta a la reproduccién idéntica de plantas con caracteristicas
deseables como la alta productividad, calidad superior o tolerancia al estrés bidtico o abi6tico y

como tal, es muy importante en la permanencia de una caracteristica ideal de una generacion a otra.

A manera de conclusion se detecto la necesidad de la participacion de la comunidad en este
tipo de proyectos, que puede estar sujeto a la introduccion de nuevos aspectos y la eliminacion de
otros, donde se dé importancia y se utilice al maximo el conocimiento empirico de la comunidad,
ya que ellos son los que conviven en las areas degradadas y saben cuales son los problemas alli

presentes y las especies que se pueden utilizar para recuperarlas.
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Proyecciones

Se pretende extraer adecuadamente los diversos extractos de las hojas de la planta de

Vernonia patens, con los cuales se llevara a cabo la parte experimental de la investigacion.

Con esta investigacion se pretende conocer cuales son los metabolitos secundarios presentes

en la planta Vernonia patens, con la ayuda del tamizaje fitoquimico.

Se desea aportar evidencia cientifica para futuras investigaciones, en las que se pueda
formular un medicamento extraido de la planta Vernonia patens para combatir la Salmonella

diarizonae.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO
Generalidades de las bacterias

Las bacterias son organismos pertenecientes al reino procariota; son microrganismos
unicelulares que se reproducen de manera asexual. Estan rodeadas por una pared celular compleja,
y existen dos formas: una pared celular Gram positiva con una gruesa capa de peptidoglucanos y
una pared celular Gram negativa, con una delgada capa de peptidoglucanos (Barquero, 2011, p.
40).

Se conocen cinco bacterias 0 sepas contaminantes y son las mas comdnmente investigadas
en medicamentos y cosméticos: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Clostridium spp y Salmonella sp. En primer lugar, la Pseudomonas aeruginosa es un bacilo
Gram negativo, y es uno de los mas importantes patégenos en su género, con respecto al nimero y
tipo de infecciones que causa. Se adapta perfectamente a diferentes ambientes, por esta razon

causan infecciones superficiales y graves (Cerra, 2013, p.17).

Entre las infecciones superficiales destacan la foliculitis, las infecciones del canal auditivo,
las infecciones en 0jos, que estan relacionadas con el uso de lentes de contacto y de soluciones de
lavado de lentes de contacto contaminadas (estas podrian provocar Ulceras de cornea y derivar a la
pérdida de la funcién ocular, si no se tratan correctamente). Entre las infecciones mas graves, se
puede nombrar la endocarditis por administracion endovenosa de medicamentos, que al ser
inyectados estan disueltos o suspendidos en vehiculos acuosos contaminados (Cerra, 2013, pp. 17-
18).

Las Pseudomonas aeruginosa y otras bacterias Gram negativas son capaces de colonizar
los sistemas de purificacion de agua por la formacion de biofilms. Los biofilms son masas de
microorganismos Vivos 0 muertos, que se acumulan dentro de los reservorios de agua, cafierias u
otras superficies inertes, como acero inoxidable de equipos; una vez formadas, son muy dificiles
de remover con el uso de agentes sanitizantes. Por este motivo, es importante investigar la presencia

de P. aeruginosa en las diferentes formas farmacéuticas (Cerra, 2013, p. 18).

Como segundo ejemplo esta la Escherichia coli, que es parte del microbiota fecal normal
del ser humano. No obstante, algunas cepas pueden producir infecciones del tracto urinario, de

heridas y entéricas; ocasionalmente pueden producir septicemia y meningitis. Debido al lugar
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donde normalmente se encuentra dentro del ser humano, su presencia en las diferentes formas

farmacéuticas implicaria contaminacion fecal (Cerra, 2013).

En tercer lugar, Staphylococcus aureus corresponde a un coco Gram positivo. Es un
patdgeno oportunista en el ser humano. Sus células son de forma esférica y sus colonias se
distribuyen en grupos irregulares a manera de racimo de uvas. Son microorganismos no maviles.
No forman esporas. Proliferan facilmente en la mayor parte de los medios bacterioldgicos bajo
condiciones aerobias y contienen polisacaridos y proteinas en su estructura celular (Cubero, 2013).

La mayoria de las infecciones causadas por S. aureus afectan la piel, como la celulitis, el
impétigo y las infecciones postoperatorias en diferentes sitios. Ademas, pueden ocasionar
infecciones mayores como bacteriemia, neumonia, osteomielitis, endocarditis aguda y meningitis.
Este microorganismo se encuentra principalmente en la boca, sangre, glandulas mamarias,
intestino, tracto genitourinario y vias aéreas respiratorias de sus huéspedes. Por lo tanto, su
presencia en un producto farmacéutico, cosmético o en una materia prima, revela que la fuente de
contaminacion puede ser humana, aunque también puede ser transportado por el polvo, piel, ropa
y microgotas de humedad que se generan al moverse, hablar y estornudar (Cerra, 2013, p. 18).

En cuarto término, el Clostridium spp es una bacteria que se caracteriza por ser anaerobia,
es decir, que no requiere oxigeno para su desarrollo. Se han estudiado méas de 150 especies, pero
solo aproximadamente 30 han sido asociadas con infecciones en seres humanos; la Clostridium

perfringens es la especie mas frecuente (Cerra, 2013, p. 20).

Este género de bacterias puede causar diversas infecciones en la piel y tejidos blandos. Las
mas importantes y graves son la celulitis por Clostridium o celulitis crepitante, y la necrosis por
Clostridium o gangrena gaseosa. Los microorganismos anaerobios, especialmente el género
Clostridium, suelen encontrarse en materias primas de origen natural, talco, almidén y otros;

también en hierbas medicinales y medicamentos fitoterapicos (Cerra, 2013, p. 20).

En quinto y ultimo lugar, la Salmonella sp., cuyos elementos son bacilos Gram negativos
anaerobios facultativos. Existen mas de 2 000 serotipos; sin embargo, las salmonelas que afectan
al hombre constituyen un numero reducido. Una enfermedad mas comun producida por la
Salmonella es la enterocolitis autolimitante, que presenta episodios febriles y diarrea, generalmente

con una duracion de siete dias. (Cerra, 2013, p. 20).
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Este microorganismo es parte del microbiota normal del tracto gastrointestinal de animales
y humanos. Ademas, se encuentra abundantemente en la naturaleza; por lo tanto, su presencia
puede ser usual en materias primas de origen natural. Las salmonelas poseen una gran habilidad
para multiplicarse en un extenso rango de temperatura. También son transmitidas facilmente de
persona a persona, por este motivo su investigacion en materias primas de origen natural es

sumamente importante (Cerra, 2013, p. 20).
Historia

Los primeros microscopistas pudieron observar y describir los microrganismos que crecian
en infusiones y diversas muestras ambientales, en ese momento no se habia establecido ninguna
clasificacion formal. Fue el holandés Antoine van Leeuwenhoek (1632-1723) quien, a través de
una lupa, descubrid el microcosmos de los animaliculos y les denominé originalmente en holandés
“pequefios animales”. A inicios del siglo XVIII, el francés Louis Joblot publicé su obra
Descriptions et usages de plusieurs nouveaux microscopes, en la cual describié gran variedad de

microorganismos que denomino “anguilas del vinagre” (Osorio, 2017).

El microscopista danés Otto Federico Muller (1730-1784) fue el primero en clasificar
exitosamente los microorganismos denominados infusorios o animaliculos. En el afio 1773, se
publica su obra titulada Vermium terrestrium et fluviatilium (Sobre gusanos terrestres y fluviales),
en ella se describid por primera vez un microorganismo infusorio que fue denominado Monas, se
deriva de la palabra griega povéc —monas-, (unidad), y que ocuparia una posicién prominente en

el campo de la bacteriologia (Osorio, 2017).

Guerrero & Berlanga (2009) exponen que, hace 150 afios, el cientifico Charles Robert
Darwin present6 pruebas de la evolucion de los seres vivos en su obra El origen de las especies,
pero nunca menciono las bases para determinar de donde provenian las especies; aun asi, establecio
una idea universal aplicable y valida hasta hoy, que hace referencia a que todas las especies
provienen de predecesores relacionados y que toda la vida esta conectada a lo largo del tiempo por

formas de vida preexistentes.

El reino procariota presenta bacterias que son microorganismos que presentan capacidad de
reproducirse mediante fision binaria, que al replicar al tiempo su ADN, ocasiona que tengan el

mismo genoma cada célula hija. Aunque no se diferencian de manera significativa cuando se



28

observan en el microscopio, se pueden distinguir tres formas basicas: a las de forma esférica se les
conocen como cocos, las alargadas son bacilos, las curvadas y de forma espiral se conocen como

espirilos, espiroquetas, comas o vibriones con diferentes caracteristicas entre ellas.

Figura 1. Morfologia bacteriana. Imagenes obtenidas por microscopia electrénica (A)

cocos (B) bacilos y (C) espirilos

Nota: Manual de Microbiologia y Parasitologia (2013).
Salmonella diarizonae

Segun la Farmacopea Europea, la Salmonella sp. es una familia de microorganismos muy
diversa, se encuentra entre las cuatro causas principales de enfermedades diarreicas. La
salmonelosis se estima que afecta anualmente a decenas de millones de personas en todo el mundo
y provoca mas de 100.000 defunciones. Esta familia de bacterias es la causa de millones de
hospitalizaciones en el mundo, aumentando este nimero hasta 30 veces si se tuviesen en cuenta
aquellas infecciones que no llegan a diagnosticarse, ya que comunmente puede causar un proceso

diarreico normal.

De la Salmonella sp., cuyos elementos son bacilos Gram negativos anaerobios facultativos,
existen méas de 2 000 serotipos; sin embargo, las salmonelas que afectan al hombre constituyen un
namero reducido. Una enfermedad comdn producida por la Salmonella es la enterocolitis
autolimitante, que presenta episodios febriles y diarrea, generalmente con una duracién de siete
dias (Cerra, 2013, p. 20).
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En la actualidad se reconocen dos especies: Salmonella entérica, la que incluye las
subespecies I, 11, Illa, I1lb, IV'y VI, y la Salmonella bongori, con la subespecie V. Dentro de estas

existen mas de 2500 serotipos.

El serotipado es un metodo que se utiliza para diferenciar cepas de Salmonella mas alla del
nivel de subespecie, las cuales se clasifican de acuerdo con el antigeno flagelar (H) y el antigeno
somatico (O); algunas cepas presentan un tercer antigeno llamado K o Vi (Soto, Pérez & Estrada,
2016, p.107).

Figura 2. Serotipos para cada subespecie de Salmonella

Especie Subespecie Numero de serotipos

Salmonella enterica enterica (l) 1531
salamae (i) 505

arizonae (ll1a) 99

diarizonae (llIb) 336

houtenae (1V) 73

indica (VI) 13

Salmonella bongori (V) 22
Total 2579

Nota: https://www.synapticpg.com/dinf_bac_salm_fisiop.html.
Alfaro (2018) menciona la caracterizacion de los antigenos de la siguiente manera:

El antigeno somatico O: son antigenos de la pared bacteriana, con una naturaleza de
polisacérido, siendo la porcion externa un polisacarido (LPS). Esta compuesto por
4 0 6 azUcares y epitopos especificos, dentro de este se dividen en dos categorias:
1- Antigenos del grupo O: estos se asocian con la configuracion del azlcar que
representa el ndcleo de la estructura del antigeno O. 2- Antigenos de O auxiliares:
son hidratos de carbono adicionales que se agregan a la estructura del ndcleo O.
Antigeno flagelar H: es la parte filamentosa del flagelo bacteriano; que se compone
de subunidades de proteina llamadas flagelinas. La Salmonella es la Gnica entre las

bacterias entéricas que puede expresar dos antigenos diferentes de flagelina, a los
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cuales se les conoce como Fase | 'y Fase Il. Antigeno K o Vi: Unicamente existe en
S. typhi, S. paratyphi y S. dubli. La presencia de este antigeno hace posible la
aglutinacion de suero anti O, ademas la expresion de este factor es dependiente de
la expresion conjunta de dos genes (VIA Y ViB). (p.112).

Figura 3. Antigenos de superficie de la Salmonella
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Nota: Herrera y Jabid (2015).

Este microorganismo es parte del microbiota normal del tracto gastrointestinal de animales
y humanos. Ademas, se encuentra abundantemente en la naturaleza; por lo tanto, su presencia

puede ser usual en materias primas de origen natural.

Las salmonelas poseen una gran habilidad para multiplicarse en un extenso rango de
temperatura. También son transmitidas facilmente de persona a persona; por este motivo su

investigacion en materias primas de origen natural es sumamente importante (Cerra, 2013, p. 20).
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Figura 4. Salmonella diarizonae

Nota: Castro (2014).
Clasificacion taxondmica de la Salmonella diarizonae

La Salmonella sp presenta una clasificacion de cinco especies: Salmonella diarizonae,
Salmonella choleraesuis, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi y Salmonella typhimurium. Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que existen solo dos especies, la Salmonella entérica
y Salmonella bongori, las anteriormente expuestas se reconocen como subespecies (Pachén, 2009,
p. 22).

Figura 5. Clasificacion taxonomica de la Salmonella diarizonae

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Salmonella

Especie Entérica

Nota: Tomado de Melo (2015)
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Bacteria Gram negativa para el estudio

Las enterobacterias son bacilos Gram negativos cortos. Se han ideado muchos medios
complejos para la identificacion de las bacterias entéricas. Uno de esos medios es triple agar azucar-
hierro (TSI), a menudo ayuda a diferenciar salmonelas y shigelas de otras bacterias Gram negativas
entéricas. La salmonella y shigelas tipicamente producen una inclinacion alcalina y un tope &cido.
Se pueden identificar por su coloracién roja en el medio urea de Christensen. (Brooks, Butel,
Carroll, Mietzner, & Morse, 2013).

Segun han mencionado Mollinedo & Gonzalez (2014), gracias al bacteridlogo danés Hans
Christian Joachim Gramen (1844), que desarroll6 la técnica de coloracién denominada Tincion de
Gram, se establece que una caracteristica de las bacterias Gram negativas es que estas poseen una
pared celular delgada, ademéas de que estd unida por lipoproteinas a otra membrana plasmatica
externa, la cual es soluble en solventes organicos y la capa de peptidoglucano es muy delgada y no

retiene el complejo de cristal violeta, y por lo tanto no es posible su tincion azul violacea.

Los bacilos Gram negativos son los agentes mas importantes en el deterioro de los alimentos
y al mismo tiempo los patdgenos mas relevantes de origen entérico transmitidos por alimentos.
Dentro de la enterobacteria se destaca el género Salmonella. Es considerada como una especie

Ilamada Salmonella entérica con sus seis subespecies y diversos serotipos (Black, 2012).

Figura 6. Salmonella entérica vista por medio de Tincion de Gram

Nota: https://cepariounicach.wordpress.com


https://cepariounicach.wordpress.com/
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Familia Enterobacteriaceae

Chaves, Garcia & Roja (2006) mencionan que las especies pertenecientes a esta familia,
por lo general, tienen una caracteristica en comun, la cual es que todos son Gram negativos; cabe
recalcar que este tipo de especies se puede encontrar en general en todos los sitios, tales como:

plantas, suelo, aguas y en los intestinos, tanto de los animales como de las personas.

Segun Alcaraz, Aliendro, Centorbi, Echenique, Mattana & Satorres (2017), las especies de
estas familias se conforman, por ejemplo, la Salmonella typhi solo se encuentran en los humanos,
y en el caso de Klebsiella pneumoniae, la cual si esta diseminada a nivel del ambiente, y no solo

en especifico en humanos.

Esta familia se subdivide en ocho géneros, en los cuales se clasifican los tipos de bacteria
en cada género; esto se hace de acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas,
genéticas, entre otras, de cada cepa bacteriana; también se recalca la existencia de diversos métodos

a nivel de laboratorio, los cuales tienen como objetivo realizar la clasificacion de estas cepas.
Etiologia de las infecciones

Se refiere con la aparicién de condiciones patoldgicas asociadas a Salmonella, el consumo
de alimentos contaminantes como es el caso del huevo, la carne cruda, los mariscos, asi como frutas
y verduras sin lavar. Las aves infectadas pueden contaminar via transovarica los huevos, no siendo
la cascara suficiente barrera para evitar la contaminacién. En cuanto a las frutas y vegetales, se
pueden contaminar por su lavado con agua contaminada o a la hora de la coaccion por el contacto

con otros alimentos (contaminacion cruzada). (Alfaro, 2018).



Figura 7. Bacterias frecuentemente halladas en los alimentos

Alimentos

Microorganismos

Carnes rojas v aves

Acinetobacier, Aeromonas, Alcaligenes,
Campylobacter, Corynebacterium,
Enterobacteriaceae, Flavobacterium, Kocuria,
Listeria, Micrococcus, Moraxella,
Psenudomonas, Psvehrobacter, Shewanella,
Vagococous

Carnes procesadas

Acinetobacter, Bacillus, Brochothrizx,
Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus,
Pseudomonas, Proteus, Staphylococcus,
Weissella

Huevos v
subproductos

Acinetobacier, Aeromonas, Alcaligenes,
Enterobacter, Escherichia, Flavobactertum,
Mierococeus, Pseudomonas, Proteus,
Salmonella, Serratia, Staphylococcus

Pescados v mariscos

Aeraomonas, Moraxella, Pseudomonas, Profeus,
Pgychrobacier, Shewanella, Vibrio

Leche

Alcaligenes, Bacillus, Clostridium,
Flavobacterium, Lactobactllus, Micrococcus,
Peeudomonas, Staphylococcus, Streptococcus

Frutas y hortalizas

Bacillus, Corynebacterium, Clostridizm,
Paenthacillus, Pantoea, Pectobacterinm,
Pseudomonas, Streptomyces

Zumos de frutas v
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Acetobacter, Lactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus

Cereales y harinas

Bacillus
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Nota: Black, J. (2012).
Condiciones de vida de la Salmonella

Son organismos delicados, su multiplicacion puede darse en diversas condiciones
ambientales fuera de los anfitriones en que viven, puede crecer en presencia de 0,4 a 4%, la mayoria
requiere de los serotipos de Salmonella se desarrolla en un rango de temperatura de 5° C a 47 °C,
siendo 35 °C a 37 °C su Optima, sobreviven a un pH con rangos de 4-9. La Salmonella es sensible

al calor y con frecuencia mueren a temperaturas de 70 °C o superiores (Alfaro, 2018).
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Tabla 1. Pardmetros de vida de Salmonella sp

Parametro Minimo Optimo Maximo
Temperatura 2-4 °C 35-37 °C 54 °C
pH 4 6,5-7,5 9
NacCl 0,4% --- 4%
Actividad acuosa 0,94 0,99 0,99<

Nota: Alfaro (2018, p.113).
Epidemiologia

A nivel epidemioldgico, las infecciones causadas por Salmonella varian ampliamente
dependiendo del tipo de Salmonella spp. La S. typhi y la S. paratyphi son las causantes de la fiebre
tifoidea que a su vez es causante de una enfermedad muy grave y con desenlace mortal, afecta
principalmente a las comunidades en naciones de muy largas distancias donde la poblacién es un

poco olvidada y poco visitada.

Las infecciones causadas por Salmonella NO-typhi (NTS) son autolimitantes y esto
ocasiona mayor prolongacion, afectando comunidades a nivel mundial. Los paises de alta
incidencia (mas de 100 casos por 100 000 habitantes) coinciden con naciones ubicadas en el Centro

y Sur de Asia, asi como en el suroeste de ese mismo continente. (Alfaro, 2018).
Transmision de la bacteria Salmonella sp

Existen dos tipos de Salmonella que colonizan a los humanos, la S. typhi y la S. paratyphi,
lo cual es indispensable para la transmision la presencia de casos humanos o de portadores crénicos.
En los paises en desarrollo es donde se observa la mayor cantidad de casos con fiebre tifoidea,
debido al rapido crecimiento de la poblacion, sus malos habitos de higiene, manejo inapropiado de
desechos y fuentes de agua potable mal tratadas. La salmonelosis no-typhi se presenta como
resultado del consumo de alimentos de origen animal contaminados con dichos microorganismos.

En la siguiente figura se puede observar el ciclo de transmision de Salmonella sp.
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Figura 8. Ciclo de transmision de Salmonella sp.
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Nota: Vargas (2011).

Infecciones asociadas a la Salmonella diarizonae

Segln Rincon, Ramirez & Vargas (2011), las infecciones de origen alimentario causadas
por Salmonella son méas frecuentemente asociadas al serotipo Enteritidis, y tienen distribucion a
nivel mundial, solo en los Estados Unidos se presentaron un total de 121 brotes de Salmonella sp.
en el afio 2006, causando mas de 3300 casos reportados por el Sistema de informacién del Centro

para el Control y la Prevencion de Enfermedades.

En los Estados Unidos los alimentos a base de huevo o que contienen huevo como parte de
sus ingredientes han sido descritos como la fuente del 75% de los brotes alimentarios como
vehiculos confirmados desde 1985 a 2006. Las enfermedades de transmision alimentaria por
Salmonella sp. aparecen como la segunda causa mas frecuente de enfermedad transmitida por

alimentos.
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Resistencia antimicrobiana por Salmonella diarizonae

La resistencia antimicrobiana se ha considerado como una amenaza creciente a nivel global,
esto se debe a la variedad de antimicrobianos que son prescriptos de manera inadecuada y a la
automedicacion desmedida, en la medicina humana y animal, facilitando de esta manera la

dispersion de patdgenos resistentes a estos farmacos.

La OMS ha definido una lista de antimicrobianos que deben usarse de forma prudente y
preferiblemente con ciertos patdégenos y bajo ciertas condiciones especificas para cada paciente
(Barreto, Castillo &Retamal, 2016).

En los ultimos afos, diferentes estudios han reportado un aumento de la resistencia
antimicrobiana en cepas de Salmonella spp aisladas de alimentos de origen animal. La acelerada
resistencia antimicrobiana de Salmonella spp ha sido atribuida al uso extenso de antibioticos, tanto
en la terapia humana como animal. En el comercio pecuario en particular, los antibidticos no solo
se usan con fines terapéuticos, sino que ademas se utilizan como promotores de crecimiento en
dosis terapéuticas durante largos periodos. (Quesada, Reginatto, Ruiz, Colantorio & Burrone,
2016).

De acuerdo con Alfaro (2018), en la actualidad existen reportes en humanos de S. typhi y
S. paratyphi resistentes a antibioticos como: cloranfenicol, p-lactamicos, TMP-SMX, azitromicina

y un crecimiento mayor de resistencia a fluoroquinolona.

Entre 2001 y 2003 se analizaron 786 aislamientos obtenidos de materia fecal o sangre en
diversos centros médicos de América del Norte y América Latina mediante micro dilucion en caldo
de cultivo, de estas 89 (11,3 %) de las muestras eran resistentes a acido nalidixico. Durante el afio
2001, nueve localidades aportaron 11 (2,9 %) de las cepas que tenian resistencia a los antibiéticos
aztreonam, ceftazidima o ceftriaxona. La presencia de cepas multirresistentes varia entre paises,

pudiendo establecerse en un rango de 16-37 %.
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Figura 9. Porcentajes de cepas resistentes de Salmonella entérica
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Nota: Barreto, Castillo & Retamal (2016, p.550).
Tratamiento para la Salmonella diarizonae

El tratamiento para las infecciones por Salmonella varia de acuerdo con los sintomas que
se presentan, la terapia antibiética se deja para ultima opcién, en caso de gastroenteritis
complicadas no se recomienda. Cuando se complica y se vuelve sistémica se recomienda

antibioticos que se concentren en el sistema linfatico, como el cloranfenicol y la ampicilina.

Para los portadores crénicos se recomienda en primera linea ciprofloxacina 500 mg cada
doce horas o levofloxacino, el tratamiento por 7-10 dias, la ampicilina o amoxicilina también es de
eleccion. En ocasiones el tratamiento se basa en liquidos y electrolitos, control de nauseas, vomitos

y dolor abdominal.

Entre los nuevos antimicrobianos estudiados se destacan las quinolonas y las cefalosporinas
de tercera generacion. Las 4-fluoroguinonas constituyen una terapia adecuada en todas las formas
de salmonelosis (Herrera & Jabid, 2015).
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Determinacion de la sensibilidad de las bacterias a los antibioticos (antibiograma)

La resistencia de las bacterias es el principal obstaculo para una terapia con antibi6ticos
eficaz, esto debido no solo a que puede anular la accién curativa si se manifiesta en el transcurso
del tratamiento, sino que a la larga tiene consecuencias aun mas graves para los pacientes,
provocando la desaparicion de las cepas susceptibles y la propagacién de las resistentes. De ahi la
importancia de la sensibilidad de las bacterias a los antibidticos y la necesidad de crear conciencia
del uso racional y para preservar la eficacia de este grupo tan valioso de agentes terapéuticos
(Pedrique, 2002).

Los antibiogramas son métodos in vitro que establecen la susceptibilidad de los
microrganismos a una variedad de agentes antimicrobianos, bajo condiciones de laboratorio
especificas y estandarizadas. Lo que se busca es ofrecer al clinico algunas recomendaciones sobre

la terapia que puede ser mas apropiada y cuales son los pacientes y la infeccion especifica.

En el método seleccionado, lo mas importante va a ser el medio de cultivo por emplear, que
permita un buen desarrollo del microorganismo cuya sensibilidad se determina y ademéas no debe
ejercer ningun efecto inhibidor sobre la actividad antibacteriana de los antibi6ticos (Pedrique, 2002,

p3).
Usualmente se utiliza el agar Mueller-Hinton en las pruebas de sensibilidad de
microorganismos aerdbicos de rapido crecimiento. De los métodos existentes, el mas popular es el

del disco de papel. La variante mas utilizada en este método es la de Kirby Bauer, la cual consiste

en utilizar una sola concentracion de antibiotico y medir el tamarfio de la zona de inhibicién.
Plantas medicinales

Desde la Antigliedad, el descubrimiento de un hombre que aparecié congelado en Los Alpes
con mas de 3500 afios de fallecido, que se encontraba perfectamente conservado y contenia entre
sus pertenencias, varios frutos de Piptous betulinus, identificado con actividad antifingica,
antiparasitaria y frente a especies del género Mycobacterium, conduce a una idea del conocimiento
empirico del habitante de aquellas épocas sobre el beneficio que producia el consumo de algunas
plantas (Shiva, 2007, p.14).
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El uso de las plantas con propiedades medicinales se remonta al principio de la historia de
la humanidad, 3000 afios antes de Cristo fue redactado el libro mas antiguo sobre plantas
medicinales en China; los sumerios, 2500 afios antes de Cristo, usaron las plantas con fines
curativos; los asirios conocieron un poco mas de 250 plantas medicinales. En Colombia y muchos
paises esta practica tiene sus raices en una amplia herencia cultural gracias al legado de diversas
culturas (indigenas, africanas y europeas) que durante afios en sus rituales medicinales y
gastrondmicos han utilizado las plantas con fines curativos, aromaticos o culinarios (Sierra, Barros,
Gbmez, Mejia & Suarez, 2018).

Las plantas medicinales representan alrededor del 25% del total de las recetas médicas en
los paises comerciales. En los paises en desarrollo se usan las plantas medicinales en un porcentaje
del 80% terapéuticamente. Las plantas medicinales son utilizadas como materia prima para la

elaboracion de extractos o para aislar las sustancias puras.

Los paises en desarrollo -donde vive el 75% de la poblacion mundial- consumen menos del
15% del mercado total de medicamentos por el dificil acceso. Por tal razén, el uso de plantas
medicinales es su Unico recurso terapéutico disponible (Martinez, Bernal & Céceres, 2000, p 67).

Los autores Martinez, Bernal & Céceres (2000) hacen mencion al concepto de planta

medicinal, al describir lo siguiente:

El concepto de planta medicinal es bastante amplio si tomamos en consideracion
que la mayoria de especies de plantas superiores tiene un potencial de uso
terapéutico. Se puede decir que una planta medicinal es aquella especie silvestre,
cultivada o manejada que ha sido utilizada por el hombre a través del tiempo porque
se han descubierto en ella propiedades que ayudan en el tratamiento o prevencion

de una enfermedad o padecimiento.

El efecto medicinal de una planta este contenido en sus principios activos,
los cuales son un complejo de compuestos quimicos entre los que pueden
mencionarse los glucdsidos, alcaloides, aceites esenciales, taninos, y otros que la

planta ha desarrollado a traves de la evolucion orgénica y los produce como un
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mecanismo de defensa o sobrevivencia y que tienen un efecto sinérgico en su accién

como droga. (p.2).

Resulta de caracter urgente documentar el conocimiento sobre especies utiles, dar a conocer
nombres comunes y todo tipo de informacion de sus usos populares en diversas sociedades que
tienen la historia natural y la utilizacion de las plantas. La riqueza de conocimiento acumulado
durante milenios por la medicina folclorica se ha convertido en la moderna disciplina de la
etnofarmacologia, el estudio critico de las medicinas nativas, que recientemente ha alcanzado un

nivel independiente (Leon & Poveda, 2000).

Figura 10. Plantas medicinales, extractos y aceites

Nota: Sierra, Barros, Gomez, Mejia & Suarez (2018).

Extractos de plantas

Los extractos de plantas medicinales se han utilizado desde hace siglos para combatir un
gran namero de procesos patologicos. En la actualidad, los extractos naturales de plantas son una
industria que mueve millones de euros en el mundo entero. Se reconocen aproximadamente 1.340
plantas como potenciales fuentes de componentes antimicrobianos, pero se conocen mas de

250.000 especies de plantas que contienen una amplia diversidad de componentes bioactivos.
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Solo en el afio 1999 el negocio global de la venta de suplementos naturales de plantas en
humanos excedio los 15 billones de dolares, de los cuales 7 billones fueron en Europa, 2,4 billones
en Japon, 2,7 billones en el resto de Asia y 3 billones en Norte América (Shiva, 2007, p.15).

Los extractos naturales deben su actividad bioldgica al sinergismo entre sus diversos
compuestos ya que por separado la actividad es mucho menor que cuando son potenciados. En
cuanto a la toxicidad de los extractos, es menor cuando se encuentran todos los compuestos que
cuando se encuentran purificados, esto se denomina buffering. Los mecanismos de accion exactos
de la mayoria de los extractos naturales no se conocen de forma exhaustiva, pero se sabe que,
generalmente, deben su actividad bacteriostatica o bactericida a la sobrecarga a la que someten a

la membrana celular de los microorganismos. (Martinez, Bernal & Céceres, 2000, p.80).

En diferentes zonas de Ecuador, los pobladores emplean los extractos de la planta Vernonia
patens para lavar y desinfectar heridas, dadas sus propiedades cicatrizantes, asi como también
contra el dolor de cabeza en los humanos con sus propiedades de accion analgésica. Uno de sus
usos mas comunes por los habitantes del Cantén Marcabeli, provincia de El Oro, es su poder
antiinflamatorio, ademas antitusivo y para combatir algunos tipos de carcinomas (Manzano, 2018).

Generalidades de la planta Vernonia patens

La planta de Vernonia patens (tuete) pertenece a la familia Asteraceae, esta planta crece
desde México hasta el sur de América, es originaria de México y Suramérica, encontrandose
distribuida en México, Belice, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama,

Venezuela, Bolivia, Colombia, Ecuador y Peru.

Es muy comdn en el Valle Central de nuestro pais. Generalmente se encuentra cerca del

nivel del mar, pero también aparece hasta aproximadamente 1500 m de elevacion en areas tupidas.

Es un arbusto de 3 m de altura, ramas erectas, hijas cortas pecioladas; peciolos de 2-10 cm
de largo, las hojas son de lanceoladas a estrechamente oblongadas, agudas o acuminadas en el
apice, obtusas en la base, de 3-15 cm de largo y 1,3 cm de ancho, rugosas y casi glabras, con venas
laterales de 8-20 pares. Inflorescencia en las ramas, corimbos con 21-27 flores, sin peciolo o semi

pecioladas, estan sin follaje (Moreno, 2018).
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Figura 11. Fotografias de planta Vernonia patens, Mercedes norte de Puriscal

Nota: Elaboracién propia (2021).

Los autores Manzano, Miranda, Gutiérrez, Santos & Scull (2014) mencionan en su articulo
que Durante la evaluacion morfoldgica de las hojas de V. patens, especificamente la ldmina foliar,
exhibié un tono color verde claro mas brillante por el haz, con superficie glabra; al revés pubescente
de color verde intenso, forma lanceolada, penninervia, peciolada con presencia de tricomonas,

aserrada en los bordes, de base redondeada y apice acuminado.

Respecto a las dimensiones de las hojas, en la poblacion estudiada varian de 7,0 17,6 cm
para el largo y de 2,2 a 5,8 cm para el ancho. En la Figura 12 se observan las caracteristicas
macromorfologias de las hojas de V. patens, con detalle.
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Figura 12. Caracteristicas macro morfoldgicas de las hojas de V. patens

D. Supcic adaxial E. Superficie abaxial

Nota: Manzano, Miranda, Gutiérrez, Santos & Scull (2014).

De acuerdo con el articulo de los autores Manzano, Miranda, Gutiérrez, Santos & Scull
(2014), se observa claramente las dimensiones de las hojas de la planta V. patens, es un dato muy
interesante debido a que los paises donde se encontrd informacion fueron Ecuador, Cuba, Colombia

y Costa Rica. En el siguiente cuadro se refleja que la hoja con diametro méas pequefio es la de Costa
Rica.



Tabla 2. Estudio de las dimensiones de las hojas de V. patens

Observado Referenciado
V. patens V. patens
Colombia Costa Rica
Parimetros (cm) Media:IC  Minimo Maximo Curtosis Asimetria
Largo 12,85 0,76 -0,567 -0,16 7-15 1-22
Ancho 40£0,23 -0312 -0,050 13- 4,2 03-75

Nota: Manzano, Miranda, Gutiérrez, Santos & Scull (2014).

Tabla 3. Taxonomia de la planta Vernonia patens

Nombre comun
Nombre cientifico
Reino
Familia
Subfamilia
Género
Clase
Especie
Orden
Phylum

Sinonimia

Tuete
Vernonanthura patens
Plantae
Asteraceae
Cichoriodeae
Vernonanthura
Magnoliophyta
Patens
Asterales
Magnoliophyta

Vernonia patens

Nota: Moreno (2018).
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Composicion quimica de la Vernonia patens

Estudios realizados en el Canton Marcabeli, Provincia de El Oro, Ecuador, presentan los
siguientes resultados: en las flores, hojas y ramas de la planta Vernonia patens, en el estudio
fitoquimico realizado se detectd presencia de catequinas, lactonas, triterpenos-esteroides, fenoles
y taninos, aminoéacidos y flavonoides, sin embargo, se observaron diferencias en las intensidades y
coloracion a la reaccion respecto al 6rgano vegetal. Para las hojas las saponinas, lactonas y
compuestos reductores resultaron negativos (Moreno, 2018).

La planta Vernonia patens ofrece una amplia cantidad de sesquiterpenos, aunque en sus
hojas hay ausencia de lactonas sesquiterpénicas. En la siguiente tabla se muestra su composicion

quimica (Jiménez & Rodriguez, 2000).

Tabla 4. Composicion quimica de Vernonia patens

8-alfa-(2-metilacriloiloxi) compactiflorido.
8-alfa- angeloliloxicompactiflorido.
13-O-acetato, 8-alfa-angeloiloxi-10-alfa-hidroxi-1-desoxihirsutinolido.
13-O-acetato, 8- alfa — angeloiloxihirsutinolido.
13-O-acetato, 8-alfa -angeloiloxi-4-alfa-5-alfa-epoxi jacalguayanolido.
8-alfa-angeloifioxi-4-alfa-5alfa-epoxi-13-O- metiljacalguayanolido.
8-alfa-angeloiloxi-4-alfa-5-alfa-epoxijacalguayanilido.
8-0-angelato-vernopatensolido.

Nota: Rodriguez (2000).
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Figura 13. Estructura quimica del Sesquiterpeno

Nota: Silva, Cruzado, Gonzélez, Garcia, Ruiz, Villareal & Gamarra (2018).

Dentro de los isoprenoides se destacan varios grupos, como hemiterpenos (formados
solamente por una unidad isoprénica, monoterpenos (formados por dos unidades isoprénicas y
engloban a la mayoria de las sustancias volatiles, como aceites esenciales), sesquiterpenos

(formados por tres unidades isoprénicas), entre otros (Palma, 2019, p.13).

Figura 14. Molécula 8-alfa- angeloliloxicompactiflorido
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H4C o}
CHs

Nota: Jiménez y Rodriguez (2000).
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Usos mas comunes de la planta Vernonia patens

La medicina tradicional y popular utiliza las cocciones de las hojas de la planta Vernonia
patens con el fin de combatir y disminuir los sintomas de paludismo, dolores de parto, post parto
y estomacales, erupciones en la piel diarreas y como antihelmintico, se ha utilizado en la practica
veterinaria, en curaciones de heridas infectadas de animales a través del lavado con mezclas de

plantas en las que se incluyen las hojas de la planta Vernonia patens (Manzano, 2018).

En paises como Ecuador, donde la planta tiene mucho uso, los pobladores de la parte
suroeste de Loja la utilizan para lavar heridas, debido a su poder cicatrizante, asi como su accion
analgeésica, también para el dolor de cabeza. Ha demostrado muchas propiedades antiinflamatorias,
como antitusivo, y para combatir ciertos tipos de cancer. Reportes han confirmado su accién
curativa para la leishmaniasis, es usado en la preparacion de suero antiofidico, y las hojas para

combatir el pie de atleta, entre otros usos (Moreno, 2018).

Las hojas se usan en forma de infusion, como antiinflamatorio y hemostatico. Las flores,
en maceracion preparada similar al anterior, se emplean como estimulante en atonia intestinal. La
corteza, en forma de lavados intestinales, se usa contra el estrefiimiento. En Panama las hojas y

flores de capullo se utilizan como antipirético. (Gupta, 1996).
Actividad farmacologica y bioldgica

La especie Vernonia patens, de la familia Asteraceae ha presentado actividad fototoxica
frente a Bacillus subtilis (ATCC-6633) en tallos de plantas jévenes de V. patens. Los tallos y hojas
también mostraron actividad antiinflamatoria y potencial bactericida (Pérez, Mufioz Pérez &
Garcia, 2008). El extracto acuoso de las hojas produjo disminucién, a un nivel leve, de la actividad

antihemorragica (Badilla, Chavez, Poveda, Jiménez y Rodriguez, 2006).

La especie Vernonanthura patens recoge informacion sobre su composicion quimica desde
1975, en Ecuador se ha utilizado de manera casera por sus propiedades para lavar heridas en
humanos y animales por su poder antimicrobiano, entre otras; sin embargo, es compleja la
informacién de los componentes para la especie V. patens en particular, existe poca informacion
(Manzano, Miranda, Montes, Orellana, Abreu & Peralta (2013).
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En el afio 2018, Moreno menciona en su trabajo de investigacion que el extracto
hidroalcohdlico de las hijas de Vernonanthura patens mostro efecto antimicrobiano in vitro contra
la Salmonella spp. Asimismo, recomienda realizar estudios en otras partes de la planta, para
verificar si podrian tener mayor actividad antimicrobiana frente a la Salmonella spp. u otras

bacterias.

Algunas especies de la familia Asteraceae han presentado actividad antibacteriana, como
es el caso de Tagetes lucida, el extracto acuoso de la flor seca in vitro contra Escherichia coli entero
patdgena, Salmonella enteriditis, S. typhi, Shigella dysenteriae y S. flexneri, a raiz de estos datos

se busca identificar propiedades antibacterianas en las hojas de V. patens. (Germosén, 2014, p.353).
Tamizaje fitoquimico

Las plantas medicinales sintetizan, a partir de su metabolismo primario, sustancias quimicas
conocidas como metabolitos secundarios, a los cuales también se les llama principios activos. Los
metabolitos secundarios ejercen accion farmacologica, ya sea beneficiosa o perjudicial sobre el
organismo. Es de gran interés el tamizaje fitoquimico ya que brinda la oportunidad de encontrar
nuevos agentes activos en las plantas a partir de una fuente de materia prima renovable (Remén,
Alarcon, Almeida, Viera, Ramos & Bazan, 2012).

El tamizaje fitoquimico consiste en la extraccion de la planta o material vegetal con
solventes apropiados y la aplicacion apropiada con las reacciones de coloracion establecidas, esta
debe permitir la evaluacion rapida con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo.

Con los resultados del tamizaje fitoquimico Unicamente se da una orientacién y deben
interpretarse en conjunto con los resultados del tamizaje farmacoldgico. Entre los metabolitos
secundarios encontrados frecuentemente en las plantas se puede mencionar a los terpenos,
esteroides, flavonoides, cumarinas, quinonas, alcaloides, terpenos, entre otros (Cruz & Gutiérrez,
2015).
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Metabolitos secundarios

Las plantas producen una amplia gama de compuestos organicos que no estan involucrados
en el metabolismo primario, no poseen roles reconocidos en los procesos de asimilacion,
respiracion, transporte y diferenciacion y que también difieren de los metabolitos primarios, por su
distribucion restringida en el reino vegetal, lo que significa que un metabolito secundario
generalmente se halla en una sola especie, como medio de defensa al ataque de insectos,
microorganismos y para su misma adaptacion a ambientes adversos, como altas temperaturas,

humedad, intensidad de luz, sequias, etc.

En la actualidad se reportan méas de 200.000 estructuras definidas de compuestos
secundarios, lo que demuestra el gran escenario que aln se requiere ser investigado. (Vélez,
Campos & Sanchez, 2014, p 490).

Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro clases principales: terpenos, compuestos
fenolicos, alcaloides y glucésidos. También hay, en menor cantidad, hidrocarburos, aldehidos,
alcoholes, &cidos grasos, amidas, y ésteres, que son en gran medida responsables de muchos aromas
en las plantas, posible actividad bioldgica, o son precursores de otros metabolitos secundarios
(Martin, 2017, p.83).

Cuando una planta demuestra mezcla de metabolitos secundarios se debe tener el
conocimiento de que es Unica para cada especie, presentando variaciones a lo largo del afio, ya que
los diferentes factores, como la radiacion, el estado fenoldgico de la planta, la edad, nutricidn, el
estrés hidrico, procedencia geografica, precipitacion, interaccién con herbivoros, condiciones de
recoleccion del vegetal, entre otros, influyen para que generen mecanismos de adaptacion entre
ellos (Sepulveda, Torres, Sandoval, Martinez &Chan, 2018, p 82).

Los autores Sierra, Barros, GOmez, Mejia & Suarez (2018) indican:

A través del tiempo, la poblacién ha usado los metabolitos secundarios en diferentes
campos con la finalidad en el uso como saborizantes, colorantes, fragancia,
insecticidas, drogas medicinales y adictivas, y cosméticos. Los metabolitos

secundarios que contienen nitrogeno incluyen a los alcaloides, aminoéacidos,
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aminas, glucésidos cianogénicos y glucosinalatos. Los no nitrogenados se dividen
en terpenoides, poliacetilenos, polocéticos y fenilpropanoides.

La sintesis de metabolitos secundarios depende de la etapa de desarrollo de
la planta y sus niveles constitutivos, se incrementan como respuesta al estrés
abiotico o bidtico. Este aumento en los niveles se deriva del metabolismo primario

y porgue algunos compuestos son toxicos para la misma planta. (p. 11).

Figura 15. Elementos basicos del metabolismo primario y en relacién con el metabolismo

secundario de plantas.
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Fenoles

Los compuestos fendlicos forman parte de uno de los grupos més abundantes dentro de los
metabolitos secundarios. Estos se biosintetizan en las plantas por medio de rutas como la del &cido
shikimico y la del acetato-malonato. Gracias a su variedad en estructura quimica se presentan
algunos resultados de investigaciones donde se estudia la actividad biolégica de los polifenoles,
como reportes de actividades antioxidante, antimicrobiana, anticAncer y otras actividades
bioldgicas (Martin, 2017, p.81).

Los fenoles son compuestos de estructura aromatica con uno o varios grupos hidroxilo,
libres o sustituidos. EI compuesto bésico es el fenol, pero la mayor parte son polifenoles. Entre los
polifenoles vegetales, en la actualidad se conocen méas de 8000, figuran las quinolonas fendlicas,

las cumarinas, los lignanos, los estilbenos y los flavonoides.

Ademas de estructuras monomeéricas y diméricas existen importantes grupos de polimeros
fenolicos, como las ligninas y los taninos. Este tipo de componentes fendlicos constituyen uno de
los grupos de micronutrientes presentes en el reino vegetal, que forman parte importante de la dieta

humana.

El estudio de los metabolitos secundarios es de gran interés, debido a las propiedades
antioxidantes, su participacion en procesos sensoriales de los alimentos naturales y procesados,
ademas de sus posibles aplicaciones beneficiosas para la salud y tratamientos anticancerigenos
(Sierra, Barros, GOmez, Mejia & Suarez, 2018, p 14).
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Figura 16. Estructura quimica del fenol
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Nota: Sierra, Barros, Gdmez, Mejia & Suarez (2018).

Figura 17. Estructura quimica del &cido cumarico de un polifenol
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Nota: Larrazabal (2016).

La mayoria de los polifenoles no son muy solubles en solventes acuosos u orgénicos. Son
ricos en propiedades antioxidantes, igualmente en los procesos de fermentacion bacteriana también
pueden modificar la actividad del polifenol, y estas reacciones microbianas tienen una considerable
variabilidad, segun las diferencias en la flora de cada persona. En general, no se conoce mucho
sobre las formas bioactivas de los polifenoles in vivo y sus mecanismos de accion, debido a que la

mayoria de los estudios son in vitro en cultivos o en animales (Larrazabal, 2016, p 10).
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Taninos

Los taninos son compuestos quimicos de carécter fenolico, tiene alto peso molecular, no
cristalizables, que con el agua forman soluciones coloidales de reaccion acida y de sabor muy
astringente. Se pueden encontrar en la madera de encina y roble, en el quebracho colorado, en la

corteza de quina, hijas de té, etc.

Sintéticamente se obtienen por reduccion del cloruro de cianidina con hidrdgeno, naciente,
obteniéndose la catequina que luego se condensa para obtener el tanino (Sierra, Barros, Gomez,
Mejia & Suarez, 2018, pp. 40-41).

Los metabolitos de los taninos se pueden clasificar segun se encuentran en la naturaleza en
dos clases: los hidrolizados y los condensados, esto de acuerdo con las diferencias que presentan

en su estructura quimica.

La caracteristica por la cual se pueden diferenciar es que los taninos que son hidrolizados
son mas pequefios que los condensados y también se pueden hidrolizar, como bien lo describe su
nombre, de una manera mucho mas facil que los condensados. Algunos de los usos y beneficios
que poseen los taninos es que sirven como antioxidantes, antimicrobianos y hasta se describe que

pueden tener funcién antiséptica (Jaramillo, Lemus & Rojas, 2015).

Figura 18. Estructura quimica del acido gélico, un tanino

HO O
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Nota: Mifio (2007).



55

Terpenos

Los terpenos son compuestos volatiles, con un bajo y alto peso molecular dependiendo de
la estructura. Sistemas aciclicos, mono, tri-y tetraciclicos, por lo general, son neutros. La
solubilidad varia y pueden encontrarse en forma libre o como glicésidos (saponinas). Por lo general
obedecen la “regla del isopreno”, porque se pueden localizar varias unidades consecutivas de

isopreno (Pérez, 2014).

En el caso de los terpenos, constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios.
Existen alrededor de 40.000 moléculas diferentes; se clasifican por el nimero de unidades de
isopreno (5 carbonos); por ejemplo, los terpenos contienen 10 carbonos, los triterpenos 30

carbonos, o cuando contienen mas de 8 unidades de isopreno se habla de politerpenos.

Muchos terpenoides son de interés comercial por su uso en aromas y fragancias como, por
ejemplo, el limoneno, citral y mentol, por mencionar algunos, ademas de poseer propiedades
medicinales importantes como anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas
(Avalos y Pérez, 2009. pp.122-124).

Figura 19. Estructura quimica de la hormona (giberlinas) un terpeno

Nota: Pérez (2014).
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Saponinas

Son sustancias muy polares y es posible extraerlas tanto a temperatura alta como a baja
temperatura con agua o alcohol de bajo peso molecular. Se conocen dos tipos: saponinas esteroides
y saponinas triterpenoides, se parecen estructuralmente a las hormonas antiinflamatorias
enddgenas, por ejemplo, los glucocorticoides. A esto se debe los efectos antiinflamatorios que

poseen muchas plantas medicinales (Wink, 2015).

Los autores Campos, Sanchez & Vélez (2014) definen a las saponinas como “compuestos
bioactivos encontrados principalmente en plantas, pero también en algunos organismos marinos e
insectos. De acuerdo con el caracter quimico de la anglicana (conocido como sapogenina), las

saponinas se dividen en esteroides y triterpenoides” (p. 491).

Los esteroides predominan en las plantas y son compuestos que tienen 27 atomos de
carbono que conforman la estructura central. Por otra parte, los triterpenoides estdn compuestos

principalmente por anglicanas con 30 atomos de carbono.
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Figura 20. Estructura quimica del medicamento dioscina, una saponina
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Nota: Zdfiiga (2015).
Alcaloides

Muchos de los grupos de alcaloides se destacan en su uso en el area de medicina y algunos
de esos ya se han nombrado farmacos. Pertenecen a una gran familia de metabolitos secundarios
que tienen en comun tres caracteristicas: solubilidad en agua, contienen al menos un atomo de

nitrégeno en la molécula, y exhiben actividad bioldgica.

En humanos, los alcaloides generan respuestas fisioldgicas y psicoldgicas por su interaccion
con neurotransmisores; a dosis altas, esos son muy tdxicos; sin embargo, a dosis bajas tienen alto
valor terapéutico como relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos; por
ejemplo, la morfina y la codeina son alcaloides que pertenecen a un grupo denominado alcaloides
(Avalos y Pérez, 2009, pp.139-140).
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Figura 21. Estructura quimica de la cafeina, un alcaloide estimulante

Nota: Murray (2016).

Cumarinas

Las cumarinas son un metabolito se caracteriza por ser benzo-alfa-pironas; con este nombre
de cumarinas se conoce un grupo muy extenso de principios activos fenélicos que se encuentran
en las plantas medicinales y tienen en comun una estructura quimica de 2H-1-benzopiran-2-ona, a

esta estructura o nombre estructura se le llama cumarina.

Las cumarinas son aromatizantes, tienen propiedades vitaminicas, disminuyen la
permeabilidad capilar y aumentan la resistencia de las paredes de capilares (protegen la fragilidad
capilar y actGan como ténico venoso), a algunos tipos de cumarinas se les confiere la accién de y
propiedades de ser sedantes, como la angelicina, y otros pueden tener propiedades hipoténicas y

tambien antibacterianas (Yanez, 2014).

Las cumarinas pertenecen a la familia de lactonas, se han identificado mas de 1500 en las
de 800 especies de plantas, con propiedades que actlan como agentes antimicrobianos y como

inhibidores de germinacion. Algunas son fototoxicas frente a insectos, al activarse por la luz UV,
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un ejemplo es el caso del psoraleno. La cumarina mas simple se encuentra como constituyente en
el aceite de bergamota, y se pueden identificar las mas toxicas en hongos como el Aspergillus flavus
(Avalos y Pérez, 2009, pp. 132-133).

Figura 22. Estructura quimica de una cumarina simple

X

Nota: Villegas, Araya & Castro (2015).

Flavonoides

Los flavonoides son compuestos que poseen bajo peso molecular, ellos comparten un
esqueleto comdn de difenil-piranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B)
ligados a través de un anillo C (heterociclico). Esta estructura basica permite una multitud de
patrones de sustitucion y variaciones en el anillo C. Existen 13 subclases de flavonoides con un
total de 5000 compuestos conocidos aproximadamente. Los a&tomos de carbono en los anillos Cy
A se enumeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 1 al 6, como se aprecia en la Figura 23 (Herrera,
2014, p 20).

Con los flavonoides se va a obtener pigmentos amarillos derivados de la fenil-benzo y
pirona o fenil cromona. Estos metabolitos secundarios se dan mucho en el reino vegetal,
normalmente en forma de heterosidos. Su estructura basica molecular es del tipo C6- C3- C6,
ademas se les considera una familia muy diversa en relacion con sus compuestos, aunque todos los

productos finales se caracterizan por ser polifendlicos y solubles en agua (Yanez, 2014).
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Es un componente caracteristico de las plantas y es de suma relevancia ya que son las
responsables de las coloraciones de muchas flores, frutos y hojas, y por ello intervienen en la
polinizacién atrayendo insectos, también participan en la vida vegetal ejerciendo importantes
funciones, por ejemplo, proteger a la planta de los efectos nocivos de la radiacion ultravioleta (UV)
y ejercer una eficaz actividad antioxidante y antimicrobiana. A muchos de los derivados de los
flavonoides como las flavonas e isoflavonoides se les asignan actividades frente a microorganismos
formando complejos con las proteinas solubles y extracelulares y con las proteinas de la pared
bacteriana (en el caso de las flavonas) y también ayudan a limitar la invasion de las bacterias y
hongos (Yéanez, 2014).

Figura 23. Estructura quimica de la flavona, un flavonoide

Nota: Avalos y Pérez (2009).

Antraquinonas

Las quinonas son muy abundantes en la naturaleza, en el Reino Vegetal se encuentran tanto
en vegetales como en hongos y bacterias. De acuerdo con el grado de complejidad en su estructura
quimica se pueden clasificar en benzoquinonas, naftoquinonas o antraquinonas si son

monociclicas, biciclicas o triciclicas.
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Las antraquinonas son quinonas triciclicas derivadas del antraceno y constituyen el grupo
mas interesante de las quinonas. La quinona o benzoquinona es uno de los dos isdémeros de la

ciclohexanodiona o bien un derivado (Mifio, 2007).

Los derivados antraquinénicos suelen ser compuestos de color rojo-anaranjado, por lo
general son solubles en agua caliente o alcohol diluido. El ensayo de Borntrager suele emplearse

para su deteccion.

La droga pulverizada se macera con un disolvente organico no miscible, se recomienda el
éter, se filtra y se le aflade en disolucion acuosa, apareciendo en la capa acuosa, tras agitacion, un
color rosa, rojo o violado, que indica la presencia de derivados antraquinénicos libres (Castafieda,

Pusari, Rafaeli y Rojas, 2014).

Figura 24. Estructura quimica del antraceno, antraquinona

O

Nota: Devia (2016).
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Métodos de extraccion

Los métodos de extraccion son técnicas que se pueden dividir de acuerdo con el disolvente
utilizado, su mayor utilidad es la separacion de los componentes de las mezclas, y su purificacion,
los disolventes deben ser organicos, y se deben someter al contacto con otro disolvente, en este

caso de caracter acuoso.

En la mayoria de extracciones los disolventes son con agua (infusion, destilacion por
arrastre con vapor o extraccion) o con solventes organicos (como maceracion, percolacion o
extraccion Soxhlet), alcoholes, acidos estos con caracteristicas polares, los que son menos polares

como éter etilico, y no polar como hexano, entre otros. (Gonzalez, 2004, p.3).
Método por maceracion

Segun Gonzélez (2004), es una extraccion que se efectlia a temperatura ambiente. Consiste
en remojar el material vegetal, debidamente fragmentado en un solvente, hasta que penetre y
disuelva las porciones solubles. Se puede utilizar cualquier recipiente con tapa, preferiblemente de
vidrio; en este se colocan el material vegetal con el disolvente, se tapa y se deja en reposo por un
periodo de 2 a 14 dias con agitacion esporadica.

Luego se filtra el liquido, se recupera el solvente en un rotavapor y se obtiene el extracto.

Dentro de los disolventes mas usados estan: hexano, diclorometano, cloroformo, metanol y etanol
(pp.8-9).
Método por percolacién

Este método es uno de los procesos mas utilizados pues se puede realizar con disolventes
organicos en frio para preservar los compuestos termolabiles que pudiera contener el material.
Consiste en colocar el material fragmentado en un embudo o recipiente cdnico, y hacer pasar un
disolvente adecuado a través de este, de igual manera se recupera el disolvente por medio de un

rotavapor y se obtiene el extracto (Gonzalez, 2004, p.9).
Cromatografia de capa fina

La cromatografia de capa fina se basa en la preparacion de una capa, uniforme, de un

adsorbente mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte. Los requisitos esenciales son, pues,
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un adsorbente, placas de vidrio, un dispositivo que mantenga las placas durante la extension aplicar

la capa de adsorbente, y una camara en la que se desarrollen las placas cubiertas.

Es preciso también poder guardar con facilidad las placas preparadas y una estufa para
activarlas. La fase movil es liquida y la fase estacionaria consiste en un sélido. La fase estacionaria
sera un componente polar y el eluyente sera por lo general menos polar que la fase estacionaria, de
forma que los componentes que se desplacen con mayor velocidad seran los menos polares.
(Sharapin, 2000).

Presenta una serie de ventajas frente a otros métodos cromatograficos (en columna, en
papel, en fase gaseosa) ya que el utillaje que precisa es mas simple. El tiempo que se necesita para
conseguir las separaciones es mucho menor y la separacion es generalmente mejor. Pueden usarse
reveladores corrosivos, que sobre papel destruirian el cromatograma. ElI método es simple y los
resultados son facilmente reproducibles, lo que hace que sea un método adecuado para fines
analiticos (Alpizar, 2018).

Extraccion de Soxhlet

La extraccion Soxhlet consiste en el lavado sucesivo de una mezcla sdlida con un
determinado solvente (etanol) que va “lavando o extrayendo” de la mezcla, los componentes mas
solubles en €l. Mediante el lavado sucesivo de una mezcla se puede extraer de ella componentes
cuya solubilidad en el solvente extraido es muy baja, debido al efecto acumulado de las multiples

extracciones.

El equipo Soxhlet tiene como funcion recircular los vapores condensados con ayuda de un
sifon a la fuente de disolvente que se encuentra en evaporacion continua, arrastrando consigo los

principios activos de la materia prima (Caldas, 2012).
Destilacion a presion reducida (rotavapor)

Cuando se habla de tamizaje el rotavapor es una técnica muy util y empleada en lo
concerniente a las destilaciones, porque se utiliza para generar vapor, esto ocasiona que se separe
el disolvente del extracto. Como principio de este equipo esta la aplicacion de calor hasta llegar a

ebullicion y, ademas, emplear una bomba de vacio para reducir la presion en el interior del matraz
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de destilacion. Con esto se da la separacion de las sustancias buscadas de las que no son necesarias.
(Pefia, 2019).

Este equipo puede lograr la optimizacion de las destilaciones realizadas. Las temperaturas
varian dependiendo del disolvente utilizado, estas pueden bajar o subir al igual que la presion
utilizada, con el fin de aumentar las concentraciones del extracto. La bomba de vacio se utiliza para
mejorar el desempefio de la extraccion, al reducir la presion dentro del matraz de destilacion, al dar

el cambio de liquido a gaseoso (Pefia, 2019).

Figura 25. Equipo de destilacion a presion reducida mediante rotavapor, Yamato BM500

Nota: Elaboracién propia (2021).
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Pruebas, métodos y analisis microbiologicos para la evaluacion de capacidad antimicrobiana

de los extractos de plantas y &cidos organicos

Las plantas son ricas en una amplia variedad de metabolitos secundarios, como taninos,
terpenoides, alcaloides y flavonoides, que se ha encontrado in vitro que tienen propiedades

antimicrobianas (Cowan, 1999).

El tamizaje inicial de posibles compuestos antibacterianos y antifungicos de las plantas se
puede realizar con sustancias puras o extractos brutos. Los métodos utilizados para los dos tipos de
organismos son similares. Los dos cribados mas utilizados para determinar la susceptibilidad a los
antimicrobianos son el ensayo de dilucion en caldo y el ensayo de difusion en disco o pocillo de

agar.

Los microbidlogos clinicos estdn muy familiarizados con estos ensayos y sus aplicaciones
(Cowan, 1999), estos metodos son sencillos y rapidos y son utilizados para generar datos

cualitativos y cuantitativos, segin el método elegido (Avalos y Pérez, 2009, p. 25).
Método de difusion por discos

El método de las pruebas de difusion por disco tuvo sus inicios hace méas de 70 afios en los
laboratorios de microbiologia. EI médico microbidlogo Alexander Fleming, en sus estudios, varid
la técnica cuando estaba investigando la penicilina en los afios cincuenta, gracias a sus estudios
implemento esta técnica ya que se ponian en practica muchos procedimientos elegidos por los
microbidlogos. Varios doctores -Bauer, Kirby, Sherris y Turck- se tomaron el tiempo de probar
todas las variaciones de este método, llamase medios de cultivo, temperatura y espesor del agar
(Moreno, 2018, p. 41).

En 1996, los cuatro doctores antes mencionados publicaron un estudio donde describieron
los resultados de la prueba y la patentaron para usarla. Ademaés, el Comité Nacional para la
Normalizacion de Laboratorios Clinicos (NCCLS) aprobd los pasos basicos del procedimiento que
los doctores en su estudio presentaron como resultados, el estudio Bauer se adoptd como referencia
para difusion por disco. Desde ese momento se ha usado de forma detallada para obtener los
resultados mas precisos posibles (Moreno, 2018).
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Meétodo Kirby Bauer

El método de Kirby Bauer se utiliza de la siguiente manera: el microorganismo es inoculado
en la superficie de la placa de agar, donde se colocan discos impregnados con una concentracion
conocida del antibidtico. Las placas se incuban por 16-18 horas a 35-37 °C. Mientras se da la
incubacion, el antibiotico difunde radialmente desde el disco a través del agar, y asi su
concentracion va disminuyendo a medida que se aleja del disco. Llega un punto donde la
concentracion del antibidtico en el medio es incapaz de inhibir al germen en estudio. El didmetro
del area de inhibicion alrededor del disco puede ser convertido a las categorias de sensible,

intermedio o resistente (S, 1 o R). (Pedrique, 2002, p.3).

Tabla 5. Interpretacion del método Kirby Bauer

Diametro de la zona de
Agente antimicrobiano Contenido . inhibicion en mm -
del disca  |Resistente [Intermedi [Sensibl
< 0= o e=o=
BETALACTAMICOS, PENICILINAS
Ampicillina Enterobacteriaceaq 10 pg 13 14-16 17
Ampicillina 10 pg 28 - 29
Ampicillina 10 pg 16 -—- 17
Ampicillina 10 pg 13 19-25 26
mMezlocillina 75 g 15 - 16
mezlocillina 75 pg 17 18-20 21
Oxacillina 1pe 10 11-12 13
Oxacillina 1pg o - 20
Penicillina 10U 28 -—- 25
Penicillina 10U 14 -—- 15
Penicillina 10U 19 20-27 28
Piperacillina 100 pg 17 -—- 18
Piperacillina Enterobacteriaced 100 pug 17 18-20 21
QUINOLONAS

Ciprofloxacina 5 pg 15 16-20 21
Fleroxacina 5 g 15 16-18 15
Malidixico Acido 30 pg 13 14-18 19
Morfloxacina 10 pg 12 13-16 17
Ofloxacina 5 g 12 13-15 16
Trovafloxacina 10 pg 13 14-16 17

Nota: Pedrique, 2002.
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Metodos en agar

Los métodos en agar son muy utilizados por su forma sencilla y répida en la lectura de
resultados. EI método de difusidn por discos es el méas utilizado y se basa en el principio descrito

por Bauer.

El inicio del método implica la aplicacion de una determinada cantidad de un
antimicrobiano u otra sustancia en un sustrato, en una superficie del agar sobre el cual se ha
distribuido un inoculo del microorganismo en estudio, se formara asi, por difusion un gradiente de
concentracion del producto alrededor del disco, y la sensibilidad del microorganismo estara

indicada por el tamafio de la zona de inhibicion del crecimiento bacteriano (Shiva, 2007, p. 25).

El diametro obtenido dependera tanto de la sensibilidad del microorganismo como de la
carga del disco, ademas del espesor de la capa de agar, del pH y la de la composicién del medio de
cultivo, la capacidad de difusion del producto en ese medio, la temperatura y la atmosfera de
incubacion, de la velocidad de duplicacién bacteriana, y del tamafio del inoculo y fase de la bacteria

0 microorganismo en estudio.

En el caso de evaluacion de antibioticos el medio més utilizado es el Agar Mueller Hinton,
y en la evaluacion de extractos de plantas se utiliza variedad de medios, siendo los mas utilizados,
el Agar Mueller Hinton, Agar Triptona Soja, Agar Nutritivo, Agar Infusion Cerebro Corazon
(Shiva, 2007 p 25-26).

Agar Mueller Hinton

El Agar Mueller Hinton es un medio no selectivo ni diferencial, lo que significa que
cualquier microorganismo cultivado creceran en su superficie; es rico en nutrientes, por lo cual es
empleado en las pruebas de sensibilidad y antibiogramas, debido a su alta reproducibilidad, su bajo
contenido de sustancias inhibidoras, el crecimiento satisfactorio que presentan los patogenos, y
permite una mejor difusion de los antibi6ticos, cumpliendo con los requerimientos de la
Organizacion Mundial de la Salud, y esta especificado en la FDA (Casado, Torrico y Medina, 2012,
p.24).
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Figura 26. Agar Mueller- Hinton

Nota: Casado, Torrico y Medina (2012)

Agar tripticasa soya (TSA)

Las placas de agar tripticasa soya son un medio de cultivo general utilizado para el
enriquecimiento y aislamiento de microorganismos fastidiosos con o sin sangre. Es un medio
excelente para el aislamiento de microorganismos anaerobios y, por lo tanto, para determinar el
recuento total aerobio (RTA) (Novachem del Ecuador, 2020).

Ademas, es un medio utilizado para diferentes propdsitos, entre ellos, mantenimiento de
cultivos de reserva, el recuento de placas y el aislamiento de microorganismos de una variedad de

tipos de muestras, y como base para medios que contienen sangre (Novachem del Ecuador, 2015).

Agar sangre

Permite el crecimiento de la mayoria de las bacterias con importancia clinica (Gram
negativas y Gram positivas) y también hongos (mohos y levaduras). Esta compuesto por un medio
base rico en nutrientes mas un suplemento de sangre desfibrinada animal en una proporcion del 5-
10%. Es un medio peculiar y diferente ya que permite comprobar si las bacterias son hemoliticas,

es decir, si tienen capacidad para romper los glébulos rojos presentes en el medio (Barrero, 2016).
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Figura 27. Placa de agar sangre

\_

Nota: Choy (2020) y Barrero (2016).

Agar chocolate

Es un medio enriquecido muy similar al agar sangre; la diferencia es que los glébulos rojos
estan lisados y liberan al medio nutrientes como la hemoglobina, factor X (hemina) y factor V
(NAD). La lisis se produce cuando se afiade el agar base del chocolate, de ahi su nombre. La
hemolisis le confiere un color marron caracteristico parecido al del chocolate. Se utiliza para el
cultivo de bacterias exigentes que necesitan estos factores para su desarrollo, como es el caso de
Neisseria gonorrhoeae (agente causal de la gonorrea) y varias especies del genero Haemophilus
(Barrero, 2016).
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Figura 28. Placa de agar chocolate

Nota: Sanjuan (2019).

Agar MacConkey

Es un medio diferencial y selectivo muy utilizado para el aislamiento e identificacion de
enterobacterias (bacilos Gram negativos). Su composicion se basa en sales biliares y cristal violeta
que inhiben el crecimiento de Gram positivos y hongos, también contiene lactosa y rojo neutro
como indicador de pH. Las bacterias fermentadoras de lactosa (lactosa+) acidifican el medio y
adquieren un color rosado (Escherichia coli es un ejemplo), mientras que las no fermentadoras de

lactosa (lactosa -) aparecen incoloras (Salmonellas son ejemplo de estos) (Barrero, 2016).
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Figura 29. Placa de agar MacConkey

Nota: Martinez (2018).
Agar Sabouraud dextrosa (SDA)

Consiste en un medio no selectivo para el cultivo y mantenimiento de hongos patégenos y
no patogenos y levaduras, en especial de los dermatofitos. Para lograr la selectividad de este medio,
se utiliza cloranfenicol, que inhibe el crecimiento de bacteria debido a su amplio espectro. En la
Figura 30 se observa un medio de cultivo con placa SDA. (Becton, Dickinson and Company, 2015,
p. 1).

Figura 30. Placa de Agar Sabouraud dextrosa (SDA)
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Nota: Becton, Dickinson and Company (2015, p. 3).
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Agar manitol sal

Contiene, ademés de nutrientes, una concentracion de sal al 7,5% que impide el crecimiento
de la mayoria de las bacterias, permitiendo el crecimiento selectivo de estafilococos. El agar
también contiene extractos de caseina y tejidos animales digeridos, extracto de ternera, manitol,
sales y rojo fenol. Este medio de cultivo puede ser selectivo por su alta concentracion de sal que
permite que los estafilococos como el Staphylococcus aureus pueda fermentar el manitol, lo que
produce colonias amarillo en este agar (Barrero, 2016).

Figura 31. Placa de Agar Manitol Sal

Nota: Claros (2016).
Tipos de medios de cultivo

Se clasifican segun la proporcion de agar y existen tres tipos: liquidos (caldos), sin ningun
agente gelificante, por lo que los microorganismos crecen en todo el medio, su crecimiento es mas
rapido.

El segundo es el sélido formado con una proporcion de agar del 1,5%, el crecimiento se
desarrolla en la superficie del medio. Con este tipo de medios se puede realizar en placa de Petri 0
en tubos de ensayo.
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Por ultimo, los semisodlidos son aquellos que contienen una proporcion de agar menor al

0,5%, son utilizados en pruebas bioquimicas y de movilidad (Barrero, 2016).

En el campo microbiol6gico existen cuatro tipos, segin su utilidad: los nutritivos o no
selectivos, que van a permitir el crecimiento de la mayoria de los microorganismos por ser muy
generales. Los enriquecidos contienen sus componentes adicionales, ademas de los bésicos, para
permitir el crecimiento de microrganismos exigentes. Los selectivos contienen algiin componente
que impide el desarrollo de microorganismos no deseados y los Gltimos son los diferenciales, que
contienen sustancias que resaltan alguna caracteristica de la especie o grupo de microorganismos.

En la Tabla 6 se puede observar los diferentes tipos, medios y el objetivo.

Tabla 6. Diferentes tipos de medios de cultivo

No selectivos Agar sangre Recuperacidn de bacterias y hongos
Agar chocolate Recuperacion de bacterias, incluidas Haemophilus y Neisseria gonorrhoeae
Agar Mueller-Hinton Medio para estudio de la susceptibilidad bacteriana
Caldo tiogliconato Caldo enriguecido para las bacterias anaerobias
Agar dextrosa de Sabouraud Recuperacion de hongos
Selectivos, diferenciales  Agar MacConkey Selectivo para las bacterias gramnegativas; diferencial para las especies gue fermentan la lactosa
Agar sal manitol Selectivo para los estafilococos, diferencial oara Staphylococcus aureus
Agar xilosa-lisina-desoxicolato Agar diferencial selectivo para Salminella y Shigella en cultivos entéricos
Medio de Lowenstein-Jensen Selectivo para micobacterias
Agar Middlebrook Selectivo para micobacterias
CHROMagar Selectivo, diferencial para bacterias seleccionadas y levaduras
Agar innibidar de hongos filamentosos Selectivo para los hongos filamentosos
Especializados Agar extracto de levadura con carbon vegetal tamponada(BCYE) Recuperacion de Legionella y Nocardia
Agar cistina-telurito Recuperacion deCorynebacterium diphtherioe
Caldo de cultivo Lim Recuperacion de Streptococcus Agalactioe
Agar sorbitol de MacConkey Recuperacion de Escherichia coli 0157
Agar Regan Lowe Recuperacion de Bordetella pertussis
Agar sacarosa, sales biliares, tiosulfato y citrato (TCBS) Recuperacion del género Vibrio

Nota: Murray, Pfaller & Rosenthal (2017).
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CAPITULO Ill: MARCO METODOLOGICO

En este capitulo se desarrollan las técnicas para realizar la recoleccion de datos, también
se define el tipo de investigacion y se establece cual es el enfoque, disefio, variables,

instrumentos y los procesos de recopilacion de datos de este trabajo.
Enfoque de la investigacion

El enfoque utilizado para el desarrollo del tema de investigacion es cuantitativo. Tal como
lo mencionan Herndndez, Fernandez y Baptista (2014), el enfoque cuantitativo mide variables a
través de un grupo de procesos y se prueban estas mediciones, las cuales van a ser obtenidas a
través recoleccion de datos numeéricos, trazas, formulas y modelos analiticos, que estan
estandarizados mediante un orden riguroso. Se cumple, asi, cada etapa de la investigacion que se
ha planteado (p. 4).

Lo definen como secuencial y probatorio, pues se da la utilizacion de diferentes variables,
las cuales pueden ser medibles en un determinado tiempo. También, se requiere de los instrumentos
para recolectar datos; estos datos seran traducidos a datos numéricos y establecidos en tablas, para
poder generar una hipotesis, y con dicha premisa establecer las diversas conclusiones.

Al ser una investigacion cuantitativa, se efectuara un fraccionamiento de la totalidad de las
hojas de la planta Vernonia patens, utilizando diferentes disolventes (hexano, diclorometano,

acetato de etilo y acuoso) para poder obtener diferentes extractos.

Se llevara a cabo un tamizaje fitoquimico, cromatografia al extracto obtenido de la planta
de Vernonanthura patens (tuete), con el fin de poder identificar los metabolitos secundarios y
propiedades gue se encuentran presentes en las hojas, y poder probar la actividad antimicrobiana

frente a Salmonella diarizonae.
Disefio de la investigacion

El disefio de esta investigacion es de tipo experimental, seglin los autores Hernandez,
Fernandez y Baptista (2014) este tipo se utiliza cuando el investigador busca establecer un posible
efecto de una causa que se pueda manipular intencionalmente con las variables independientes; en

otras palabras: “La esencia de la concepcion de experimento es que se requiere la manipulacion
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intencional de una accion para analizar sus posibles resultados, teniendo alcances iniciales y finales

correlacionales y explicativos” (p.153).

Esto se da ya que se involucra la obtencion del extracto obtenido de la planta Vernonia
patens por medio de los diferentes disolventes, también la identificacion y medida de sélidos en
los extractos de las hojas de la planta, para poder determinar la capacidad antimicrobiana que esta
posee frente a la bacteria Salmonella diarizonae, con el fin de poder indicar si alguno de los
extractos obtenidos de las hojas de la planta Vernonia patens demuestra actividad antimicrobiana

positiva y en que cantidad .

También se sefiala que este estudio es secuencial, cada etapa de la investigacion anticipa a
la siguiente; se busca probar una hip6tesis con los resultados obtenidos de los analisis, con lo cual

se formaran conclusiones.

Dentro de las investigaciones cuantitativas se encuentra a su vez, el tipo explicativo, es el
que va mas alla de solo la descripcidn de conceptos o fendmenos. En este disefio, el interés se
centra en explicar por qué sucede un fenémeno y en qué condiciones se manifiesta, asi como por

qué se relaciona con dos o0 mas variables.

Por otra parte, las investigaciones con este tipo de disefio son mas estructuradas y brindan

un sentido de entendimiento del fenémeno en estudio (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2014).

La presente investigacion es también del tipo explicativo mencionado anteriormente,
debido que explica la causa de los fendmenos, por qué se dan estos y los eventos de interés
relacionados con ellos para el problema que se ha venido dando a lo largo de los afios, como lo es
la resistencia bacteriana, en el caso en especifico con la bacteria Salmonella diarizonae, a lo cual
se pretende darle una solucion con una alternativa natural, aprovechando las propiedades que tiene
la planta Vernonia patens (tuete) y que se pueda usar como producto antibacteriano.
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Fuentes de informacion
Fuentes primarias

Segun Hernandez, R. et al. (2014), las fuentes primarias se presentan cuando el investigador
conoce su tema y esta familiarizado con el campo de estudio y tiene acceso a ellas (puede utilizar
material de bibliotecas, filmotecas y bancos de informacidn), proveen los datos de primera mano
ya que son documentos que incluyen resultados de los estudios correspondientes, los cuales se

obtienen de especialistas.

Por otra parte, es recomendable iniciar la revision de la literatura consultando a uno a varios
especialistas en el tema (algin profesor, por ejemplo) y buscando en internet fuentes primarias en
centros o sistemas de informacion y bases de referencias y datos que estén estrechamente

relacionadas con el problema especifico que se va a investigar (pp. 61-62).

Entre las fuentes primarias para este proyecto de investigacion se comenz6 con alguna
informacion obtenida por opinion de profesionales, un botanico y bidlogo, un agrénomo, dos
microbidlogas y un quimico, a partir de ahi se inicié un proceso de investigacion bibliogréafica la

cual fundamenta y se complementa con lo mencionado por los profesionales.
Fuentes secundarias

Segun Soberén (2009), las fuentes secundarias, parten de datos preelaborados, como
pueden ser datos obtenidos de anuarios estadisticos, de Internet, de medios de comunicacion, de
bases de datos procesadas con otros fines, articulos y documentos relacionados con la enfermedad,

libros, tesis, informes oficiales, etc.

De acuerdo con lo anterior, las fuentes secundarias con las que se lleva a cabo este estudio
comprenden tanto tesis como articulos de revistas cientificas que puedan brindar datos
preelaborados. Asimismo, se entrevistd a funcionarios del herbario del Museo Nacional, al
botanico pionero en su campo en Costa Rica, Lic. Luis Jorge Poveda Alvarez, quien aporté mucho

conocimiento y articulos de gran interés para el estudio.



Criterios de inclusion y exclusion

7

Esta investigacion se basa en articulos, tesis revistas, bases de datos, entre otros, con un

rango de no més de diez afios de antigtiedad, comprendiendo el periodo del 2011 al 2021, tanto en

idioma inglés como en espafiol. Se utilizaran aquellos articulos u otras fuentes de informacién que

estén dentro de este periodo, y que contengan toda la informacién relacionada con la planta

Vernonia patens, sus usos y propiedades medicinales y su actividad antimicrobiana contra la

salmonella diarizonae.

Asi mismo, se excluyeron los articulos que mostraban informacién no actualizada. Por lo

tanto, se excluyd toda la informacion poco confiable y que no se encuentre disponible en espafiol

o0 inglés.

Variables de la investigacion

Tabla 7. Cuadro de operacionalizacién de variables

Objetivo Variable Indicador Definicion Definicion Instrumento
conceptual Operacional
Elaborar los Mediante la  Embudo
Fraccionami  Diferencias de Separacion  de L
extractos 'y el ento extraccion, separador
. . polaridad entre una mezcla en L .
fraccionamiento de separacion y mediante
. el disolvente sucesivas etapas, .. ., .,
la planta Vernonia y P filtracion. extraccion
extracto, de una de las L.
patens. liquido-
i sustancias de la Lo
medidas  en liquido.

g/ml.

mezcla  (Lujan,
2017).
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Objetivo Variable Indicador Definicion Definicion Instrumento
conceptual Operacional
Realizar untamizaje Tamizaje Identificacion  Permite Determinaciéon  Observacién
fitoquimico fitoquimico  colorimétrica  determinar de metabolitos cualitativa de
completo para de la presencia cualitativamente  secundarios, en las  pruebas
determinar qué de los los principales los diferentes colorimétricas
clase de metabolitos metabolitos grupos quimicos extractos. Alcaloides
secundarios se secundarios en presentes en una Terpenos
encuentra en las los extractos planta por medio Flavonoides
hojas de la planta de las hojas de de solventes Cumarinas
Vernonia patens. Vernonia apropiados y la Fenoles
patens. aplicacion de Taninos
reaccion de color Saponinas
y  precipitacion
(Calle, 2017).
Comprobar la Actividad Porcentaje de Determinaqueun Se obtienen Placa de Petri
actividad antibacterial  inhibicion componente valorando Medios de
antibacterial in vitro quimico natural 0 ensayos cultivo
de los extractos de sintético  tiene .
Bacteria
la planta Vernonia poder inhibitorio Salmonella
patens contra la contra el diarizonae
bacteria Salmonella crecimiento  de Incubadora

diarizonae.

los
microorganismos
(Usano, Pal3,

Diaz, 2014).

Nota: Elaboracion propia (2021).
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Instrumentos, materiales y equipos usados para la realizacidn de los extractos de Vernonania
patens

Se describe de seguido diversos métodos, técnicas e instrumentos por utilizar en la
realizacion de esta investigacion, los métodos y procedimientos se llevaron a cabo en las
instalaciones de la Universidad Internacional de las Américas (UIA) dirigido por el tutor, Lic.
Javier Alpizar, y en el Laboratorio de Microbiologia Dra. Claudia Arroyo, bajo la vigilancia y
seguimiento de la Dra. Claudia Arroyo. Cabe mencionar que la cepa de la bacteria Salmonella fue
donada por Servicios de Microbiologia de la Universidad de Costa Rica (UCR).

Fraccionamiento de las hojas de la planta Vernonia patens

Materiales

« VVernonanthura patens (tuete)

» Botellas de vidrio calor ambar.

* Espatulas acanaladas.

* Embudo separador.

» Aros metélicos.

* Pizeta con agua destilada.

* Goteros.

* Soportes universales.

* Calentadores-agitadores marca Corning
* Erlenmeyers de distintos tamafios.

* Balon aforado de 500 mL.

* Beakers de 2000 mL, 1000 mL. 100 mL y 50 mL.
* Termometros de mercurio.

* Papel parafilm.

* Agitador de vidrio.



* Soportes para termometros de mercurio.
* Pipeta de 1 mL y 2 mL.

* Buchner.

» Kitasato.

* Probetas de 1000 mL y 25 mL.

* Vialesde l mL y 5 mL.

* Balanza granataria marca Ballar 2000,00 g + 0,01 g.

* Papel filtro.

* Coladores medianos.

* Tabla para picar.

* Embudos de espiga larga.

* Papel toalla.

* Pinzas largas.

* Tubos de ensayo.

* Estufa.

» Mangueras de caucho para conexiones.

Equipos

* Rotavapor marca Yamato modelo BM500.
* Bomba Zeny, modelo VP 125

Reactivos
* Etanol al 70%.

* Hexano.
* Diclorometano.

» Acetato de etilo.

80



« Eter etilico.
* HCI al 10%.

* Reactivo Dragendorft.

* Metanol.
* Limaduras de magnesio.
* HCI concentrado.

* KOH 0,5 mol/L.
* Cloroformo.
* Anhidrido acético.

« Acido sulfarico concentrado.
* Hidroxido de amonio 25%.
* FeCl3 1%.

* Reactivo de Vainillina 1%.

* Reactivo de Lugol.

* Reactivo de Benedict.
* NaOH al 10%.
* Propilenglicol

* Mentol.
* Sacarosa.
» Agua destilada.

« Sulfato de sodio.
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Recoleccion del material botanico, procedimientos y recursos
Las hojas de Vernonia patens se recolectaron en una finca ubicada en Mercedes sur de
Puriscal, San José, Costa Rica durante el mes de marzo del 2021. La planta se identifico en su sitio

de recoleccion por el taxonomo Lic. Luis Jorge Poveda.

Se juntd todo el material, alrededor de un kilogramo de las hojas, las cuales se lavaron, se
dejo escurrir y posteriormente se colocé en un lugar frio; se utiliz6 417,27 g para la realizacion del

extracto.

Figura 32. Hojas de Vernonia patens para la elaboracion del proyecto

Nota: Elaboracion propia (2021).

El material recolectado, seco y picado fue tratado de la siguiente manera: se pes6 223 g de
Vernonia patens en un beaker de 500 mg y 194,27 g en otro beaker, para un total 417,27 g.
Seguidamente, se procedid a colocarlos por separado en una botella grande de color ambar. A las
hojas picadas se les agrego el disolvente, que en este caso era etanol al 70%, donde se midieron
1400 mL de etanol al 100%, con 600 mL de agua destilada por duplicado, ya que se usaron dos
botellas una con 223 g de material mas 2 litros del disolvente al 70% y la otra botella con 194,27

g mas 2 litros del disolvente previamente preparado al 70%.
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Las botellas se taparon y se les colocé cinta blanca, se almacenaron en un armario oscuro,
seco y fresco durante ocho dias. Luego de la semana se filtré, utilizando el Biichner, Kitasato, papel
filtro marca Fisherbrand, y una bomba de vacio, hasta lograr separar todos los compuestos sélidos
del extracto, se determind lo filtrado y se obtuvo 3,5 litros en total, posteriormente se colocaron en

botellas de vidrio color ambar.

Figura 33. Equipo para filtracion al vacio del material macerado de las hojas de Vernonia

patens y beacker con el extracto

Nota: Elaboracion propia (2021).

Concentracion del extracto por destilacion a presion reducida

El extracto obtenido fue reducido en volumen en un rotavapor marca Yamato modelo
BM500, donde se concentrd, el filtrado se coloco en un matraz de destilacion de 500 mL este
proceso se repitio siete veces ya que el contenido total era de 3,5 litros; se calibrd la temperatura
no superior a 60 °C y la velocidad del equipo de rotacién a 100 rpm, para concentrar el extracto,

eliminando el etanol. El proceso concluyé hasta eliminar la totalidad del etanol.
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Se obtuvo 1850 mL del extracto concentrado de las hojas de Vernonia patens, el cual se
dividio en dos partes: se utiliz6 100 mL para el tamizaje fitoquimico, lo cual se guard6 en una
botella color &mbar, y los otros 1750 mL se emplearon para el fraccionamiento.

Figura 34. Rotavapor con el extracto en proceso de destilacion

Nota: Elaboracion propia (2021).

Fraccionamiento de los componentes de las hojas de planta Vernonia patens

Procedimiento

Extraccién con hexano, diclorometano y acetato de etilo
1. Tomar 200 mL del extracto concentrado y dividir en cuatro partes; por lo tanto, se utiliza
cuatro embudos separadores, donde a cada uno se le colocan 50 mL del extracto concentrado y se

le agrega 25 mL de hexano.
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2. Mezclar levemente, sin generar emulsion, y liberando el gas de forma continua por la

Ilave del embudo, hasta lograr equilibrar las presiones y que no se emane mas gas.
3. Colocar el embudo separador en el soporte, y se retira la tapa del embudo.

4. Dejar reposar hasta lograr la separacion de las fases. En el fondo se logra observar la

fase més densa (acuosa) y la fase menos densa en la superficie (hexano).

5. Retirar, por la boquilla de abajo, la fase acuosa, y por la boquilla de arriba el hexano. Al

extracto acuoso se le realizaron cuatro extracciones, hasta obtener una coloracion muy clara.
6. Se obtuvo la fraccidn del hexano, se colocé en una botella &mbar y se rotulé.
7. Se repitio los pasos del 1 al 6, pero utilizando diclorometano y acetato de etilo.

8. Las fracciones se rotularon y se guardaron en la refrigeradora.

Figura 35. Extractos obtenidos del fraccionamiento, recipientes rotulados

Soncentracian del Exracy, va
Tesis de Geas Tesis da Grs
Estugante Lnoy Osgs Esadlante Lircy 0:

Tutr: Lic. Javer A

Nota: Elaboracion propia (2021).
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Extraccion con éter etilico

1. Se tomd 50 mL del extracto crudo, se coloco en un embudo separador y se le agrego6 25
mL de éter etilico, este paso se realiz6 por triplicado. El contenido se agité suavemente
(se libers constantemente el gas), lo cual se hizo abriendo suavemente la llave del

embudo.

2. Colocar el embudo de separacion en el soporte y retirar la tapa del embudo. Se deja
reposar hasta que se dé la division clara de las dos fases. La fase mas densa estara en el

fondo (fase acuosa), y la fase menos densa en la superficie (éter etilico).

3. Se recolecto6 las dos fases en beaker de 150 ml diferentes; la fase mas densa (el
extracto acuoso) se retiré de primera por la boquilla de abajo. En otro recipiente rotulado
se coloco el extracto etéreo, el cual se retird por la boca superior del embudo.

4. Se volvib a colocar el extracto acuoso en el embudo separador, y se agregaron de
nuevo 25 mL de éter etilico (este proceso se realiz6 tres veces). A esto se le afiadio
sulfato de sodio anhidro; se colocaron todos los extractos etéreos en el recipiente
rotulado como extracto etéreo, y el acuoso se recuperc’; en el recipiente rotulado como

extracto acuoso.

5. Al finalizar quedaron dos recipientes: uno con el extracto acuoso y otro con el

extracto etéreo.
Extracto acuoso

1. El extracto acuoso se separ6 en dos recipientes de volumenes iguales, para ser

exactos 50 ml de cada uno, rotulados como AQ1 y AQ2.

2. Al extracto AQ2 se le afiadieron 25 mL de HCI 3 mol/L; se agit6 bien y se calentd

durante 20 minutos.

3. Se dejo enfriar, y la muestra fria se coloc en el embudo separador. Se procedi6 a
realizarle tres extracciones con el éter etilico, de igual manera que se realizé con el

extracto original.

4. Se separo el extracto etéreo como AQZ2E, y al acuoso como AQ?2.
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5. La muestra AQl se guardd en refrigeracion, para mas adelante realizar las

respectivas pruebas.
Extracto etéreo
1. Se procede a concentrar, hasta un volumen no mayor de 30 mL.

2. Posteriormente, se realizaron diferentes pruebas de identificacion de metabolitos

secundarios, utilizando el extracto anteriormente concentrado.

Figura 36. Extractos obtenidos, rotulados y en sus respectivos recipientes

%0 Etéreo (Vernonis Pati Muestra AQ2E (Vernon: -

Fecha: 13-4-2021 Fecha: 13-4-202

—_— . i R P — - .
ﬁ' ‘m S — e
< -, - A‘-A‘.‘ i L‘ - -

Nota: Elaboracion propié @021).
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Tabla 8. Pruebas para realizar por cada extracto obtenido, para llevar a cabo el tamizaje

fitoquimico
Tipo de Extracto Extracto Etéreo Extracto Acuoso (AQ1) | Extracto Etéreo (AQ2E) |Extracto Acuoso (4Q2)

oPrueba de Dragendortf +Prueha de Lugol oPrucha de Dravendorff | #Prueba de Borniriger-
(Identificacion e alcaloides) (Determinacion d= Almidon) |(Identificacion de alcaloides) | Kraus (Deferminacion
#Prueba de Shinoda ([dentificacion |#Prueba de Espuma #Prueba de Shinoda e anfraquinonas).
de flavonoides) (Deferminacion de saponinas) |(ldenfificacion de flavonoides)
oPrueba de Borntrager-Kraus #Prueba de Benedict oPrucba de KOH
(dentificacion de anfraquinonas)  |(Deferminacion de azicares  |(Identificacion d cumarinas)
o Cromatografia de capa fina TLC ~ {reductores) #Prueba de Liberman Burchard

Procbas para eali2t | Detornacion de Terpenos) | oPruehade Tinos (Identificacion de triterpenos)

#Prueba de KOH (Identificacion de
cumarinas)

#Prueba de Liberman Burchard
(1denfificacion de triterpenos)
#Prueha e Taninos (Determinacion
de taninos).

(Determinacion d taninos)
#Prueba de Dragendorff
(Identificacion de alcaloides).

#Prueba de Borntrager-Kraus
(Identificacion de
anfraquinons)

Nota: Elaboracién propia (2021).

Prueba de Dragendorff (identificacion de alcaloides)

1. Setomaron 4 mL del extracto etéreo y se colocé en un tubo de ensayo; usando el bafio

Maria, se evapord el disolvente (éter).

2. El residuo resultante se disolvié en 3 mL de HCI al 2%; luego se le agregaron 3 gotas

del reactivo de Dragendorff; este reactivo se agrego por las paredes del tubo de ensayo.

3. Si hay presencia de alcaloides se forma un precipitado anaranjado.

4. Esta prueba se repite para AQ2E y AQ1, con la excepcién de que al AQ1 no se coloca

en bafio Maria, sino que se le adicionan los reactivos despues de colocar los 4 mL en el tubo de

ensayo.
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Prueba de identificacion de cumarinas (KOH)

1. Setomaron 4 mL del extracto etéreo y se colocé en un tubo de ensayo; usando el bafio

maria, se evaporo6 el disolvente (éter).
2. El residuo obtenido se disolvié en 1 mL de agua hirviendo.

3. Se colocaron 2 gotas separadas con ayuda de un capilar a un papel filtro, de la solucion

que estaba en el tubo de ensayo.

4. Se observaron las gotas del papel filtro usando la lampara UV a una longitud de onda de

366 nm, luego se le agregé KOH a las gotas y se volvié a observar en la lampara.

5. Si hay presencia de este metabolito, se debe observar una coloracion verde alrededor de

la muestra, inmediatamente después de aplicado el KOH.
6. Esta prueba se repite para AQZ2E.
Prueba de identificacion de flavonoides (Shinoda)

1. Se colocaron en una gradilla dos tubos de ensayo, se tomaron 4 mL del extracto etéreo y

de AQ2E; usando el bafio Maria, se evaporo6 el disolvente (éter).

2. El residuo resultante se disolvié en 2 mL de metanol y se calentd nuevamente en bafio

Maria.

3. Se le adicioné una punta de espéatula de limaduras de magnesio; se llevo la muestra a la
capilla de extraccion, con mucho cuidado, y por las paredes del tubo de ensayo se le agregé 1 mL
de HCI concentrado, se agit6 suavemente (se iba a generar un burbujeo violento).

3. Si hay presencia de flavonoides, se debe generar una coloracion rojo oscuro (si no es alta

la concentracion de este metabolito puede ser un color rosa).
Prueba de Liberman Burchard (identificacion de triterpenos y esteroles)

1. Se tomaron 4 mL del extracto etéreo y se colocaron en un tubo de ensayo; usando el bafio

Maria se evapord el disolvente (éter).

2. Se llevé el tubo de ensayo a la capilla y se le agreg6 al residuo obtenido: 1 mL de

cloroformo.
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3. Luego se le adiciond 1 mL de anhidrido acético, y se agito el tubo de ensayo con cuidado.

4. Al tener el tubo inclinado y sin agitar, se le agregaron lentamente 3 gotas de acido

sulfarico concentrado.

5. Si la prueba es positiva en este metabolito, se formara un anillo en medio de las dos fases,

de color rojo marron o verde esmeralda.
6. Esta prueba se repite para AQZ2E.
Prueba de Borntrager-Kraus (identificacién de antraquinonas)

1. Se tomaron 4 mL del extracto etéreo y se colocaron en un tubo de ensayo; usando el bafio

Maria se evapord el disolvente (éter).
2. El residuo obtenido se disolvié en 1 mL de hidroxido de amonio al 25%.

3. Si la prueba es positiva en este metabolito, la disolucion se tornara de un color rojo

oscuro.

4. Esta prueba se repite para AQ2E y AQ2A, con la excepcion de que al AQ1 no se coloca
en bafio Maria, sino que se le adicionan los reactivos después de colocar los 4 mL en el tubo de

ensayo.
Prueba de taninos (identificacién de taninos)

1. Se tomaron 4 mL del extracto etéreo y se colocaron en un tubo de ensayo; usando el bafio

Maria se evaporo el disolvente (éter).
2. Al residuo obtenido se le afiadieron cinco gotas de cloruro de hierro 111 al 1%.

3. Si la prueba es positiva en este metabolito, la disolucion se tornard de un color azul

(taninos galicos) o color verde (taninos catéquicos).
4. Esta prueba se repite para AQ1, omitiendo el paso nimero 1.
Prueba de cromatografia de capa fina TLC (determinacion de terpenos)

1. Se tom0, con un capilar, una muestra del extracto etéreo, y se aplicd una pequefia gota
en una placa cromatogréafica de capa fina (silica gel con fluorescencia a 254 nm); esta fue la fase

estacionaria.
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2. Para la elaboracion de la fase mavil o eluyente se usaron 18 mL de hexano y 2 mL de
acetato de etilo (9:1).

3. Se armo el sistema cromatografico, igual que se muestra en la Figura 37; se tuvo el
cuidado de que la cantidad de eluyente realizada no estuviera por encima del punto de aplicacion

de la muestra.

4. Una vez ajustado el sistema, se colocé la placa dentro, se cubri6 y se retird la placa

cuando el eluyente Ilego a la marca de 0.5 cm de la parte superior.
5. Se dejé secar bien y se observé con la luz UV a 254 y 365 nm.

6. A la placa se le agregé el reactivo vainillina-acido sulfurico en etanol, hasta que quedd
bien impregnada. Se realiz6 desde la parte superior de la placa y se dejé correr en linea recta. Se

dejo secar.

7. Laplaca se revel6 quemandola en el calentador-agitador con la parte metélica en contacto

con el calentador, y se retiro cuando la coloracion se observé intensa.

8. Se repitio el proceso para otra placa, con la variacion que se reveld utilizando yodo

metalico.

Figura 37. Dimensiones de una placa cromatografica para TLC y Sistema cromatografico

Vidrio reloj
) —>
_9 Nivel maximo de
eluente
Aplicacion de Jcm
la muestra \
-~ . -
0.5 em ——] Y ————> el del choene

Nota: Alpizar (2018).
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Prueba de Lugol (determinacion de almidon)
Se tomaron 2 mL del extracto AQ1 y se coloc6 en un tubo de ensayo.

Se le afiadié gota a gota el reactivo de Lugol, hasta observar que hay un cambio de color;

se puede agregar un maximo de 2 mL del reactivo.
Para que la prueba dé positivo a almidén, debe cambiar a color azul.
Prueba de Benedict (determinacién de azUcares reductores)
Se agregaron 1 mL de AQ1 a un tubo de ensayo.
Se le afiadieron 7 ml del reactivo de Benedict, agitando un poco.
Se coloco el tubo de ensayo en un bafio maria y se esperd 20 minutos.
La prueba es positiva si hay formacion de un precipitado rojo ladrillo.
Prueba de espuma (determinacion de saponinas)
Se agregaron 3 mL de AQ1 a un tubo de ensayo.
Se tapo el tubo con papel parafina y se agito por un minuto; se dejé reposar por 20 minutos.

La prueba es positiva si la solucion presenta espuma.

Pruebas microbioldgicas para la evaluacion de la capacidad antibacteriana de los diferentes

extractos de las hojas de la planta Vernonia patens.

Materiales y equipo

Micropipeta marca DLab de 200 pL.

Micropipeta marca DLab de 1000 pL.

Gradillas.

Tubos de ensayo.

Placas de Petri.

Discos de papel filtro Whatman Schleicher & Schuell (6 mm).

Asas estériles.


https://www.google.com/search?q=discos+schleicher+%26+Schuell&tbm=isch&authuser=1&bih=775&biw=1536&hl=es&sa=X&ved=2ahUKEwiFqbry7L3xAhWDO1MKHfT_DKEQBXoECAEQFw
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Embudos.

Papel filtro.

Probetas.

Jeringas de plastico desechables 5 ml.
Filtro para jeringa, 0.22 Micron X 25mm SE-AF2501-22.
Incubadora.

Viales.

Torundas estériles.

Nefelometro.

Lamparas de alcohol.

Guantes.

Pinzas.

Reactivos

Placas de agar Mller-Hinton.

Cepa de Salmonella diarizonae.

Reactivos hexano, acetato de etilo y diclorometano.
Agua tridestilada.

Extractos de la planta Vernonia patens obtenido por hexano, diclorometano, acetato de etilo

Yy acuoso.
Disco de ciprofloxacino CIP 5 pg.

La cepa de Salmonella diarizonae fue facilitada por el Laboratorio de Bacteriologia Medica

de la Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa Rica, solicitada por la microbiologa

Dra. Claudia Arroyo. En cuanto a los discos del antibidtico de ciprofloxacino, fueron facilitados

por la Dra. Idalia Valerio, del Departamento de Investigacion de la Universidad de Ciencias
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Médicas (UCIMED). Los demas materiales, equipos e insumos fueron adquiridos por la

Universidad Internacional de las Américas y el Laboratorio Dra. Claudia Arroyo.

Figura 38. Cepa de Salmonella diarizonae en agar sangre

Nota: Elaboracién propia (2021).

Para la evaluacion de las pruebas antibacterianas de los diferentes extractos obtenidos a
partir de las hojas de la planta Vernonia patens, en los diferentes diluyentes (hexano,
diclorometano, acetato de etilo y acuoso), frente a la cepa de Salmonella diarizonae, se
desarrollaron las pruebas microbioldgicas en el Laboratorio Clinico Dra. Claudia Arroyo, ubicado
en Santiago de Puriscal, bajo su supervision y de la mano con el tutor, Lic. Javier Alpizar, y la

cooperacion de la Dra. Idalia Valerio.
Procedimientos

Para iniciar con las pruebas se preparé una suspension bacteriana al 0.5 en la escala
McFarland, se procedi6 en primer lugar a montar el control positivo, para el cual se utilizaron los
discos de ciprofloxacina con la concentracion de 5 pg y para control negativo y blanco en este caso
se expusieron los solventes utilizados para las extracciones, con el fin de comprobar si pudieron
intervenir o no en el ensayo, estos se sembraron en las placas de agar Miller-Hinton.



95

Figura 39. Discos de antibidtico ciprofloxacina

Nota: Elaboracion propia (2021).

Figura 40. Fotografia de control negativo o blancos realizada a cada solvente para probar
que no poseen actividad bactericida por si solos

Nota: Elaboracion propia (2021).
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Concentracién y dilucion de los extractos de las hojas de la planta Vernonia patens

Al finalizar la recoleccion de los extractos (hexano, diclorometano, acetato de etilo y lo que
quedod de concentracion en acetato de etilo fue 48 mL, hexano 43 mL, diclorometano 23 mL y
acuoso no se concentrd y el volumen era de 333 mL.

A partir de los extractos madre se prepararon diluciones en concentraciones de 75% y 25%
para exponer la bacteria a diferentes concentraciones de los extractos. En viales de 1 ml se
prepararon las soluciones, se tomo 0,75 ml del volumen concentrado y 0,25 ml del disolvente para
obtener soluciones de los extractos al 75%, y para la concentracién al 25% se tomo 0,75 ml de

disolvente y 0,25 ml de volumen madre.

Los extractos fueron filtrados antes del proceso de concentracion a través de filtros de
trompo, y jeringas, con el fin de garantizar la pureza del material, esto se repitié para los cuatro
extractos. Las disoluciones se llevaron a cabo en el laboratorio microbiolégico con pipetas

graduadas y en cada llenado se cambi0 la punta para evitar la contaminacion cruzada.

Figura 41. Muestras de los extractos listos, en sus diferentes concentraciones 100%, 75%,

25% y su blanco respectivo

Nota: Elaboracion propia (2021).
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Comprobacion de cepa bacteriana Salmonella diarizonae

Para comprobar que la cepa de la bacteria Salmonella diarizonae que fue enviada de la UCR
Ileg6 en buen estado y es formadora de H2S, se le realiza un repique para comprobar que esta en
las condiciones Optimas. Se raya en agar salmonella shiguella y en agar sangre, el Agar salmonella
shiguella es para comprobar que sea H2S positiva y el agar sangre para mantenerla fresca. Este
procedimiento se llevé a cabo en el laboratorio microbiolégico. Los resultados fueron

satisfactorios.

Figura 42. Placas rayadas para comprobacién de cepa en buen estado

Nota: Elaboracion propia (2021).
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Cultivo de la cepa bacteriana Salmonella diarizonae en el laboratorio

El método utilizado fue el de difusion por discos en agar descrito por Bauer y modificado
por Calvo y Asencio en 1999. Las placas de Petri utilizadas fueron de agar Mueller Hinton con un

diametro de 90 mm y con un espesor de 5 mm.

La cepa fue preparada en una escala de 0.5 McFarland y comprobada por medio de un
nefelémetro, para el rayado de la cepa bacteriana se depositaron 0.1 ml de la suspension en las
placas y se ray6 con asas estériles, el método de rayado fue en todas las direcciones para lograr el

crecimiento de la bacteria en toda la placa.

Simultdneamente se esterilizaron y prepararon discos de 6 mm de papel filtro Whatman
Schleicher & Schuell disefiados para procedimientos de ensayo de antibidticos y fines de
investigacion interna, los cuales se impregnaron de cada extracto en las tres concentraciones de
100%, 75% y 25%. Se elimino el exceso con la ayuda de una placa de pocillos y se inocularon de

forma central en cada placa con la ayuda de una pinza previamente esterilizada.

Los ensayos de cada extracto se realizaron por triplicado, y se llevaron a incubacion por 24
horas a 37 °C para su posterior lectura. Se montaron en paralelo los controles, tanto positivos como

negativos.

Figura 43. Discos de papel filtro Whatman Schleicher & Schuell

Nota: Frometa, Marreno, Gonzales, Lugo, Fernandez & Doménech (2020).


https://www.google.com/search?q=discos+schleicher+%26+Schuell&tbm=isch&authuser=1&bih=775&biw=1536&hl=es&sa=X&ved=2ahUKEwiFqbry7L3xAhWDO1MKHfT_DKEQBXoECAEQFw
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Figura 44. Placas listas para incubacion, con la cepa y las disoluciones respectivas por

triplicado

Nota: Elaboracion propia (2021)

Las placas se incubaron todas juntas con la temperatura correspondiente, a las 24 horas se
observa el crecimiento de las bacterias en las placas, y se llevd a cabo la evaluacion de los extractos
en las placas, se tomaron medidas de los halos. Al finalizar todas las placas, se determin6 un

promedio por cada halo de inhibicion, segun lo indica la literatura.
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Figura 45. Incubadora utilizada en el ensayo microbiologica, a temperatura 37 °
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Nota: Elaboracion propia (2021).
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS

En este apartado se explican los resultados obtenidos en el proyecto de investigacion, se
considera importante hacer una descripcion de las etapas por orden de los tres objetivos especificos
detallados en el primer capitulo. Esto llevo a la realizacion de los procedimientos de extraccion y
fraccionamiento de las hojas de la planta Vernonia patens, se realizaron pruebas de tamizaje
fitoquimicas para determinar qué clase de metabolitos secundarios contienen las hojas de la planta
Vernonia patens en sus hojas, y pruebas microbioldgicas para la comprobacion de actividad

antibacterial ante la Salmonella diarizonae.
Fraccionamiento de las hojas de la planta Vernonia patens (tuete) y obtencion del extracto.

Las hojas de la planta Vernonia patens fueron recolectadas y seleccionadas para que no
existiera ninguna picada o en mal estado. En una pila de cemento se llevo a cabo el lavado del
material, posteriormente las hojas de la planta Vernonia patens se colocaron en un manteado de
tela (hilo), al aire libre y se dejaron secar toda la noche, el corte y picado se hacen despues del
secado para evitar la pérdida por volatilizacién de principios activos segun lo mencionan los
autores Vicente, Yesid y Casares (2000), al dia siguiente se juntd y se coloco en una bolsa de tela,
debido a que ese dia fue llevado al laboratorio de la Universidad Internacional de las Américas,

donde fue picado finamente de forma manual con un cuchillo, como se puede ver en la Figura 46.
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Figura 46. Hojas de Vernonia patens, lavada, secada y cortada, lista para la obtencion del

extracto

Nota: Elaboracién propia (2021).

El método utilizado para la extraccion del material vegetal en este proyecto de investigacion fue
mediante la maceracion de las hojas en etanol a una concentracion del 70% con un tiempo de ocho

dias.

El principio de esta técnica consiste en la obtencion de extractos gracias al tiempo de
contacto que el solvente debe tener con el material vegetal para lograr una mayor superficie de

contacto con el solvente, este proceso se realiz6 a temperatura ambiente.

Se recomienda realizar agitaciones frecuentes para homogenizar el producto y asi tratar de
influenciar el rendimiento de la extraccion del material vegetal; es conveniente la proteccion del
recipiente de extraccion de la luz solar, ya que esta puede llegar a descomponer sustancias
fotolabiles (Moreno, 2018).

A la semana siguiente, la mezcla se filtré en el equipo correspondiente y el disolvente se
concentré mediante el equipo evaporador rotativo a presion reducida a una temperatura no mayor
de 60 °C, asi lo mencionan Ramirez & Solera (2001), en su trabajo de investigacion, el método de
rotavapor es el mas indicado, facil de manejar y el resultado el mas preciso, la eliminacién del
etanol es casi completa y asi se obtiene el extracto crudo esperado.



103

El material crudo se trabajé con tres diferentes disolventes de polaridad distinta a la del
agua, de esta manera se puede dar la separacion de los compuestos del extracto crudo segun la
afinidad en los disolventes, hexano diclorometano y acetato de etilo. El fraccionamiento realizado
se llevo a cabo la semana siguiente de la filtracion, los pasos se llevaron a cabo en el orden

establecido con el fin de ir incrementando poco a poco la polaridad.

Una vez eliminado todo el etanol, se procedi6 a la obtencidn de los extractos diclorometano,
hexano, acetato de etilo y acuoso, este Ultimo se elabora por medio de la extraccion liquido-liquido,
proceso que se ha utilizado para los extractos de las hojas de Vernonia patens, segun Moreno
(2018), donde se da la transferencia de una o varias sustancias desde una fase liquida a otra liquida
que es inmiscible con la primera, debido al reparto entre las dos fases de compuestos de diversas
polaridades. Generalmente una de las fases es acuosa y la otra es organica.

Figura 47. Extractos de hexano, diclorometano, acetato de etilo y acuoso, obtenidos en el

fraccionamiento del extracto crudo de las hojas de la planta Vernonia patens (tuete)

én dol EXtract; a Patens

fitsdanta Linoy Delgado Valverde

Tl L. Javier Alpizar Corder

232021 333 m

Nota: Elaboracion propia (2021).

Los cuatro diferentes extractos buscados se obtuvieron mediante la técnica recomendada, y
sus volumenes fueron distintos, su apariencia fue un liquido fluido. El extracto de hexano presento

caracteristicas organolépticas como color amarillo brillante, la consistencia liquida y apariencia
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translucida. En el extracto de diclorometano, sus caracteristicas organolépticas fueron un color

amarillo oscuro, apariencia traslucida y consistencia liquida.

En el acetato de etilo sus caracteristicas fueron el color amarillo claro, con apariencia
traslUcida con particulas visibles y consistencia liquida, y por ultimo, el extracto acuoso con una

tonalidad amarillo brillante, apariencia traslicida y consistencia liquida.

Figura 48. Extracto de hexano obtenido en el fraccionamiento del extracto crudo de las

hojas de la planta Vernonia patens (tuete)

Nota: Elaboracion propia. (2021).



105

Figura 49. Extracto de acetato de etilo obtenido en el fraccionamiento del extracto crudo

de las hojas de la planta Vernonia patens (tuete)

Nota: Elaboracion propia, (2021).
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Tabla 9. Extractos caracteristicos y volimenes obtenidos a partir del fraccionamiento de

las hojas de la planta Vernonia patens (tuete)

_ Volumen del Caracteristica Organoléptica
Disolvente de
e extracto
Extraccion L . :
(mL) Apariencia Color Consistencia
Hexano 321 mL Traslicida Amarillo brillante Liquida
Diclorometano 347 mL Translucida Amarillo oscuro Liquida
etilo particulas visibles
Acuoso 333 mL Translucida Amarillo brillante Liquida

Nota: Elaboracién propia (2021).

Luego de obtenidos y caracterizados los extractos elaborados, se procede a determinar la
cantidad de los sélidos disueltos en los extractos y asi alcanzar la concentracion de cada extracto.
Los céalculos de las concentraciones se observan en la Tabla 10, los obtenidos mediante la
determinacion de la masa por diferencia, anotando las masas de los viales vacios y posteriormente
con el residuo de material contenido en 1 mL y 2 mL del extracto. La masa de los residuos fue

cuantificada en mg y la concentracion, por mL de extracto.
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Tabla 10. Masas de las variables por cada extracto y obtencion de la concentracion de los

extractos preparados

Extracto Muestra Masa de Masa de Masa Volumen Concentracion
los viales losviales obtenidade administrado al
(mg/mL)
vacios +s6lidos  adiferencia vial (mL)
contapa disueltos de pesos
(mg) con tapa (mg)
(mg)
Acuoso Concentrada 9847,9 9922,8 74,90 2,00 mL 37,45 mg/mL
Acetato de Etilo  Concentrada 2502,8 2543,0 40,20 1,000 mL 40,20 mg/mL
Diclorometano  Concentrada 24917 2528,4 36,70 1,000 mL 36,70 mg/mL
Hexano Concentrada 2549,6 2581,1 31,50 1mL 31,50 mg/mL

Nota: Elaboracién propia (2021).

La determinacion de la concentracion masa/volumen de los extractos obtenidos y los cuales

se muestran en la Tabla 10, se realiz6 mediante la utilizacién de la siguiente férmula:

masa (mg) masa solidos disueltos en miligramos(mg)
volumen (mL)’ Volumen administrado al vial (mL)

Concentracion

Caracterizacion de los extractos de las hojas de la planta Vernonia patens mediante

tamizaje fitoquimico

Seguidamente, para llevar a cabo la caracterizacion de los compuestos activos que poseen
las hojas de la planta Vernonia patens se procede a realizar el tamizaje fitoquimico para el extracto
etéreo donde se analizaron las pruebas para verificar la presencia de metabolitos secundarios:
flavonoides, taninos, saponinas, cumarinas, terpenos, triterpenos y esteroides, antraquinonas,
almidon y azucares reductores. Las pruebas se les realizaron a los extractos, identificados de la

siguiente manera: etéreos (E), acuosos (AQ1 Y AQ?2)y del extracto AQ2 se fracciond para obtener



108

(AQ2E y AQ2), estos extractos se obtuvieron de acuerdo con el procedimiento ya descrito en la

metodologia de la investigacion.

En la Tabla 11 se muestran los resultados generales del tamizaje fitoquimico por cada
extracto analizado, donde se describen los resultados de la siguiente forma: (+++) = muy positivo,
(++) = positivo, (+) levemente positivo, (-) negativo. Se realiza esta clasificacion de acuerdo con
las observaciones realizadas a las coloraciones obtenidas en las pruebas y las reacciones que se
produjeron, segin lo menciona Alpizar (2018), en su Manual de Laboratorio de Farmacognosia.

Tabla 11. Resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico realizados a los diversos

extractos de las hojas de la planta Vernonia patens (tuete)

Prueba Identificacion Resultado de Extracto Resultado
presencia analizado
positiva
Dragendorff Alcaloides Precipitado Etéreo (+)
naranja
AQ2E )
AQ1 )
Shinoda Flavonoides Coloracion rojo, Etéreo (+++)
rosado o rojo
+
0Scuro AQ2E )
KOH Cumarinas Coloracién verde Etéreo (+++)
alrededor
AQ2E (+++)
Liberman Triterpenos y Coloracion rojo Etéreo )
Burchard Esteroles marrén o verde
AQE2 )
esmeralda

Antraquinonas Etéreo )



Borntrager-
Kraus

Taninos

Cromatografia

capafina

Lugol
Espuma

Benedict

(+++) = muy positivo; (++) = positivo; (+) levemente positivo; (-) negativo.

Taninos

Terpenos

Almidon
Saponinas

Azlcares

reductores

Coloracion rojo

OScCuro

Coloracion verde

o coloracioén azul

Manchas verdes,
azules o

moradas.

Azul
Espuma

Precipitado rojo

AQ2E

AQ2

Etéreo

AQ1

Etéreo

AQ1

AQ1

AQ1

)
)
(++)
(+++)

()

()
(+)

(+++4)
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Nota: Elaboracién propia (2021).

Realizadas las pruebas y con los datos mostrados en la Tabla 11, esto indica, segln la

cantidad de pruebas obtenidas por cada extracto trabajado y analizado, el extracto etéreo y AQ1,

tienen una mayor presencia de metabolitos secundarios, lo que arroja que en la mayoria los

compuestos que presentan las hojas de la planta Vernonia patens son caracteristicamente con baja

polaridad, ya que el éter disuelve favorablemente los componentes no polares. El otro extracto que

mostrd una cantidad significativa de metabolitos secundarios fue el extracto AQ1 reafirmando su

polaridad.

Para observar mejor y resumir los datos de los metabolitos secundarios que poseen las hojas

de la planta Vernonia patens, en la Tabla 12 se pueden ver los resultados finales del tamizaje

fitogquimico previamente realizado. Comparando con otras investigaciones de la planta, se asimilan

los que dieron positivos.
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Tabla 12. Tipos de metabolitos detectados mediante el tamizaje fitoquimico en las hojas

de la planta de Vernonia patens

Metabolitos secundarios presentes en el extracto
Extracto |
Alcaloides Cumarinas Taninos Flavonoides Azlcares
reductores
AQ1 X X
AQ2E X X
E X X X X

Nota: Elaboracién propia (2021).

Con los resultados obtenidos en los las pruebas de tamizaje se puede confirmar que las hojas
de la planta Vernonia patens empleadas en la investigacion poseen los siguientes metabolitos
secundarios: cumarinas, flavonoides, taninos, azucares reductores y en baja cantidad, pero
presentes, los alcaloides. Esto se relaciona con los tamizajes fitoquimicos elaborados por Moreno
(2018), donde se mencionan resultados positivos para la identificacion de flavonoides, Terpenos,

auronas y fenoles.

Segln Manzano y colaboradores (2013) en su estudio en flores, hojas y ramas de la planta
Vernonia patens, evidenciaron realizado la presencia de 29 compuestos de los cuales 23 se
encontraban en las hojas, acido graso en toda las partes analizadas de la planta, ademas los
compuestos insaponificables presentes en las fracciones lipidicas, fueron analizados en
cromatogramas gaseosos analiticos, y se vio la presencia de triterpenoides, este segundo articulo

reafirma los metabolitos encontrados.

En los andlisis que se muestran a continuacion se van a detallar los resultados para cada
metabolito secundario por separado, dando a conocer sus propiedades por medio de la presencia y

ausencia en las hojas, especificamente.
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Identificacion de alcaloides

Para llevar a cabo la identificacion de los alcaloides en este extracto vegetal se les realiz6
las pruebas a los extractos etéreos, AQly AQZ2E. Es necesario indicar que la prueba debe dar un
tono naranja para clasificar como positivo el resultado; en el trabajo de campo realizado solo el
extracto etéreo dio un leve color naranja, lo que indica en la Figura 50 que en los extractos AQLly
AQZ2E la prueba resultd negativa, ya que la coloracion dio amarillo con anillo naranja y café, en
este caso las pruebas no arrojaron ningdn precipitado.

El resultado era el esperado, debido a que en las tesis y articulos leidos se indica que los
resultados no eran positivos en las pruebas de alcaloides; ademas, para estar méas seguros a la hora
de los resultados, el Lic. Luis Poveda -botanico y biélogo- recomendo el estudio de la familia de
la planta debido a que no se han realizado investigaciones a gran escala de la planta Vernonia
patens. Segun el autor Germosén (2014), en la Farmacopea Vegetal Caribefia, las especies de la
familia Asteraceae no posen alcaloides, se evidencia cuando describe que las plantas Tagetes lucida
(hierba de San Juan), Tanacetum parthenium (altamiza) familia de la Vernonia patens por

mencionar algunas, son ricas en metabolitos secundarios.

Figura 50. Aplicacion de pruebas de identificacion de alcaloides con reactivo
Dragendorff, extractos: Etéreo, AQLl y AQ2E

Nota: Elaboracién propia (2021).
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Identificacion de flavonoides

Para llevar a cabo la identificacion de los flavonoides se realizo la prueba de Shinoda, para
poder comprobar que la prueba es positiva, la coloracion a la hora del cambio es de color rojo o
también rosado claro. En esta prueba los extractos usados fueron los AQ2E y el extracto etéreo,
como se puede observar en la Figura 51, los dos presentan un resultado positivo, inicialmente la
coloracion de los extractos era amarillo claro, por este motivo fue muy evidente el cambio de

coloracion, que si fue el adecuado segln lo menciona la literatura.

Moreno et al. (2018), en su tesis Actividad antimicrobiana in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas Vernonanthura patens (lariaco) en cepas de Salmonella spp, demuestra
que en la composicidn fitoquimica de la planta Vernonia patens si existe la presencia del metabolito
secundario flavonoide.

Figura 51. Aplicacion de pruebas de identificacion de flavonoides con reactivo: Etéreo y
AQ2E

Nota: Elaboracion propia (2021).
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Identificacion de Cumarinas

Las pruebas para la identificacion de cumarinas fueron aplicadas al extracto etéreo y AQ2E,
se identifica la presencia de cumarinas con ayuda del reactivo KOH, segun lo indica Alpizar (2018),
la presencia del metabolito revela una tonalidad verde alrededor con la ayuda de la lampara UV
visible, que el caso de los dos extractos se observd muy fuerte. Se refleja enla Figura 52 como la

coloracion es intensa, obteniendo el resultado positivo ante un solo extracto.

Esta prueba fue un gran aporte también para la parte microbiolégica, ya que segun Mifio
(2007) las cumarinas son utilizadas en terapias para el tratamiento de la soriasis, también tienen
propiedades antibacterianas, y en este estudio se busca demostrar que los extractos poseen poder

inhibitorio contra la especie de la bacteria salmonella diarizonae.

Figura 52. Aplicacion de pruebas de identificacion de cumarinas con reactivo KOH,

extractos: Etéreoy AQ2E

Nota: Elaboracién propia (2021).
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Identificacién de triterpenos y esteroles

La prueba para identificacion de los grupos de triterpenos y esteroles se realiz6 mediante la
prueba de Liberman Burchard, por medio de la cual se realiza un procedimiento que debe
maniobrarse rapido y preciso, debido al manejo de acido sulfurico concentrado, si los resultados
son positivos la coloracion debe dar tonos verde esmeralda o rojo marrén, pero en la Figura 53 se

muestra como la tonalidad no cambid, dando resultados negativos.

Figura 53. Aplicacion de pruebas de identificacion de Triterpenos y Esteroles con reactivo

de Liberman Burchard, extractos: Etéreo y AQ2E

Nota: Elaboracion propia (2021).
Identificacién de antraquinonas

En la Figura 54, se puede observar los resultados obtenidos para los extractos etéreos,
AQ2E, AQ2, los cuales son tonalidades amarillas; en esta prueba los resultados esperados son
tonalidades rojo oscuro, por ende, se descarta que posea antraquinonas. En la bibliografia revisada
no se encuentran datos de estudios anteriores que indiquen que el tamizaje evidencie la presencia

de antraquinonas.
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Figura 54. Aplicacion de pruebas de identificacion de antraquinonas con reactivo de

Borntréger- Kraus, extractos: Etéreo, AQ2E y AQ2

Nota: Elaboracion propia (2021).

Identificacion de taninos
Las pruebas para la identificacion de taninos se realizaron en los extractos AQ1 y etéreo de

la las hojas de la planta Vernonia patens, para la identificacion de la prueba la coloracién positiva

es azul ante la presencia de taninos galicos, y una coloracién verde para los taninos catéquicos.

En el caso de esta prueba y segun lo observado en el laboratorio y en la Figura 55, el
resultado es positivo en ambos extractos, la tonalidad ha sido identificada por Manzano (2013),
quien en su articulo describe que los resultados verdes oscuro se deben a que este 6rgano vegetal

es positivo.
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Figura 55. Aplicacion de pruebas de identificacion de taninos, extractos: Etéreo y AQ1

Nota: Elaboracion propia (2021).

Identificacion de terpenos

La realizacion de esta prueba se tuvo que repetir en dos ocasiones, es compleja, debido a
que se humedece con el reactivo de vainillina que se prepara en el momento, ademas el quemado
debe ser muy controlado y a bajas temperaturas, donde se espera que aparezcan tonalidades entre
fucsiay morado. En las dos ocasiones que se realizaron dio negativos, como se muestra en la Figura

56.

Figura 56. Aplicacion de prueba de identificacion de terpenos por medio de cromatografia

de capa fina, reveladas con vainillina

Nota: Elaboracion propia (2021).
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Identificacion de almidén

Los extractos en esta prueba deben presentar un cambio de coloracion que tiende al color
azul para que sea positiva. La prueba de identificacion de almidon se llevo a cabo en el extracto
AQ1, con el reactivo de Lugol, los resultados en este caso fueron de una tonalidad café, dando un

resultado negativo, el cual se puede observar con la claridad en la Figura57.

Figura 57. Aplicacion de prueba de identificacion de almidédn con reactivo de Lugol,
extracto: AQ1

Nota: Elaboracion propia (2021).

Identificacion de saponinas

Para la prueba de saponinas se trabaj6 el extracto AQL; para clasificar la prueba como
positiva, segun el Manual de farmacognosia de Alpizar (2018), debe verse después del
procedimiento, en la base, presencia pronunciada de espuma, por ende, en las pruebas se muestra

su ausencia al final, descartando positiva esta prueba.
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Figura 58. Aplicacion de prueba de identificacion de saponinas (espuma), extracto: AQ1

Nota: Elaboracion propia (2021).

Identificacion de azlcares reductores
El extracto utilizado para esta prueba es el AQL, en este caso, si posee azlcares reductores

se forma un precipitado naranja (Alpizar, 2018). En la Figura 59 se observa con detalle el

precipitado que se formo a la hora de adicionar el reactivo de Benedict, resultando la prueba

positiva.
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Figura 59. Aplicacion de prueba de identificacion de azucares reductores con reactivo de

r

Benedict, extracto: AQ1

Nota: Elaboracion propia (2021).

Con los resultados obtenidos anteriormente se puede conocer la presencia de los
metabolitos secundarios que componen las hojas de la planta Vernonia patens, dando positivos
alcaloides, azucares reductores, cumarinas, flavonoides y taninos, estos Gltimos tres son derivados
de los fenoles, el autor Martin (2017) mediante su articulo sobre la actividad antibacterial de estos,
que se basan en inhibir el crecimiento, reproduccidn, respiracion y cualquier otra funcién vital de

los microrganismos.

Esta accion la realizan mediante mecanismos como oxidacion de enzimas especificas, que
van a inhibir alguna funcién vital, como la respiracion. También se reporta que estos metabolitos
secundarios se pueden unir a las cadenas de ADN interrumpiendo la reproduccion o la sintesis de
proteinas y elementos vitales para los microrganismos de extractos acuosos, metabolicos y
cetdnicos de algunas bacterias, entre esas la Salmonella pooni, Salmonella enteritidis, y otras Gram

negativas (p. 97).
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En el siguiente apartado y con la informacién adecuada se detallara los resultados obtenidos

en el laboratorio de microbiologia, realizados junto con la microbiéloga, Dra. Claudia Arroyo.

Resultados de las pruebas microbioldgicas, comprobando la actividad antibacteriana de los

extractos de las hojas de la planta Vernonia patens (Tuete)

En este apartado se mostrardn y analizaran los resultados leidos en las placas después de las
24 horas de incubacion a 37° C. Se procedid a observar si existié un halo de inhibicion en el
crecimiento de la bacteria por parte de cada uno de los extractos y sus diferentes concentraciones.
En la Tabla 13 se muestra el valor en milimetros de cada halo por extracto, sus diferentes

concentraciones y numero de réplica.

Tabla 13. Lectura de halos de inhibicion en milimetros por extracto, concentracion y

namero de réplica

CONCENTRACIONES UTILIZADAS
EXTRACTOS
100% 75% 25%
NUmero de H
_ 1 2 3 1 2 3 1 2 3
replica A
L
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Acuoso 0]
mm mm mm mm mm mm mm mm mm
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 E
Hexano
mm mm mm mm mm mm mm mm mm N
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_ 9.0 9.0 0.0 7.0 7.0 7.0 0.0 0.0 0.0
Diclorometano
mm mm mm mm mm mm mm mm mm m
m
Acetato de 0.0 10.0 10.0 8.0 8.0 8.0 7.0 7.0 7.0
etilo mm mm mm mm mm mm mm mm mm
Blanco 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0
positivo mm mm mm mm mm mm mm mm mm
Blanco 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Negativo mm mm mm mm mm mm mm mm mm

Nota: Elaboracién propia (2021).

Después de la lectura de cada halo se procedio a aplicar la formula para obtener el valor de

inhibicién, los cuales se muestran en la Tabla 14 después de su correspondiente calculo.

WValor de inhibicion = Didmetro de inhibicion en mm — Diametro del disco (6mm)

2

Tabla 14. Valores de inhibicion calculados a partir de la formula y la medicion de halos

EXTRACTOS

NUMERO DE
REPLICA

ACUOSO

HEXANO
DICLOROMETANO
ACETATO DE ETILO

Nota: Elaboracion propia (2021).

15

100%

15

| o= T o I e I s |

CONCENTRACIONES UTILIZADAS
75%
1 2 3
0 0 0
0 0 0
0.5 0.5 0.5
1 1

25%

0.5

0.5

INHIBICION
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El tercer objetivo de esta investigacion fue comprobar el efecto antimicrobiano de los
extractos de las hojas de la planta Vernonia patens. En la Tabla 13 se muestra el valor en milimetros
de la medicién de cada halo, la cual se realizé utilizando una regla y se posicion6 de extremo a
extremo pasando por encima del disco impregnado con cada extracto, por lo cual posterior a la
medicion se aplico la formula para calcular el valor de inhibicion, valores que se muestran en la
Tabla 14.

Analizando los valores de inhibicion, se puede denotar que las pruebas con extracto acuoso
en las tres concentraciones probadas todos los valores obtenidos son cero, por lo que se concluye

que en este extracto no se muestra alguna actividad antimicrobiana de la planta.

Para el extracto en hexano como disolvente se obtiene los mismos resultados en las tres
concentraciones, por lo que tanto en el extracto acuoso como en hexano se demuestra que la planta

no se posee propiedades bactericidas (Figura 60).

Figura 60. Fotografia donde se evidencia que no existio halo inhibitorio en los extractos

acuoso y de hexano

Nota: Elaboracion propia, 2021.
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Sin embargo, en el extracto con diclorometano se obtienen halos inhibitorios visibles
(Figura 54) con 9 mm de amplitud en la réplica 1 y 2 de la concentracion al 100%, obteniendo un
valor de inhibicion de 1,5. En las réplicas probadas con una concentracion de 75% del extracto de
diclorometano se obtienen halos inhibitorios de 7 mm en las 3 réplicas, para un valor final de 0,5
de inhibicion.

Y para las pruebas al 25% se obtienen valores de cero, por lo que se demuestra un descenso
en la capacidad antimicrobiana segun es la concentracion de extracto, por lo que en pruebas futuras

se podria concentrar alin mas el extracto y quiza obtener halos inhibitorios de mayor tamario.

Figura 61. Fotografia donde se evidencia la existencia de halo inhibitorio en el extracto de

diclorometano al 100% con un valor de 9 mm

Nota: Elaboracién propia, 2021.

El dltimo extracto probado fue el de acetato de etilo, el cual fue el extracto con mayor
inhibicién mostrada, obteniendo halos de inhibicidn en las tres concentraciones ensayadas. Valores
de inhibicion de 2 en las réplicas 2 y 3 en la concentracion a 100%, de 1 en la concentracion al
75% y por altimo de 0.5 en la concentracién al 25%, mostrando también un descenso en los valores

inhibitorios segln descendida la concentracion del extracto.
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Figura 62. Fotografia donde se evidencia la existencia de halo inhibitorio en el extracto de

acetato de etilo al 100% con un valor de 10 mm

Nota: Elaboracion propia (2021).

En la Figura 63 se muestra el control positivo, en el cual se expuso la bacteria a un disco de
ciprofloxacina, antibiotico que se utiliza como terapia de eleccion en las infecciones por Salmonella
diarizonae. El control muestra un halo inhibitorio de 20 mm, si se compara con los datos obtenidos,

se denota con gran diferencia.

Por ello se puede decir que la planta si posee actividad bactericida segln sea el disolvente
utilizado; no obstante, se necesitan mas pruebas para determinar la concentracion exacta necesaria

para que sea utilizada como terapia de infecciones provocadas por dicha bacteria.

A pesar de no se establecié la concentracion minima inhibitoria, se observé que a la
concentracion del 25% que corresponde a 10,05 mg/ml, en el extracto de acetato de etilo si hubo
sensibilidad lo que se evidencio con un halo de inhibicion de 7.0mm.

Estudios realizados en Ecuador probaron la capacidad antimicrobiana de dicha planta con
resultados satisfactorios (Moreno, 2018) y a su vez se puede afirmar, con el trabajo de investigacion

finalizado y analizados los resultados, que la planta posee metabolitos secundarios que llevan a que
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la planta tenga propiedades antibacterianas, entre otras. Es un gran aporte lo que se recolecto, y
quedan grandes indicios para poder llevar a cabo variedad de investigaciones que desarrollen con

mayor profundidad los vacios del estudio.

Figura 63. Blanco positivo del antibidtico ciprofloxacino en tubo e implantado en el agar

durante 24 horas

Nota: Elaboracién propia (2021).

Al analizar globalmente los resultados obtenidos, se puede comprobar por medio de la
Tabla 13 de resultados de la inhibicién por extracto y la Tabla 14 de medicion de halos, que el
extracto de acetato de etilo elaborado a una concentracion de 40,20 mg/mL mostré actividad frente
a la bacteria Salmonella diarizonae, generando un halo de inhibicién de 10,0 mm en el extracto al
100%, 8,0 mm en el de 75% y 7,00 mm en el de 25%, debido a que se realizé por triplicado, por
tal motivo se puede decir que el extracto de acetato de etilo presenta actividad antibacteriana contra

el microorganismo Salmonella diarizonae.



126

De igual manera el extracto de diclorometano elaborado a una concentracion de 36,70
mg/mL mostro actividad frente a la bacteria Salmonella diarizonae, generando un halo de
inhibicion de 9,0 mm al 100% y uno de 7,00 mm al 75%, por tal motivo se puede decir que presenta

actividad antibacteriana contra la Salmonella diarizonae.

Mediante la utilizacion del control positivo se obtuvo un didmetro de inhibicion de 20,00
mm, el medicamento fue el elegido debido a que estudios incluidos 46 antibioticos diferentes
reportaron que las cepas de Salmonella spp analizadas fueron sensibles a todos los antibioticos,
entre ellos tetraciclinas y acido nalidixico, por lo cual Quesada, Reginatto, Ruiz, Colantorio, &
Burrone (2016), evidencian que en la nueva alternativa ante la resistencia que ha adquirido
Salmonella diarizonae se han utilizado nuevos antimicrobianos de primera linea, como la

ciprofloxacina 500 mg.

Las hojas de planta V. patens arrojaron su metabolito méas positivo en las cumarinas, las
cuales se sabe poseen reconocida actividad antimicrobiana, segin lo mencionan los autores
Vicente, Yesid & Caceres (2000).

Ellos describen que en la planta Mikania laevigata -también conocida como “guaco”-
desarrollaron el método cromatografico para el extracto fluido y caracterizaron mas de 18
sustancias, principalmente cumarina, es importante mencionar que es familia Asteraceae es la
misma de V. patens (309-310).

En las pruebas realizadas de tamizaje los taninos resultaron muy positivos para el extracto
AQ1, lo cual colabora de gran manera con los resultados que se esperaban, la autora Rodriguez
(2011), indica que compuestos fenolicos han demostrado tener actividad antimicrobiana, los
taninos y el 4cido tanico, inhibiendo diferentes familias de bacterias, entre esas la Salmonella. (p.
165).

Asimismo, en la Farmacopea Vegetal Caribefia (2014) se menciona las propiedades de la
planta Tagetes lucida (Asteraceae), la cual en las partes aéreas contiene flavonoides: glicosilados
de 3-0-arabinosil-galactosidos de patuletina, taninos, cumarinas, entre otros, en la actividad
bioldgica el extracto acuoso de la flor seca fue activo in vitro contra la bacteria Salmonella
enteritidis, S. typhi, Shigella dysenteriae y S. flexneri (pp 352-353).
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Otra planta de la familia Asteraceae, la Tanacetum parthenium, contiene en las hojas
flavonoides, y en las hojas y rama cumarinas: eleuterésido B, ademas como actividad bioldgica
segun lo muestra la farmacopea, la maceracion alcoholica ensayada frente a cinco enterobacterias,

solo fue activa contra Salmonella entérica (Germosén, 2014 p. 358).

Gupta (2008) aporta informacion de la planta Centaurea calcitrapa L de la familia
Asteraceae; indica que la planta, en sus constituyentes bioactivos mas conocidos de las flores que
se han aislado muestra los flavonoides, alcaloides, entre otros. Esta planta también ha demostrado

actividad antimicrobiana contra la Salmonella entérica. (pp. 95-96).

En la literatura consultada se pudo evidenciar que gran parte de la familia de la planta
Vernonia patens posee metabolitos secundarios principalmente en sus partes areas (flores y hojas)
iguales a los evidenciados en este trabajo de investigacion con propiedades antimicrobianas e

inhibicidn bacteriana de la bacteria en estudio, la Salmonella entérica y parte de su familia.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Al finalizar la investigacion y discutir los resultados obtenidos en el trabajo, donde se
buscaba evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de planta Vernonia patens contra la

bacteria Salmonella diarizonae, se presentan a continuacién las siguientes conclusiones:

La técnica utilizada para la obtencion del extracto crudo y el fraccionamiento fue segura 'y
eficaz debido a que se logro obtener cada uno de ellos, sin formacion de grumos y con suficiente

material para poder realizar las pruebas microbioldgicas.

El tamizaje fitoquimico realizado al extracto de las hojas de la planta Vernonia patens
resultd positivo para flavonoides, cumarinas, taninos, alcaloides y azlcares reductores, todos con
gran potencial antibacteriano. Segun la literatura encontrada, estos grupos de metabolitos presentes
en la familia Asteraceae evidencian la capacidad antimicrobiana contra la Salmonella entérica y

parte de su familia.

Una vez evaluada la bacteria Salmonella diarizonae frente al extracto hidroalcohdlico,
especificamente a una concentracién alcoholica del 70% de la planta Vernonia patens, y dicho
extracto en sus fracciones en diclorometano, hexano, acetato de etilo y la fraccion acuosa, se prueba
que efectivamente los extractos de las hojas de la planta poseen actividad antimicrobiana frente a

la bacteria.

Los resultados de la fraccion con mayor inhibicién fueron la de acetato de etilo con un valor
inhibitorio de 2 en una concentracién de 40.20 mg/mL. Se pudo determinar que a una concentracién
al 25% de acetato de etilo se provocé un halo de 7.0 mm, 10,05 mg/ml. Y en el caso del
diclorometano, se pudo determinar que la concentracion minima seria al 75%, con un halo de 8.0

mm, 27,53 mg/ml.
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En un estudio realizado en Ecuador se prueba la capacidad antimicrobiana de la planta
frente a la familia de la Salmonella sp., se prueba alta efectividad en la capacidad antibacteriana
(Moreno, 2018), y en esta investigacion se prueba esta capacidad en una especie de dicha familia,
la Salmonella diarizonae, especificamente obteniendo resultados eficientes. Hilando maés fino se
concluye que la planta puede poseer menor efectividad en sus efectos antimicrobianos segun sea

la especie de la bacteria por enfrentar.

Recomendaciones
A la Universidad Internacional de las Américas

Se recomienda mantener un grupo de docentes actualizados en los cursos de mayor
relevancia investigativa: toxicologia, farmacognosia, botanica, microbiologia, por mencionar
algunos, con el fin de incorporar en los programas de cada curso, trabajos de campo donde el
estudiante tenga contacto con la manipulacion de técnicas microbioldgicas, pruebas de antibidticos
con extractos naturales, con el fin de concientizar e informar a los futuros encargados de la salud

publica sobre como evitar el consumo desmedido de antibioticos.

La Universidad debe realizar convenios oportunos con diferentes instituciones como
UCIMED, UCR, INCIENSA, con el fin de ofrecer al estudiantado equipos, materiales e
instalaciones de punta para realizar sus investigaciones, debido a que esos trabajos tienen la
finalidad de identificar compuestos responsables para las actividades antimicrobianas, que son de

un problema a nivel mundial que crece constantemente.
A los estudiantes de Farmacia

Incentivar més al estudiante que desea realizar investigaciones en la misma linea, continuar
el estudio de las plantas naturales, especificamente si es sobre la estabilidad natural implica minimo
3 afos de estudio, debido a que es un proyecto integral, el cual no solamente pone en practica los
contenidos de un programa, sino que en estas practicas se integra a la vida laboral, a las relaciones

interpersonales, las cuales son de gran importancia para cualquier ser humano.
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A los futuros investigadores

Realizar investigaciones en extractos de diferentes partes de la planta Vernonia patens, en
esta investigacion se evalud Unicamente el extracto obtenido de las hojas, por lo que las otras partes
como flores, tallo, raiz podrian tener mayor actividad antimicrobiana frente a la especie Salmonella

diarizonae u otras bacterias.

Asimismo, se deberia realizar combinaciones de extractos, purificar y aislar los metabolitos

para probarlos con la Salmonella spp y otras variedades de bacterias.

Respecto a la creacion de un producto nuevo, se necesitan terapias alternativas, no solo para
combatir la resistencia antimicrobiana, sino también para encontrar productos con menor toxicidad
y efectos secundarios. Esta planta es muy promisoria y se ha utilizado empiricamente desde la
antigtiedad, por lo se le debe estudiar mas.

Se recomienda a los futuros investigadores continuar con estudios similares a estos,
buscando cémo volver mas eficientes los resultados. En esta investigacion, por ejemplo, se propone
continuar las pruebas concentrando aun mas los extractos para probar la existencia o0 no de halos

inhibitorios de mayor tamafio.
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