UNIVERSIDAD INTERNACIONAL DE LAS
AMERICAS

ESCUELA DE FARMACIA

UIA

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO DEL
EXTRACTO DE LA PLANTA LUFFA CYLINDRICA CONTRA CEPAS DE
STHAPHYLOCOCCUS AUREUS A TRAVES DE DIFUSION EN PLACA DE

AGAR PARA SU APROVECHAMIENTO EN PROBLEMAS TOPICOS Y

CUTANEOS REALIZADO EN LA UNIVERSIDAD INTERNACIONAL DE LAS

AMERICAS DURANTE EL Il CUATRIMESTRE DEL 2022

MODALIDAD DE TESIS PARA OPTAR POR EL GRADO DE
LICENCIATURA EN FARMACIA

DANIEL FRANCISCO RODRIGUEZ SANCHEZ

TUTOR

Lic. JAVIER ALPIZAR CORDERO

SEDE ARANJUEZ, SAN JOSE, JUNIO, 2022

Modalidad de tesis para optar por el grado de Licenciatura en Farmacia



CONTENIDO

INAICE dE TADIAS ...ttt Xii
RESUMBI ...ttt bbbt b et b e b e ens Xvii
ADSTFACT: ..o Xviii
CAPITULO I - INTRODUCCION ......oovieiieeeeeieeee e ensss s ssn s, 2
1.2, INEFOTUCCION ...ttt e e 2
1.2. Planteamiento del problema ... 4
IR B O o] =] €Y LTSRS 7
1.3.1. ODJetiVO GENEIAL ........ccieieee e 7
1.3.2. Objetivos ESPECITICOS .....ccciiiiiiieiiiiecre s 7
1.4, JUSHITICACION ...ttt 8
1.5, ANTECEABNTES ....c.eiiiiiciie bbbt 9
1.5.1.  AntecedenteS HiSTOFICOS .......ccoieriiiririeieiiite e 10
1.5.2.  Antecedentes INterNacionales...........cccooeiiiiiiiiiencisesee e 12
1.5.3. Antecedentes NACIONAIES ..........ccoooiiiiiiiiiieee s 15
I T o (00T [0 OSSR 16
CAPITULO Il - MARCO TEORICO ..., 18
2.1. Generalidades de 12 Piel..........ccoiiiiiiiiiie e 18
Figuras1 Muestra la estructura general de la piel humana...........c..ccccccevvennenne. 19
2.1.1 Capas de 1a PIel........ccooiiiiiiiieie e 19
0 0 I T = o Lo (= g £ SSORSPPSSN 20
Figuras2  Muestras la estructura de las células epidérmicas..........c.ccccceervennnne. 22

Figuras3 Se muestra la localizacion de las células epidérmicas dentro de los

diferentes estratos de 1a PIdErMIS .........cccviiviiiiiicic e 24
0 Nt =T ¢ 0 SRR 24

Figuras4  Se muestran las células mas representativas que se encuentran en la
epidermis, el dendrocito (A), mastocito (B) y fibroblasto (C)..........cccccvvevviieinnnn. 26



Figuras5  Se muestras los estratos dérmicos, asi como las células que conforman

ladermis 27

2.1 1.3 HIPOUBIIMIS ...ttt 27
Figuras6  Se muestra la estructura general de la hipodermis ........c...ccccccevennne. 28
2.1.2. FUNCIones de 1a PIel .......coiiiiiiecee e 28
2.1.3 Infecciones bacterianas CULANEAS ...........ccoveveirierieinerieeese s 30
2.2 StAPNYIOCOCCUS AUIBUS: ......veveeteeeiesteesteetesteesteeseestae e sseesseesseessesseesneeneesraesaeaneens 32
2.2.1. GeNEralidades: .........cooiiiiiiiiiieeee e 32
Figuras 7  Se muestra tincion de gram de Staphylococcus aureus....................... 33
2.2.2 EPIdemiOIOQIas .. .cviieieieieieiee e 34
P T T o] o 2= 1 (0] 0T 1 - PR SRSRS 35
2.2.3.1. BIOPEIHCUIA: ... et 37
2.2.3.2. Proteinas MSCRAMM: ... 38
2.2.3.3FaCtor CIUMPING: ..ocviiieece et 39

2.2.3.4. Proteinas CIfA y CIfB implicadas en los factores de virulencia y

FESISTENCIA DACTE I TANA .. eeeeeeeeeee et eenenens 39

2.2.3.5. Proteinas de adhesion FnBPA y FnBPB implicadas en los factores de

virulencia y resistencia bacteriana: ..........c.ccoovoeeiiiiii i 40

2.2.4. Infecciones causadas por Staphylococcus aureus:.........cccceverenencniennnn 41
0 T T | 1 = W VA [T (o | o USSR 44
Figuras8 Planta de Luffa cylindriCa..........ccccooiiiiiiiiiiiiiieeee e 45
Cuadro 1. Ubicacion taxonémica de la planta Luffa cylindrica...............cccccue... 45
2.4, MELOdOS 0B EXEFACCION: .....ecuetiieiieiiite ittt 49
2.5. Pruebas de identifiCacion: ............ccooiiiiiiiiii e 51
CAPITULO 11l - MARCO METODOLOGICO ......cooveveeeereeeeserereereseneneen 54
3.1. Enfoque de 1a INVESTIGAaCION..........coviiiiiiieeie e 54
3.2. Disefio de 12 iINVESTIGACION.........ccoeiiiiiieiecre e 54
3.3. Fuentes de iNfOrmaCion ..........coviiiieiii e 55



3.4. PODIACION Y MUESIIA.....c..iiiiiiicie ettt eneas 55

3.5 Criterios de inClusion Y eXCIUSION .........couiiiiiiiiee e 56
3.6 Criterios de busqueda de la informacion..............cccccoveiiiie i 56
Tabla 2. Criterios de busqueda utilizados, segun objetivos. ..........ccccoceviveviniennennn. 56
3.7 criterios de iNCluSiON Y eXCIUSION ........coiiiiiiiicce e 57

Tabla 3. Criterios de inclusion y criterios de exclusion utilizados para la seleccion de

AFTICUIOS. ... bbb 58
3.8. Clasificacion de la informacion segun nivel de evidencia ..........ccccceveveveiennnn. 58
Tabla 4. Cantidad de articulos segun nivel de evidencia............ccccccceevvevveiciiecnnen. 59
3.9. Variables de 1a iNVESIGaCION...........cccoiiiiiiiiiieei e 64
Tabla 5. Cuadro de operacionalizacidon de variables............c.cccoeiviiiiiiciccieceenn, 64
3.10. Descripcion del procedimiento de recoleccion y analisis de datos................... 66

Tabla 6. Cronograma de tareas a realizar para cada objetivo planteado de la

TN (o= Tod [o] o TSSO 67

Figuras9 Diagrama de flujo para el proceso de extraccion de los componentes de

[a TUFFa CYHINAFICAL ..o 69

Figuras 10 Diagrama de flujo para el proceso de tamizaje fitoquimico de los

diferentes extractos vegetales de Luffa cylindrica. ..........ccccccooveviiieiieiii e 70

Figuras 11 Diagrama de flujo para el proceso de determinacion de la propiedad

antimicrobiana de los componentes de la luffa cylindrica. ..........ccocoooiiiiinnnnnnn. 70
3.11. Descripcion de instrumentos Y tECNICAS ........ccvevvveiieeieieeie e 71
3.12. Materiales, eqUIP0S Y CONTICIONES .......cceiiiiiriiiiiieieieee e 72
3120 IMAEETTAIES: ..o 72
3.12.2. EQUIPIO oottt sttt sttt r et ne e ne e nraenne e 73

Tabla 7. Equipos y materiales utilizados para llevar a cabo la investigacion en la

Universidad Internacional de 18S AMEAIICAS. .......cuueeeeeeeeeee e, 73

Tabla 8. Equipos y materiales utilizados para llevar a cabo la investigacion en el

laboratorio microbioldgico Microlabs. ... 78

3.12.3. CONAICIONES ... 80



3.13. COMPONENTES FEACLIVOS .......ecivieiieiiieiticie sttt sre e reesae e 80

Tabla 9. Reactivos utilizados para llevar a cabo la investigacion en los balotarios de
quimica de la Universidad Internacional de las AMEricas.........c..ccocevevereresvrennnn. 80

Tabla 10. Reactivos utilizados para llevar a cabo la investigacion en el laboratorio

MICrobiol0giCo MICKOIADS. ...........oiieiee e 86
3.14. Disefio de eXPEriMENTOS .......cccveiiieeiiaiesieesieeiesee e eee e ste e ste e ee e saesneeas 87
3.14. 1. Parte I. Obtencion del extracto a partir de Luffa cylindrica................ 87

3.14.2. Parte I11. Tamizaje fitoquimico de los componentes de la planta Luffa
(0377 100 | oF= TSRS PPRTRN 88

3.14.3. Parte Il. Determinacion de capacidad antimicrobiana de la planta Luffa

(0377 100 | ToF USSR 92
CAPITULO IV - RESULTADOS Y DISCUSION .....c.coooicirieieieeeeeeeeee s 96

4.1. Realizar una revision bibliografica sistematica sobre las propiedades que
presenta la planta de Luffa cylindrica y procesos de extraccion a partir de
MAtErial VEGETAL. ......c.oiiiiiee s 96

4.2. Obtener extractos a partir de diferentes tejidos de Luffa cylindrica,
empleando como técnica de separacién una maceracion acelerada mediante

equipo de extracCion SOXNIEL. .........cccoeiiiiiiiece e 97

Tabla 11. Pesos de los diferentes materiales vegetales utilizados de la planta Luffa
cylindrica, en balanza analitica #12 ADAM Nimbus £0,0001 ¢ ........ccccccvvvevveinenen, 97

4.2.1. Parte experimental 12 . ... 87

Tabla 12. Aceites obtenidos a partir de las diferentes partes de la planta luffa

cylindrica mediante equipo SOXNIEL ...........cocoi i 98
4.2.2 Parte Experimental Tl ... 88

Tabla 13. Resultados de las Pruebas Fitoquimicas aplicadas a los extractos vegetales.

Tabla 14. Asignacién del numero de muestra de los diferentes extractos a partir de
LU CYHINAIICA. .. 103

v



Figuras 12 Cultivo antimicrobiano de los extractos concentrados contra cepa de

Staphylococcus aureus # 1, antes de la inCUbacCioN. ..........ccccceevvivevecie e 104

Figuras 13 Cultivo antimicrobiano de los extractos concentrados contra cepa de

Staphylococcus aureus # 1, luego de la incubacion. ..., 105

Tabla 15. Resultados del halo de inhibicién provocado por los extractos de luffa

cylindrica concentrados sobre la cepa de Staphylococcus aureus #1..................... 106

Figuras 14 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

Staphylococcus aureus # 2, antes de la incubacion. ..........cccccceccevievecic e 108

Figuras 15 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

Staphylococcus aureus # 2, luego de la incubacion. ............cccccccevevieeie e, 109

Figuras 16 Resultados del halo de inhibicion provocado por los extractos de luffa

cylindrica diluidos sobre la cepa de Staphylococcus aureus #2...........ccoocvevevennennn, 110

Figuras 17 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

Staphylococcus aureus # 3, antes de la incubacion. ... 111

Figuras 18 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

Staphylococcus aureus # 3, luego de la incubacion. ............cccccvveveieieienene s 112

Tabla 17. Resultados del halo de inhibicién provocado por los extractos de luffa

cylindrica diluidos sobre la cepa de Staphylococcus aureus #3..........ccccceveeeennenn. 112

Figuras 19 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

Pseudomona aeruginosa, antes de la incubacion. ............ccccccooevviiiiicieccc e, 114

Figuras 20 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

Pseudomona aeruginosa, luego de la incubacion. ...........ccccccvovvieieeiecenese s 115

Tabla 18. Resultados del halo de inhibicién provocada por los extractos de luffa

cylindrica diluidos sobre la cepa de Pseudomona aeruginosa ............cccccveeveeveennenn. 115

Figuras 21 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

salmonela, antes de 18 INCUDACION. .........ooo oot 117

Figuras 22 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

salmonela, luego de 1a INCUDACION. .........ccccviiiiiicicece e 118

Tabla 19. Resultados del halo de inhibicién provocada por los extractos de luffa

cylindrica diluidos sobre la cepa de salmonella ..., 119

Vi



CAPITULO V — CONCLUSIONES ... 121

CAPITUO VI — RECOMENDACIONES........oooiieieiieeeieeseeeeeensss s s ssseneis 124
capitulo 6 - Referencias Bibliograficas...........ccccccoevvieiiiiciiciic e 127
CAPITULO VI = ANEXOS .....oovieieeeeeieeeeeeseeesee e teste s sssessesasses s, 141

Anexo #1. Resultado de prueba fitoquimica Dragendorff para determinar

alcaloides, realizada sobre el extracto a partir de semillas de luffa cylindrica.

Anexo #2. Resultado de prueba fitoquimica Dragendorff para determinar
alcaloides, realizada sobre el extracto a partir de tallo, hojas, ramas, flores de

IUTFA CYHINAFICA. ..o e 141

Anexo #3. Resultado de prueba fitoquimica Dragendorff para determinar

alcaloides, realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica.

Anexo #4. Resultado de prueba fitoquimica Dragendorff para determinar
alcaloides, realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o inmaduro de

TUFFR CYIINAFICAL ... 142

Anexo #5. Resultado de prueba fitoquimica para determinar fenoles y taninos,

realizada sobre el extracto a partir de las semillas de luffa cylindrica........... 143

Anexo #6. Resultado de prueba fitoquimica para determinar fenoles y taninos,
realizada sobre el extracto a partir de hojas, tallos, ramas y flores de luffa

(0371 Lo | oF TSP 143

Anexo #7. Resultado de prueba fitoquimica para determinar fenoles y taninos,
realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica. ............ 144

Anexo #8. Resultado de prueba fitoquimica para determinar fenoles y taninos,
realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o inmaduro de luffa

CYHNATICA. ..t 144

Anexo #9. Resultado de prueba fitoquimica de Salkowski para determinar

flavonoides, realizada sobre el extracto a partir de semillas de luffa cylindrica.

vii



Anexo #10. Resultado de prueba fitoquimica de Salkowski para determinar
flavonoides, realizada sobre el extracto a partir de hojas, ramas, tallos y flores

de Tuffa CYIINAFICA. ..o e 145

Anexo #11. Resultado de prueba fitoquimica de Salkowski para determinar

flavonoides, realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica.

Anexo #12. Resultado de prueba fitoquimica de Salkowski para determinar
flavonoides, realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o inmaduro de

IUFFA CYIINAFICA. ... 146

Anexo #13. Resultado de prueba fitoquimica Borntrager para determinar
quinonas y antraquinonas, realizada sobre el extracto a partir de semillas de

IUFFA CYNINAFICA. ... 147

Anexo #14. Resultado de prueba fitoquimica Borntrager para determinar
guinonas y antraquinonas, realizada sobre el extracto a partir de hojas, ramas,

tallos y flores de luffa cylindrica. ..........cccooviiiiiie e, 147

Anexo #15. Resultado de prueba fitoquimica Borntrager para determinar
qguinonas y antraquinonas, realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de
IUTFA CYHINAFICA ... e 148

Anexo #16. Resultado de prueba fitoquimica Borntrager para determinar
qguinonas y antraquinonas, realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o

inmaduro de luffa CyliNAriCa. ... 148

Anexo #17. Resultado de prueba fitoquimica para determinar cumarinas por

luz UV, realizada sobre el extracto a partir de semillas de luffa cylindrica. . 149

Anexo #18. Resultado de prueba fitoquimica para determinar cumarinas por
luz UV, realizada sobre el extracto a partir de hojas, ramas, tallos y flores de

IUFFA CYNINAFICA. ... 149

Anexo #19. Resultado de prueba fitoquimica para determinar cumarinas por

luz UV, realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica.

viii



Anexo #20. Resultado de prueba fitoquimica para determinar cumarinas por
luz UV, realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o inmaduro de luffa

CYHNATICA. . 150

Anexo #21. Resultado de prueba fitoquimica Lieberman-Burchard para
determinar triterpenos y esteroides, realizada sobre el extracto a partir de

semillas de [uffa CylINAFICA. ........coviveiiiiii e 151

Anexo #22. Resultado de prueba fitoquimica Lieberman-Burchard para
determinar triterpenos y esteroides, realizada sobre el extracto a partir de

hojas, tallos, ramas y flores de luffa cylindrica............ccccocovveviiieiciecc, 151

Anexo #23. Resultado de prueba fitoquimica Lieberman-Burchard para
determinar triterpenos y esteroides, realizada sobre el extracto a partir de fruto

seco de Iuffa CYliNAriCa. ..........ccooov i 152

Anexo #24. Resultado de prueba fitoquimica Lieberman-Burchard para
determinar triterpenos y esteroides, realizada sobre el extracto a partir de fruto

verde o inmaduro de luffa cylindrica...........ccccoveviiiiiiic i 152

Anexo #25. Resultado de prueba fitoquimica Molish para determinar azucares
reductores, realizada sobre el extracto a partir de semillas de luffa cylindrica.

Anexo #26. Resultado de prueba fitoquimica Molish para determinar azucares
reductores, realizada sobre el extracto a partir de hojas, tallos, ramas y flores
de TUffa CYIINAFICA. ..o e 153

Anexo #27. Resultado de prueba fitoquimica Molish para determinar azucares

reductores, realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica.

Anexo #28. Resultado de prueba fitoquimica Molish para determinar azucares
reductores, realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o inmaduro de

IUFFA CYNINAFICA. ... 154

Anexo #29. Resultado de prueba fitoquimica para determinar saponinas,

realizada sobre el extracto a partir de semillas de luffa cylindrica. ............... 155



Anexo #30. Resultado de prueba fitoquimica para determinar saponinas,
realizada sobre el extracto a partir de hojas, tallos, ramas y flores de luffa

CYHNATICA. . 155

Anexo #31. Resultado de prueba fitoquimica para determinar saponinas,

realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica. ............ 156

Anexo #32. Resultado de prueba fitoquimica para determinar saponinas,
realizada sobre el extracto a partir de fruto verde de luffa cylindrica........... 156

Anexo #33. Resultado de prueba fitoquimica para determinar antocianinas,

realizada sobre el extracto a partir de semillas de luffa cylindrica. ............... 157

Anexo #34. Resultado de prueba fitoquimica para determinar antocianinas,
realizada sobre el extracto a partir de hojas, tallos, ramas y flores de luffa

(03771 2o | oF TSP 157

Anexo #35. Resultado de prueba fitoquimica para determinar antocianinas,

realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica. ............ 158

Anexo #36. Resultado de prueba fitogquimica para determinar antocianinas,
realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o inmaduro de luffa
(03711 0o | ok T OSSR 158

Anexo #37. Determinacion del halo de inhibicion del extracto concentrado de

semillas contra la cepa Staphylococcus aureus #1..........ccocvvvevieeiesiieseesennens 159

Anexo #38. Determinacion del halo de inhibicion del extracto concentrado de

tallos, hojas, ramas y flores contra la cepa Staphylococcus aureus #1............ 159

Anexo #39. Determinacién del halo de inhibicidn del extracto concentrado de
fruto seco concentrado contra la cepa Staphylococcus aureus #1................... 160

Anexo #40. Determinacion del halo de inhibicion del extracto concentrado de

fruto verde o inmaduro contra la cepa Staphylococcus aureus #1 ................. 160

Anexo #41. Determinacioén del halo de inhibicion del extracto diluido de semillas

contra la cepa StaphyloCOCCUS QUIEUS #2 ..........cocvveiieiieeiie e 161

Anexo #42. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de tallos,

hojas, ramas y flores contra la cepa Staphylococcus aureus #2...................... 161

Anexo #43. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto

seco contra la cepa StaphyloCOCCUS AUIEUS #2 .......c.ccvevveeieieeie e 162



Anexo #44. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto

verde o inmaduro contra la cepa Staphylococcus aureus #2...........ccccceevennenn. 162

Anexo #45. Determinacion del halo de inhibicion del extracto diluido de semillas

contra la cepa StaphyloCOCCUS QUIEUS #3 ......cceeveiueeiiiiieieece e 163

Anexo #46. Determinacién del halo de inhibicién del extracto diluido de tallos,

hojas, ramas y flores contra la cepa Staphylococcus aureus #3....................... 163

Anexo #47. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto

seco contra la cepa Staphylococcus aureuS #3 ........ccccovvveeeiieneeie e 164

Anexo #48. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto

verde o inmaduro contra la cepa Staphylococcus aureus #3...........ccceevveinnenn 164

Anexo #49. Determinacion del halo de inhibicion del extracto diluido de semillas

contra la cepa PSeudomona @BrUgiNOSa..........ccuvrverieriereeieriesie et 165

Anexo #50. Determinacién del halo de inhibicién del extracto diluido de tallos,

hojas, ramas y flores contra la cepa Pseudomona aeruginosa ........................ 165

Anexo #51. Determinacion del halo de inhibicion del extracto diluido de fruto

seco contra la cepa PSeudomona aerugiNOSa........ccccueeeerieeeeseesieesieseeseeseeseens 166

Anexo #52. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto

verde o inmaduro contra la cepa Pseudomona aeruginosa ............c.ceeeevenene 166

Anexo #53. Determinacioén del halo de inhibicion del extracto diluido de semillas

contra la cepa salmonella..........ccooovoiiiii i 167

Anexo #54. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de tallos,

hojas, ramas y flores contra la cepa salmonella.............ccccoooveviniiiiiceiieinene. 167

Anexo #55. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto

seco contra la cepa salmonella............ccoovevi i 168

Anexo #53. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto

verde o inmaduro contra la cepa salmonella ...........ccccoooe e, 168

xi



INDICE DE TABLAS

Cuadro 1. Ubicacion taxonomica de la planta Luffa cylindrica ...........ccccoovovviiinnicnne 45
Tabla 2. Criterios de busqueda utilizados, seglin ObJetiVos..........ccccvveiiiieiie e 56

Tabla 3. Criterios de inclusién y criterios de exclusién utilizados para la seleccion de

L (ol U ] [0TSR STORP RS PRTRN 58
Tabla 4. Cantidad de articulos segn nivel de evidencia..........ccccceeveeieiieiiie e 59
Tabla 5. Cuadro de operacionalizacion de variablesS............ccccooiiiiiiiiiie e 64

Tabla 6. Cronograma de tareas a realizar para cada objetivo planteado de la

INVESTIGACION. ...ttt bbb bbbt b et b b bbbt b e b e ene s 67

Tabla 7. Equipos y materiales utilizados para llevar a cabo la investigacion en la

Universidad Internacional de 1S AMEAIICAS. .......ooeeeeeeeeeeeee ettt et e e e e e e e e e eeeees 73

Tabla 8. Equipos y materiales utilizados para llevar a cabo la investigacion en el

laboratorio microbioldgico Microlabs. ..o 78

Tabla 9. Reactivos utilizados para llevar a cabo la investigacion en los balotarios de

quimica de la Universidad Internacional de 1as AMEriCas ..........ccceevveviiiveiiiecie s 80

Tabla 10. Reactivos utilizados para llevar a cabo la investigacion en el laboratorio

MICrobiolOgICO MICKOIADS. .........oiuiiiiiiiiie e 86

Tabla 11. Pesos de los diferentes materiales vegetales utilizados de la planta Luffa
cylindrica, en balanza analitica #12 ADAM Nimbus £0,0001 g......ccccoovevrenereieninnene e 97

Tabla 12. Aceites obtenidos a partir de las diferentes partes de la planta luffa cylindrica

mediante eqUIP0 SOXNIEL..........oiiie s 98
Tabla 13. Resultados de las Pruebas Fitoquimicas aplicadas a los extractos vegetales.....100

Tabla 14. Asignacion del numero de muestra de los diferentes extractos a partir de Luffa

(03711 5T 1 o U RS STR 103

Tabla 15. Resultados del halo de inhibicion provocado por los extractos de luffa cylindrica

concentrados sobre la cepa de Staphylococcus aureus #1 .........c.occevveevieiivecene e 106

Tabla 16. Resultados del halo de inhibicién provocado por los extractos de luffa cylindrica

diluidos sobre la cepa de StaphyloCOCCUS QUFEUS H#2 .......cccuveieeieiieeie e se e 110

Tabla 17. Resultados del halo de inhibicién provocado por los extractos de luffa cylindrica

diluidos sobre la cepa de StaphyloCOCCUS QUFEUS #3 ........ccvveieeiieiieeie e 112

xii



Tabla 18. Resultados del halo de inhibicién provocada por los extractos de luffa cylindrica

diluidos sobre la cepa de Pseudomona aeruginoSa ........c.cccveeieeeiieenieeesneesneesieesneesee s 115

Tabla 19. Resultados del halo de inhibicién provocada por los extractos de luffa cylindrica

diluidos sobre la cepa de salmonella ...........cccoovv i 119

INDICE FIGURAS

Figuras1l Muestra la estructura general de la piel humana...........c..ccccocevvennene 19
Figuras2  Muestras la estructura de las células epidérmicas...........cc.ccocverierieneen. 22

Figuras3  Se muestra la localizacion de las células epidérmicas dentro de los

diferentes estratos de 1a PIdEIMIS .......c.ccviiiiieiiee e 24

Figuras4  Se muestran las células mas representativas que se encuentran en la

epidermis, el dendrocito (A), mastocito (B) y fibroblasto (C).......cccccccevveviiiiiieiinnns 26

Figuras5  Se muestras los estratos dérmicos, asi como las células que conforman

ladermis 27

Figuras6 Se muestra la estructura general de la hipodermis ............cccccovevnnnne. 28
Figuras 7  Se muestra tincion de gram de Staphylococcus aureus..............c.c...... 33
Figuras8 Planta de Luffa cylindrica...........c.cooiiiiiiiiiiiiieeeee 45

Figuras9 Diagrama de flujo para el proceso de extraccion de los componentes

de la Iuffa CYHINAFICA. .......cooviie e 69

Figuras 10 Diagrama de flujo para el proceso de tamizaje fitoquimico de los

diferentes extractos vegetales de Luffa cylindrica. ..........cccooevviiiiiiiiiiciic e, 70

Figuras 11 Diagrama de flujo para el proceso de determinacion de la propiedad
antimicrobiana de los componentes de la luffa cylindrica. .........cc.ccoovieiiiiiciennnn 70

Figuras 12 Cultivo antimicrobiano de los extractos concentrados contra cepa de

Staphylococcus aureus # 1, antes de la incubacion. ............ccccccevvevececcecn e, 104

Figuras 13 Cultivo antimicrobiano de los extractos concentrados contra cepa de

Staphylococcus aureus # 1, luego de la incubacion. ............ccccccceveveiiccicce e, 105

Figuras 14 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

Staphylococcus aureus # 2, antes de la inCUbACION. ..........cccccvevvvierecic e 108

Xiii



Figuras 15 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

Staphylococcus aureus # 2, luego de la incubacion. ..........ccccccoccevivevieiieccene e 109

Figuras 16 Resultados del halo de inhibicion provocado por los extractos de luffa

cylindrica diluidos sobre la cepa de Staphylococcus aureus #2...........ccccceeveeveneen, 110

Figuras 17 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

Staphylococcus aureus # 3, antes de la incubacion. ............c.ccccoovevveieveieve e 111

Figuras 18 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

Staphylococcus aureus # 3, luego de la incubacion. ..........c.ccccoccevivevicicccece e, 112

Figuras 19 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

Pseudomona aeruginosa, antes de la incubacion. ............ccccccooevviiiiiiccc e, 114

Figuras 20 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

Pseudomona aeruginosa, luego de la incubacion. ..o 115

Figuras 21 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

salmonela, antes de 1a INCUDACION. .........ooooieeeee e 117

Figuras 22 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de

salmonela, luego de 1a iNCUbACION. ..........cccoiiiiii e 118

Xiv



Agradecimientos

Primero le doy gracias a Dios y a la Virgencita, por brindarme salud, esperanza,
paz y haberme guiado siempre por el camino del bien. Doy gracias tambien por darme
una familia ejemplar de la cual me siento muy bendecido ya que gracias he logrado ser la
persona que ahora soy, a mis amigos y las personas que han estado conmigo en este

camino les estoy muy agradecido.

A mis papas y mi hermano por todo el esfuerzo y apoyo incondicional que
me han demostrado en todo momento. A mi mama Julia Sanchez Wong, mi papa José
Angel Rodriguez Martinez y mi hermano Oscar Rodriguez Sanchez, les agradezco por
siempre estar a mi lado y le doy gracias infinitas a Dios por poder contar con ustedes todo
el tiempo, el decirme si puedo y siempre decirme que no me rinda, de verdad muchas

gracias.!

Quiero agradecer a la familia Jara Chavarria, a Nati, don Adrian, Dofia Eugenia,
Adri, Jose Daniel y Carlos que siempre estuvieron pendientes de este proceso. jLes

agradezco de corazén por el estar siempre pendientes, muchas gracias!

A mis amigos de afios, que me han acompafado durante el tiempo que ha durado
este proceso Mauricio Monge, Mario Gutiérrez, Eddy Carrillo, Diego Villegas,
Maximiliano Carmona, William Acosta y Tamara Marin gracias infinitas por
acompafarme, ayudarme y estar presentes al igual que mi familia y por eso los considero

parte de ella.!

A mis amigos y comparfieros de los Gltimos cursos universitarios, en especial a
Edgar Navarro, Eduardo Mora y José Mario Salazar les quiero agradecer por ayudarme
de mil maneras, escucharme, no tengo palabras y en serio no se imaginan el sentimiento

que tengo hacia ustedes, en serio muchas gracias.!

Quiero agradecerle tambien al personal de la Universidad Internacional de las
Américas ya que sin la ayuda y guia de ellos este trabajo no hubiese sido posible. En
especial a mi Tutor Javier Alpizar por haber sido mi guia durante este proceso que con su

ayuda y el conocimiento transmitido se pudo concretar, muchas gracias.!

XV



También quiero agradecer al Dr. Roldan Ajun, microbiologo duefio y encargado
del laboratorio microbioldgico Microlabs; y su personal por la ayuda y la informacion

brindada para desarrollar la investigacion.

XVi



RESUMEN

En el area de investigacion de farmacia los productos de origen natural como lo son los extractos
vegetales y sus componentes tienen gran importancia para combatir diferentes microorganismos
patégenos con base en el desarrollo de nuevos farmacos. En el presente trabajo se realizé una
extraccion vegetal a partir de 4 partes de la planta mediante una tecnica de maceracion acelerada
utilizando el equipo soxhlet e isopropanol como disolvente. El trabajo de investigacion tiene como
objetivo principal determinar la actividad antimicrobiana in vitro del extracto de luffa cylindrica
contra cepas de Staphylococcus aureus a través de difusién por placa de agar para su
aprovechamiento en problemas tdpicos y cutaneos, obteniendo resultados positivos que
demuestran actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos que son dependientes de la

concentracion.
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ABSTRACT:

In the area of pharmaceutical research, products of natural origin such as plant extracts and their
components are of great importance to combat different pathogenic microorganisms based on the
development of new drugs. In the present work, a vegetable extraction was carried out from 4
parts of the plant using an accelerated maceration technique with the Soxhlet equipment and
isopropanol as a solvent. The main objective of the research work is to determine the in vitro
antimicrobial activity of luffa cylindrica extract against Staphylococcus aureus strains through
agar plate diffusion for its use in topical and skin problems, obtaining positive results that

demonstrate antimicrobial activity of the extracts obtained that are concentration dependent.
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CAPITULO I - INTRODUCCION

1.1. INTRODUCCION

El ser humano durante su evolucion ha utilizado la naturaleza a su alrededor para
lograr satisfacer sus necesidades, desde las mas basicas como vestimenta y alimento;
hasta necesidades mas complejas de la era actual, donde se producen fragancias y se
elaboran fertilizantes y medicamentos. La evolucién de la medicina moderna se ha basado
de la medicina tradicional, y, a su vez, esta esta basada en la medicina natural, donde el
uso de plantas medicinales desde hace miles de afios dan relevancia a las propiedades

curativas, generando la fabricacion de nuevos farmacos 1.

Por otro lado, tambien se ha hecho referencia del descubrimiento de nuevos
microorganismos Y la evolucion que estos ha sufrido, desencadenando diferentes tipos de
patologia o enfermedades a nivel mundial, se reconoce a las enfermedades infecciosas
como una amenaza global que dependen de la taza de prevalencia y de incidencia de estas.
Algunas infecciones pueden llegar a causar la muerte de los pacientes, como las
infecciones en el tracto respiratorio inferior, una infeccion causada por: el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), enfermedades diarreicas, malaria, tuberculosis y las

enfermedades infecciosas en nifios prevenibles por vacunacion 2.

Las plantas tienen una gran cantidad de metabolitos primarios y secundarios que
le permiten crecer, multiplicarse, defenderse y sobrevivir. Los metabolitos secundarios
pueden definirse como el nivel funcional del metabolismo que, aungue no es
indispensable para el crecimiento y desarrollo del vegetal, lo es para la supervivencia de
la especie. Debido a la riqueza quimica que contienen las plantas, éstas se consideran una
fuente natural de numerosos medicamentos y por ello fueron usadas en la medicina
tradicional, popular o folklorica y sus cualidades fueron transmitidas a traves de las
culturas de los pueblos. El estudio fitoquimico de los vegetales permite conocer los

principios activos y evaluar la complejidad de sus caminos de biosintesis y degradacion,



asi como los mecanismos de regulacion. En este trabajo analizamos la importancia de su

estudio en la carrera de Farmacia 2.

Existen otras enfermedades infecciosas que son menos graves y que no provocan
la muerte si se les da un tratamiento adecuado, como las enfermedades infecciosas de
caracter dermatolégico. Estas enfermedades son provocadas por microorganismos que
pueden o no afectar la piel directamente, las partes blandas y tejidos, donde logran
reproducirse y ocasionalmente dan como resultado una alteracion muy grave en la piel
del individuo, algunas veces este tipo de microorganismos se vuelven resistentes a los

antibioticos °.

Los problemas topicos y cutaneos que son causados por hongos y levaduras reciben el
nombre de dermatomicosis y generalmente suelen afectar las ufias, el pelo y la piel estos
microorganismos se proliferan y penetran tejidos mas profundos transformandose en
infecciones cronicas y dificiles de eliminar. Por otro lado, los problemas tdpicos que son
causados por bacterias causan diferentes reacciones como erisipela, pustulas,
carbanculos, infecciones posoperatorias e inflamacion aguda en el paciente. Ambos

problemas topicos afectan el estrato corneo .

Actualmente, a nivel mundial gran parte de los problemas en la piel son generados
por microorganismo que se transmiten por contacto directo con objetos o alguna persona
infectada. Los padecimientos inducidos por estos microorganismos dependen de la
etiologia de: la bacteria, la patogenia, de los cuadros clinicos que esta provoque, asi como
de la localizacion cutanea de la infeccidn. Estas bacterias tienen la capacidad de atacar u
hospedarse en cualquier tipo de poblacion, afectando mayoritariamente la poblacion
pediatrica y pacientes con factores de riego asociados o0 con un sistema immune

comprometido 2.

La incidencia de las infecciones en la piel ha tenido un incremento en los Gltimos
afios esto debido a la facil evolucion de las bacterias, su diseminacion y su rapida

proliferacion y sumado a estas caracteristicas la habilidad de crear mecanismos de
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resistencia antibidtica hace que la incidencia de las infecciones en la piel sea mucho
mayor en la actualidad. En la mayoria de casos las bacterias involucradas son las bacterias
Gram positivas, destacando entre ellas el Staphylococcus aureus y el Staphylococcus
pyogenes como los microorganismos mas comunes que producen dafio en piel y tejidos

blandos 2.

1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La piel es considerada el ecosistema mas grande que posee el ser humano, ya que
este alberga una gran cantidad y variedad de microorganismo que habitan diferentes
nichos fisioldgicos y topograficos en el cuerpo. La biodiversidad de este microbiota esta
constituida por alrededor de 5000 géneros bacterianos, caracterizando tradicionalmente
especies de Staphylococcus spp como las principales causantes de mantener la salud de

la piel o por el contrario producir enfermedades e infecciones cutaneas y en la piel “.

Los desordenes dermatoldgicos que se manifiestan de forma estereotipica en
diferentes zonas del cuerpo son algunos de los factores responsables que potencian la
alteracion o perturbacion de la flora microbiana en el organismo, generado la colonizacién
de estas bacterias. Ademas de estos factores dermatoldgicos se debe incluir los factores
propios de cada persona: sexo, etnia, edad, etc.; y los factores exdgenos: medicamentos,
heridas, estilo de vida entre otras) pueden ser la causa del aumento de los problemas

topicos y cutaneos .

El Staphylococcus aureus es una bacteria gram positivo, carece de movimiento y
posee forma de coco, es un microorganismo aerobio y anaerobio facultativo que es no
formador de esporas. Su principal nicho de colonizacion es la piel, el area de las narinas,
ingles y el tracto gastrointestinal, la invasion de los microorganismos se generan debido
a bajos mecanismo de defensa del huésped, por aspiracion o la insercion de estos en piel
dafiada o durante procesos quirdrgicos donde se presentan las mejores condiciones para

producir un reservorio de microorganismos favoreciendo finalmente la infeccion 22,



Las infecciones provocadas por S. aureus son un problema de salud mundial, ya
que este agente patdgeno poseen una rapida proliferacion y una facil transmision entre
los pacientes, la adaptabilidad que posee el microorganismo hace que este aisle con mayor
facilidad en infecciones de piel y tejidos blandos, infecciones endovasculares, neumonias,
artritis séptica, endocarditis, osteomielitis, protesis y sepsis, asi como tambien en
pacientes con alteracion del estado inmunolégico (diabéticos, pacientes con cancer o

alguna inmunodeficiencia) 2°.

Sumado a lo anterior, se responsabiliza a esta bacteria como uno de los principales
patdgenos encargados de generar la mayoria de las infecciones intrahospitalarias e
infecciones de la comunidad, contribuyendo a un aumento en los casos infecciosos que
se tiene que atender diariamente en los centros de salud. Una de las caracteristicas de la
bacteria por la cual se presenta este aumento en los casos infecciosos es por su capacidad
evolutiva gque le otorga la habilidad para adquirir diferentes mecanismos de resistencia a

los antibidticos 2.

Esta evolucion de los microorganismos se ha convertido en una amenaza para la
salud pablica mundial, esta problematica también se debe a la mala utilizacién de
medicamentos antibioticos y antifingicos por parte de los usuarios. Debido a esto, los
investigadores en salud han venido efectuando extracciones y estudiando con atencién
los diferentes compuestos que son biolégicamente activos dentro de diversas especies de
plantas tradicionales con usos en la medicina herbal, esto con el fin de usar esas

extracciones como alternativa en el manejo de los procesos infecciosos °.

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud a nivel mundial, y se define
como la capacidad que tiene un microorganismo para resistir el efecto de los
medicamentos antibioticos. Esta capacidad que poseen la mayoria de los microrganismos
puede ser propia del tipo de bacteria o puede ser una capacidad que desarrolla durante el
proceso de infeccidn o durante la aplicacion del tratamiento. Ejerciendo un gran impacto

en la salud y la economia mundial ©.

En este sentido, y partiendo de lo anteriormente mencionado, surge una pregunta

necesaria dentro de ese campo ¢(Es posible determinar una accion antimicrobiana



proveniente de los extractos de la planta con poco uso en medicina tradicional como la

Luffa cylindrica?



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar de la actividad antibacteriana in vitro del extracto de la planta Luffa
cylindrica contra cepas de Staphylococcus aureus a través de difusion en placa de agar

para su aprovechamiento en problemas tdpicos y cutaneos.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar una revision bibliogréfica sistematica sobre las propiedades que
presenta la planta de Luffa cylindrica y procesos de extraccion a partir de
material vegetal.

2. Obtener extractos a partir de diferentes tejidos de Luffa cylindrica,
empleando como técnica de extraccion una maceracion acelerada
mediante equipo de extraccion soxhlet.

3. Evaluar de la actividad antibacteriana in vitro del extracto de la planta

Luffa cylindrica contra cepas de Staphylococcus aureus.



1.4. JUSTIFICACION

El Staphylococcus aureus es reconocido como una bacteria de gran importancia
que constituye parte de la flora transitoria de la piel y es el desencadenante mas comun
de las infecciones cutaneas provocando con frecuencia lesiones de menor gravedad como
celulitis, impétigo y abscesos. Pero, en ocasiones cuando aparece la infeccion asociada a
otros factores de riesgo para el paciente ocurren con mayor gravedad o severidad y pueden
producir cuadros de neumonia, sepsis y otras infecciones. Aunado a lo anterior se hace
una revision bibliografica para generar informacion importante sobre el agente patdgeno

y su correcto tratamiento 2,

A pesar del desarrollo que ha tenido el ser humano sigue utilizando las plantas
medicinales que tiene un gran valor como precursor y como parte del tratamiento para los
diferentes tipos de enfermedades existentes. Existen estudios donde se evidencian
profundos avances y descubrimientos cientificos donde se originan sustancias bioactivas
que son generadoras de medicamentos de caracter natural o de materia prima para la
formulacion de medicamentos. Por lo que la utilizacién de plantas medicinales ayuda a

solventar los problemas infecciosos de la poblacion ©.

La gran variedad de especies vegetales al rededor del mundo ha permitido al ser
humano estudiarlas y utilizarlas como tratamientos para muchas enfermedades. Siendo
las plantas medicinales un buen precursor de compuestos o agentes antimicrobianos, lo
cual es una opcion ante la problematica del mecanismo de resistencia a los antibioticos.
Por lo tanto, los extractos de la planta Luffa cylindrica se ha caracterizado por poseer
compuestos con propiedades antimicrobianas que pueden ser usados de manera natural o

para sintesis de compuestos con mayor eficacia y seguridad °.

Cabe destacar que durante los ultimos afios de la historia farmacolégica ha venido
prestando mucha atencion en diferentes tipos de plantas que han sido muy poco
estudiadas, pero son pertenecientes a tipos de familia que, si tiene estudios cientificos, la

diversidad bioldgica existente en ellas origina cierto interés por las actividades bioldgicas



de las plantas identificando los compuestos a los que se les puede atribuir los efectos

farmacoldgicos %,

La gran cantidad de propiedades medicinales que contienen las plantas se debe
basicamente al contenido de compuestos esenciales y proteinas capaces de inhibir la
regulacién de la sintesis de proteinas del microorganismo o de participar en la defensa
contra estos. Algunos de estos compuestos esenciales presentan estructuras quimicas
como alcoholes, aldehidos, &cidos carboxilicos; responsables de loa diferentes
propiedades farmacoldgicas que poseen las plantas 82,

La Luffa cylindrica es una especie importante de la familia de cucurbitacea que se
utiliza para la elaboracion de materiales industriales como material de embalaje
ecoldgico, paneles de aislamiento térmico y acustico, plantillas para calzado, esponja para
aseo personal. Por otro lado, tambien ha sido utilizada en medicina natural debido al alto
contenido de sustancias con propiedades medicinales que posee como saponinas,
terpenos, polifenoles, &cidos grasos y flavonoides presentes en las diferentes partes de las
plantas (tallos, hojas, flor, fruto y semillas) "°.

Debido a la composicion quimica de la planta se le atribuyen diferentes
propiedades farmacol6gicas como propiedades antieméticas, antiasmaticas, antitusivas,
antiinflamatorias, antifungicas y antibacterianas. También, diferentes estudios sefialan la
presencia de proteinas inhibitorias que inhiben la sintesis de proteinas como la proteina
luffin que depuran ARN ribosémico grande haciendo que esta modificacion de tamafo
no permita que el ribosoma no se una al factor de elongacion inhibiendo de esta manera

la sintesis de proteina del organismo 2%,

1.5. ANTECEDENTES

En este apartado de la investigacion se mostrard como la investigacion cientifica

en farmacia ha estado involucrada en el descubrimiento de propiedades medicinales de



nuevos extractos de plantas que son poco utilizadas en la medicina natural convencional.
Como bien se sabe, los problemas topicos y cutaneos causados por infecciones de
microorganismos han venido presentando un aumento de casos dentro de la poblacion.
Ademas, se demuestra la actividad antimicrobiana contra diferentes patdgenos que
poseen los extractos de plantas poco utilizadas dentro de la medicina natural
convencional, que, contemplando los antecedentes histéricos, se puede concluir en la
actualidad que estos antecedentes nos funcionaran como precedentes para el desarrollo

de la investigacion.

1.5.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

Islam, Nishida & Funatsa & (1990) con su investigacion “completed amino acid
sequence of luffin-a, a ribosome inactivating protein from sedes of sponge gourd (luffa
cylindrica)”, han determinado la secuencia completa de aminoacidos de luffin-a de la
semilla de Luffa cylindrica. Esta investigacion se realizd empleando el método de doble
acoplamiento con 4’-isotiocianato de 4-N, N-dimetilaminoazobenceno y con
fenilisotiocianato, obteniendo un total de 248 amino&cidos de los cuales se aislaron 22
péptidos. Estas proteinas obtenidas se compararon con la secuencia de la cadena A del
ricino que tiene una proteina inactivadora de ribosoma, obteniendo como resultado una

identidad de secuencia de un 33%.

Gbeassor M, Kedjagni A, Koumaglo K, de Souza C, Agbos K, Aklikokou K et al
® (1990) al realizar el estudio “In vitro antimalarial activity of six medicinal plants”,
consiguen extractos etandlicos de diferentes plantas, entre ellas Luffa cylindrica, con el
uso de material vegetal seco y pulverizado en alcohol de 95% para luego, este extracto
terminarlo de secar con presion reducida y asi realizar las pruebas in vitro. El resultado
que se obtuvo fue positivo ya que la inhibicién del crecimiento bacteriano fue

proporcional a la dosis y a la concentracion utilizada.

En 2003 Lapenna E, Medina G, Diaz L, Aguillén K, Marin H °. Describen en su
estudio “Actividad fungicida y bactericida y fungicida de algunas plantas utilizadas en la

10



medicina tradicional venezolana” diferentes procedimientos de extraccion de los
compuestos antibacterianos a partir de hojas secas y limpias, durante su elaboracion en
uno de los procesos se utilizé agua como disolvente en un proceso de coccion y para otra
extraccion se utilizé metanol como disolvente y se macero el material vegetal, durante
las pruebas microbianas los resultados fueron muy variados que dependieron de la planta
utilizada y el método de extraccion empleado, pero la mayoria si demostraron tener

actividad antimicrobiana.

En 2007 Kamatenesi M, Makawiti D, Oryem H, Odyek O, Nganga J ! en su
estudio “The oxytocic properties of Luffa cylindrica (L.) M. Roem. and Bidens pilosa L.
traditionally used medicinal plants from western Uganda” realizan una recopilacion de
datos, estudiando varias plantas utilizadas en medicina natural. El estudio se aplicé de
forma in vitro en animales de laboratorio y se recopilaron datos de los indicadores
terapéuticos de los remedios a base de las hierbas que se emplearon, obteniendo una

respuesta positiva para poder registrar su uso.

Amaya L, Diaz F, Garcia N, Moncada M, Guerrero G ? (2007) en su estudio
“Obtencion del aceite de las semillas de Luffa cylindrica y evaluacion de su potencial uso
en la industria cosmética”, realizan la extraccion del aceite de las semillas de Luffa
cylindrica mediante método soxhlet utilizando n-hexano como disolvente y el aceite
obtenido se someti6 a un analisis cromatografico determinan la caracterizacion
fisicoquimica del aceite extraido, las pruebas microbioldgicas realizadas al aceite fresco
no dieron un resultado ya que la proliferacion de los agentes estudiados sobrepasa el

limite establecido debido a una mala manipulacion.

Devi G et al = (2009) en “Studies on the antibacterial and antifungical activities
of the ethanolic extracts of Luffa cylindrica (Linn) fuit”, en el procedimiento utilizaron
fruto fresco para la obtencion de los extractos. La extraccion se realizd mediante el
método de soxhlet usando etanol como disolvente, obteniendo como resultado diferentes
fracciones de los extractos que demostraron tener una capacidad antimicrobiana y

antiflngica contra las diferentes bacterias gram positivas y gram negativas analizadas.

11



1.5.2. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

En 2010 Ismail M, Hussain M, Dastagir M, Billah M, Quader A 4, a través de su
investigacion Phytochemical and antimicrobial investigation of Luffa cylindrica han
aislado los componentes responsables de la actividad antimicrobiana a partir de frutos
secos; estos extractos fueron obtenidos por el método soxhlet utilizando como disolventes
el éter de petrdleo y el acetato de etilo, ambas extracciones se realizaron por separado y
los producto obteniendo demostraron tener actividad antimicrobiana de leve a moderada
a contra la mayoria de las cepas de bacterias y hongos con las que se realizd la

investigacion.

Nagarajan K, Saxena P, Mazumder A, Ghosh L & Devi G ¥ (2010) en la
investigacion “Effect of various chromatographic terpenoid fractions of Luffa cylindrica
seeds on in vitro antimicrobial studies” aislan diferentes fracciones de terpenoides
obtenidas a partir de las semillas de Luffa cylindrica mediante método soxhlet, utilizando
metanol como disolvente. Las fracciones obtenidas fueron sometieron al método de
difusion agar demostrando una capacidad antimicrobiana frente a las diferentes bacterias

utilizadas durante el ejercicio.

En 2012 Bal K, Bal Y, Cote G & Chagnes A '°, mencionan en su estudio
“Morphology and antimicrobial properties of Luffa cylindrica fibers/chitosan biomaterial
as micro-reservoirs for silver delivery” la morfologia y la actividad antimicrobiana
presentes en las fibras del fruto seco de Luffa cylindrica, el proceso utilizado incorpora
soluciones de hidréxido de sodio al 5% y &cido acético al 2% en experimentos separados
sumergiendo las fibras en las soluciones para después comprobar la actividad
antimicrobiana presente en las fibras de la planta mediante pruebas con los agentes

bacterianos en disco de agar sangre.

En 2012 Partap S, Kumar A, Kant N, Jha K ', Con su articulo “Luffa cylindrica:
an important medicinal plant”, mediante una revision bibliografica hacen relevancia al
uso medicinal de la planta Luffa cylindrica y describen cada uno de los componentes

bioactivos de la planta y el efecto terapéutico que posee cada uno de ellos, haciendo
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relevancia a la finalidad farmacoldgica presente en estos compuestos bioactivos presentes

en la planta.

Aboh M, Okhale S, Ibrahim K 8 (2012) en su estudio “Preliminary studies on
Luffa cylindrica: comparative Phytochemical and antimicrobial screening of the fresh and
dried aerial parts”, describen el procedimiento utilizando material aéreo (tallos, hojas,
flores) seco, limpio y macerado, para su extraccion se emple6 agua, cloroformo y
metanol. Al producto obtenido se examind en busqueda de los metabolitos secundarios y
se reporta que el extracto contiene alcaloides, saponinas y taninos. En las pruebas

antimicrobianas realizadas se demostro la actividad antimicrobiana que posee el extracto.

Difurnd J, Lorente C, Frias J, Ocafia R Ramirez R ’ (2012) en su estudio
“evaluacion microbioldgica preliminar de plantas de la flora cubana en Granma”
elaboraron el estudio a partir de material vegetal seco y limpio, este material fue macerado
y se utilizo alcohol al 70% como disolvente para obtener una tintura al 20%. El extracto

tuvo una respuesta positiva para las diferentes pruebas antibacterianas que se realizaron.

En 2013 Ahmad B & Khan A *° con su estudio “Antibacterial, antifungical and
phytotoxic activities of Luffa cylindrica and Momordica charantia”, examinan la
actividad antibacteriana, antifungica y fitotoxica de los extractos de ambas plantas se
obtuvieron a partir Frutos limpios y secos mediante extraccion metanol, para luego
suspenderla en agua destila y elaborar diferentes fracciones repartidas con n-hexano,
cloroformo, acetato de etilo, butanol y agua. Las pruebas antimicrobianas aplicadas a las
diferentes fracciones del extracto sobre los microorganismos resultan positivas ya que
demuestran una inhibicién del crecimiento de regular a buena dependiendo del tipo de

fraccién utilizado.

Swain T, Sahoo R & Kar D ?° en 2013 presentan el estudio “Phytochemical
potential of Luffa cylindrica (L.) Roem extracts” examinaron las propiedades
antimicrobianas de los extractos de la Luffa cylindrica. Esto lo hicieron con frutos secos,
limpios y pulverizados utilizando un aparato soxhlet y etanol y agua como disolventes.
Los extractos obtenidos fueron sometidos a pruebas microbioldgicas con diferentes
agentes microbianos, mostrando tener efecto bactericida ya que no se mostré un

crecimiento bacteriano en las pruebas aun después de 48 horas de incubacion.
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En 2014 Mankilik M & Mikailu A 2! en su estudio “Phytochemical Content and
antimicrobial activities of Luffa aegyptiaca (sponge gourd) leaves extracts”, analizaron
las propiedades antimicrobianas que poseen los extractos de hojas secas de Luffa
aegyptiaca. Los fitoquimicos fueron obtenidos mediante extraccion con equipo soxhlet
utilizando diferentes disolventes como metanol, etanol, cloroformo y agua. Los diferentes
extractos obtenidos se sometieron a analisis fitoquimico demostrando la presencia de
taninos, saponinas, flavonoides, glucosidos, esteroides, cumarinas antraquinonas y
flobataninas. Por otra parte, los extractos fueron sometidos a pruebas antimicrobianas
obteniendo buenos resultados, ya que los componentes bioactivos presentes en la planta

poseen actividad antimicrobiana potencial.

Antia B, Essien E, Okokon J & Alalade | %2 (2015) con su estudio “Wound healing,
Phytochemical and antimicrobial properties of Luffa cylindrica (Linn.) seed extracts” la
capacidad de cicatrizacion y la actividad antimicrobiana de diferentes extractos obtenidos
a partir de semillas pulverizadas de luffa cylindrica, para esto utilizaron el equipo de
destilaciéon y n-hexano como disolvente, el residuo exento se extrajo con disolventes de
polaridad creciente (cloroformo, éter dietilico, acetato de etilo, n-butanol y metanol). Para
las pruebas de actividad antimicrobiana se utilizaron diferentes bacterias y se evaluaron
diferentes concentraciones de los extractos mediante el método de difusion pozos de agar,
demostrando una actividad de regular a buena.

En 2018 Onyegbule F, Okeye Ch, Chukwunwejim Ch, Umeokoli B & Eze P %
durante su estudio “Evaluation of Antioxidant, anti-inflamatory and antimicrobial
activities of the leaf extracts of Luffa cylindrica”, se evalu6 la actividad antioxidante,
antiinflamatoria y antimicrobiana de los extractos crudos de etanol y acetato de etilo
obtenidos a partir de hojas secas y limpias, mediante un proceso de maceracion durante
dos dias para luego ser filtrado y evaporar el exceso de humedad. Los resultados para las
pruebas microbioldgicas fueron positivos, ya que si presentaron accion sobre bacterias

gram positivas y gram negativas empleadas.

Avrias Q, Valdés L, Remdén N & Ramirez J 2 (2018) en su estudio “Capacidad
antioxidante in vitro de extractos etanolicos del fruto de Luffa cylindrica L. Roem”

determinaron la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de frutos verdes
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y frutos secos de Luffa cylindrica. Para la extraccion utilizaron el procero de maceracion
con etanol al 70%, su capacidad antioxidante fue determina mediante espectrofotometria
ultravioleta. La composicion fitoquimica de los extractos fue explorada cualitativamente
por tamizaje, los compuestos detectados fueron triterpenos, polifenoles, anticianidinas y

cumarinas que son los responsables de las actividades antimicrobianas del extracto.

Ali Esmail Al-Snafi % en 2019 presenta el estudio “Constituents and
pharmacology of Luffa cylindrica. A review”, donde presenta una revision bibliografica
sobre planta evidenciando los efectos bioldgicos que esta presenta, el cribado fitoquimico
revel6 que la planta contenia diferentes compuestos como: las antocianinas, glucésidos,
flavonoides, saponinas, carbohidratos, proteinas, alcaloides y taninos, algunos de estos
compuestos segun la investigacion son los encargados de las diferentes acciones
farmacolodgicas que tiene la planta.

1.5.3. ANTECEDENTES NACIONALES

En este apartado de antecedentes nacionales se realizé una blsqueda exhaustiva
en la biblioteca de la Universidad Internacional de las Américas (UIA). Ademas, se
revisaron diferentes motores de busqueda de fuentes acreditadas y confiables como Scielo
y Pubmed; pero, lastimosamente no se encontré ninguna relacion entre el extracto de
Luffa cylindrica y la actividad antimicrobiana presente en la planta. Tambien cabe
destacar que durante la investigacion se revisaron revistas nacionales como Binass que
proporciona informacién cientifica relacionada con la salud y tampoco se encontrd
ningun articulo a nivel nacional. Sin embargo, si se encontraron articulos cientificos de
Costa Rica relacionados a la parte agroindustrial de la plant por lo que no se pueden

incluir en este apartado, pero tienen importancia para la elaboracion de la investigacion.
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1.6. PROYECCIONES:

Se pretende obtener el extracto de la planta luffa cylindrica de diferentes tejidos
de la planta como hojas, tallos, semillas. En el laboratorio de la Universidad
Internacional de las Ameéricas.

Se pretende comprobar la actividad antimicrobiana presente en la planta contra
cepas de S. aureus. Este procedimiento se hara con placas certificadas obtenidas
en el laboratorio microbioldgico Microlabs, en Guadalupe.

Se busca identificar los componentes presentes en el extracto obtenido mediante
pruebas de tamizaje fitoquimico. El procedimiento para realizar estas pruebas se
desarrollara en las instalaciones de los laboratorios de quimica de la Universidad

Internacional de las Américas.
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En este apartado se va a presentar las ideas tedricas que sustentan el tema que se esta
investigando. Dado a la naturaleza del tema, el aspecto técnico del tema, permiti6 explorar
términos y mecanismos que estan involucrados en la determinacién de la actividad

antimicrobiana.

2.1. GENERALIDADES DE LA PIEL

La piel destaca como el 6rgano mas grande que posee el ser humano, es
considerado como el mas extenso (1,5-2 m?) y el de mayor peso (Aprox. 3,5 kg) en el
organismo, dos caracteristicas que van a depender del tamafio y del peso corporal del
individuo. Presenta algunas funciones como la termorregulacion, proteccion, sensorial,
entre otras. La piel se puede clasificar tradicionalmente por su grosor en piel gruesa y piel
fina y estructuralmente se dividen en epidermis (capa externa), dermis (capa subyacente)

y la hipodermis (capa interna) 8.

La composicion histoldgica de una piel es una epidermis y una dermis. La
epidermis es el epitelio de revestimiento plano pluriestratificado cornificado en el que es
posible diferenciar 5 estratos. Mientras que la dermis es descrita como un tejido
conjuntivo donde se observa una capa superficial, la dermis papilar que contiene tejido
conjuntivo laxo y una capa profunda, la dermis reticular que estad formada por tejido
conjuntivo denso. Particularmente en la piel gruesa se describe una epidermis gruesa con

queratina protectora abundante y compacta *°.

La piel no es un organo uniforme en toda su superficie, existiendo algunas
variaciones topograficas que son caracteristicas de sus diferentes funciones. Asi, en
palmas de la manos y plantas de los pies tiene una importante mision de proteccion y, en

consecuencia, muestra una epidermis muy gruesa, con una gran capa cornea y una
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hipodermis también voluminosa. Por otro lado, otro tipo de piel ubicada en los labios
menores de genitales femeninos la piel es muy fina, exquisitamente sensible por la gran
cantidad de terminaciones nerviosas libres que posee, y practicamente carece de

hipodermis %°.

Figuras 1 Muestra la estructura general de la piel humana

“vena

Gléandula sudoripara

Fuente: Imagen tomada de referencia “Caracterizacion histologica, histoquimica e

inmunohistoquimica de la piel palmoplantar humana” 8

2.1.1 CAPAS DE LA PIEL

Las capas de la piel se encuentran a diferente profundidad y su funcionalidad esta
directamente ligada a las estructuras que las componen, seguidamente se hace referencia

a las tres capas que componen la piel.
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2.1.1.1 Epidermis

La epidermis es la capa mas externa de la piel que se encuentra visible, es un
epitelio escamoso y pluriestratificado. Esta capa esta formada por diferentes tipos de
células como los queranocitos; que son los responsables de producir queratina y
representan entre un 80-95% del total de células en la epidermis, los porcentajes restantes
se distribuyen en células como melanocitos que producen melanina, células de Merkel

que poseen un papel sensitivo y células Langerhans con funcion inmunoldgica .

Los queranocitos tienen como funcion principal formar una barrera de proteccion
entre el individuo y el medio externo, esta capa es continuamente sustituida o eliminada
por descamacion y debido a la replicacion celular. Estas células poseen origen
ectodérmico y su funcion morfoldgica varia segun el estrato donde este se encuentre, en
el estrato mas profundo presentan forma prismatica con actividad mitética y menos
actividad bioquimica y conforme se avanza hacia estratos mas externos estas van

adquiriendo forma cubicas y aplanadas con actividad bioquimica “2.

El melanocito es el principal responsable de la produccion de melanina, esta célula
se origina en la cresta neural y se desplaza hacia el estrato basal de la epidermis. Una vez
establecido en el estrato basal el melanocito hace contacto con los queranocitos
circundantes y se fijas entre ellas, a este conjunto de células formado se le denomina
unidad melanica epidérmica, proporcionando una proteccién extra sobre los efectos de la

radiacion solar *°.

Cabe destacar que, aunque las células de Merkel se encuentran en menor cantidad
tambien estan presentes en la epidermis, especificamente en el estrato basal y varian
segun la localizacion anatémica. Estas células al ser mecanorreceptor de adaptacion lenta,
responsables de las propiedades neuroendocrinas y epiteliales que responden del tacto
superficial y tambien de una funcion paracrina y endocrina, se cree que pueden originarse

en la cresta neural y en células madres epidérmicas 4.
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Por otro lado, las células de Langerhans le dan la capacidad inmune a la piel y
suelen observarse a lo largo de todos los estratos de la epidermis, pero con mayor
frecuencia en el estrato espinoso. Las células inmaduras de Langerhans se originan de
precursores de medula dsea y son transportadas por medio del torrente sanguineo hasta
piel, donde llegan como células maduras de Langerhans que dentro de su contenido

poseen antigeno perteneciente al sistema inmune .

Por otro lado, las células Ilamadas queranocitos ejercen una funcion de barrera de
proteccion presente entre el individuo y el medio ambiente externo, en donde se pueden
encontrar diferentes microorganismos que son los responsables de muchas de las
enfermedades a nivel tépico y cutaneo producido por los microorganismos, esta capa se
encuentra en constante sustitucion y eliminacién mediante procesos de descamacion y

replicacion celular, sustituyendo asi el tejido muerto de esta capa superficial de la piel 4*-
42

Estas células que constituyen la epidermis son de origen ectodérmico, es decir,
son células que se forman en la capa mas externa que forma el embrion y es la primera
capa que se forma a partir de epiblasto, esta capa posee una funcién morfolégica varia
segun el estrato donde este se encuentre, en el estrato més profundo presentan forma
prismatica con actividad mit6tica y menos actividad bioquimica y conforme se avanza
hacia estratos mas externos estas van adquiriendo forma cubicas y aplanadas con

actividad bioquimica 4244,
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Figuras 2 Muestras la estructura de las células epidérmicas

Fllamenios inlermadios
(queratina)

Célula de Merkel

Fuente: Imagen tomada de referencia “Caracterizacion histoldgica, histoquimica e

inmunohistoquimica de la piel palmoplantar humana”

La epidermis esta seccionada en cinco estratos o capas, cada una de ellas
constituidas por diferentes células diferentes y se dividen desde la mas profunda hasta la
mas superficial de la siguiente manera:

Estrato germinativo o basal: es el estrato que sen encuentra mas profundo de
todos y esta constituido principalmente por células de queratinocitos que tienen forma de
prismas y poseen gran actividad mitética dando lugar a la division celular efectuando la
regeneracion de la epidermis en varias fases. Ademas de estas células, existen otras como

los melanocitos y las células de Merkel %43,
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Estrato espinoso de Malpighi: estd formado por aproximadamente 8 capas de
células, donde predominan los queranocitos con forma cubica y a medida que van
ascendiendo por los diferentes estratos epidérmicos se van volviendo de forma plana y
van perdiendo la capacidad de divisién celular. Esta capa los queratinocitos se encargan
de sintetizar la proteina empaquetadora involucrina, ademas presenta otras células como

melanocitos y las células de Langerhans 4044,

Estrato granuloso: aqui sucede una queratinizacion progresiva causados por lo
alta actividad productora queratohialina presentes en los granulos de queratinocitos que
pierden capacidad divisoria y a su vez se van volviendo mas planos e irregulares
formando de 3-5 capas del estrato, estas células aumentan de tamafio y numero a medida
que se van acercando a la capa mas externa de la piel terminando el proceso con la muerte
celular. Ademas, se encuentran cuerpos de Odland fundamentales en la produccion de

lipidos de la capa cornea “.

Estrato lucido: esta capa predomina en las partes del cuerpo donde la piel es mas
gruesa como en planta de pies y palma de las manos, es muy rica en lipoproteinas y se
encarga de aportar elasticidad a la piel que es sometida a estrés mecéanico e impedir la
salida o la entrada del agua. Esta capa es muy delgada y los queratinocitos presentan

formas muy planas e irregulares 343,

Estrato cdrneo: es la capa mas superficial y ancha de la epidermis, es el estrato
mas grueso y eosinofilo de la epidermis y esta formada por aproximadamente 20-30 capas
de células escamosas, aplanadas y muertas llamadas corneocitos; presentando una bicapa
fosfolipidica que le otorga las funciones de proteccion mecénica y permeabilidad cuténea,

siendo el resultado de la diferenciacion final de los queratinocitos epidérmicos “6.
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Figuras 3 Se muestra la localizacién de las células epidérmicas dentro de los
diferentes estratos de la epidermis
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Fuente: Imagen tomada de referencia “Caracterizacion histologica, histoquimica e

inmunohistoquimica de la piel palmoplantar humana”

2.1.1.2 Dermis

El grosor de la dermis varia dependiendo de la zona anatomica donde se encuentre,
es una capa mas gruesa que la epidermis; constituida por tejido conjuntivo denso de
origen mesodérmico, este se encuentra subyacente a la membrana basal de la epidermis
proporcionandole soporte estructural, resistencia, elasticidad y capacidad de adaptacién
a movimientos y cambios de volumen. La dermis funciona como proteccion de vasos
sanguineos, terminaciones nerviosas, vasos linfaticos, células del sistema inmunoldgico,

foliculos pilosos y glandulas 34,
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Dentro de la composicion celular de la dermis se encuentran los fibroblastos en
mayor proporcion, encargados de la sintesis y degradacion de fibras de la matriz
extracelular. Ademas, dentro de su composicion celular existe presencia de mastocitos y
macrofagos células encargadas de la defensa del organismo y de células dendriticas o
células transitorias del sistema inmune. La matriz extracelular de la presenta composicion

fibrilar y no fibrilar 342,

La epidermis, mucosas y anejos epidérmicos proceden del ectodermo, mientras
que dermis e hipodermis del mesodermo. Aproximadamente en la tercera semana, el
embridn esta cubierto de una fina membrana unicelular que, a partir de la quinta o sexta,
se divide en dos: una superficial, o peridermo, y otra profunda, o estrato germinativo. Ya
en el tercer mes Dos meses después, por encima de la glandula sebacea, brota un nuevo

engrosamiento, en el que se forma la glandula sudoripara apocrina 442,

Posteriormente, en la etapa de diferenciacion, parten desde la epidermis células
para formar el canal del pelo y otras exteriores que dan lugar a la vaina epitelial externa
y en la porcion distal o bulbo piloso, que ya engloba las células de la papila, se forma la
matriz, cuyas células se multiplican, dando lugar al pelo y vaina epitelial interna. Desde
aproximadamente el tercer mes de vida intrauterino, las células matriciales que se

encuentran en el abultamiento superior del foliculo dan lugar a la glandula sebacea 3%,

Entre el quinto y sexto mes prolifera el abultamiento superior, o de la glandula
sudoripara apocrina, en forma de cordon sélido, que avanza hasta un nivel bastante
profundo, donde las células se separan y determinan la luz glandular. EI otro germen
epitelial es el de las glandulas sudoriparas ecrinas, que profundiza en la dermis desde el
tercer o cuarto mes, diferenciandose paulatinamente glomérulo secretor y conducto
excretor, que se canaliza hacia el octavo mes, adoptando en ese momento el aspecto que

poseen en el adulto 04,
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Figuras 4 Se muestran las células mas representativas que se encuentran en la
epidermis, el dendrocito (A), mastocito (B) y fibroblasto (C)

Fuente: Imagen tomada de referencia “Caracterizacion histoldgica, histoquimica e

inmunohistoquimica de la piel palmoplantar humana”

La dermis estd constituida por diferentes capas que se encuentran a diferentes
profundidades. A continuacién, se nombran cada una de las capas y se hace una breve

resefia acerca de las capas que conforman las dermis:

Estrato papilar: esta compuesto por tejido laxo, es la capa mas superior y fina de
la dermis que hace contacto con la epidermis a través de las papilas dérmicas, una vez en
la epidermis estos se alternan con los procesos interpapilares de la epidermis. En el
estrato papilar se encuentran numerosos vasos sanguineos, vasos linfaticos, glandulas,

terminaciones nerviosas y receptore sensoriales “°.

Estrato reticular: estd compuesta por tejido conectivo denso adulto no
modelado, es la capa mas profunda, mas gruesa y con menos contenido celular de la
dermis. Se encuentra inmediato a la capa de la hipodermis, integrada por
mayoritariamente por haces de colageno y fibras elasticas gruesas. Al igual que en estrato
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papilar, el reticular también contienen vasos sanguineos y ramificaciones nerviosas, entre

otros componentes 7.

Figuras 5 Se muestras los estratos dérmicos, asi como las células que
conforman la dermis
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Fuente: Imagen tomada de referencia “Anatomia y fisiologia de la piel”

2.1.1.3 Hipodermis

Esta es la capa mas profunda de la piel, su tamafio va a depender de la regién
corporal y es de origen mesodérmico, constituido por tejido conjuntivo laxo, celulas
adiposas (adipocitos), vasos sanguineos y terminaciones nerviosas. La hipodermis
funciona como reservorio de energia, de proteccion a dafio mecanico, sirve como
termorregulador ya que el tejido adiposo produce calor mediante la oxidacion de acidos

grasos 8.
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Figuras 6 Se muestra la estructura general de la hipodermis

Fuente: Imagen tomada de referencia “Estudio del efecto de polifenoles vegetales sobre

un modelo de fotoenvejecimiento en ratones skh1” 4

2.1.2. FUNCIONES DE LA PIEL

La diversidad en la composicion celular de la piel hace que esta tenga muchas y
diferentes funciones para el correcto funcionamiento del organismo, dentro de ellas

podemos destacar las siguiente:

Funcién de barrera epidérmica: es la principal funcion del estrato corneal de la
epidermis para mantener y garantizar la proteccion y permeabilidad del medio interno de
las lesiones ambientales, del ingreso de sustancias toxicas y de la colonizacién de

bacterias patoldgicas 042,

Funcién de soporte, termorregulacion y proteccion: son funciones
desempefadas por la hipodermis y la dermis en mayor parte ya que gracias a su
composicion forman el esqueleto perfecto, otorgandole ademas de soporte y proteccion

a 6rganos mas profundos del organismo, le da flexibilidad y fuerza 4%,
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Funcion inmunitaria: posee una estrecha relacién con la funcién de la barrera de
proteccion ya que impiden el ingreso de sustancias y agente patdgenos al organismo.
Durante la respuesta inmunitaria de la piel participan las células de Langerhans que viajan

por la periferia y activan el resto del sistema inmunitario “°.

Funcién endocrina: esta funcion ocurre en epidermis, donde ocurre una
produccion enddgena colecalciferol por conversion fitoquimica a partir del 7-
dehidrocolesterol y con ayuda de luz ultravioleta natural. Que luego de hidrolizarse en

higado produce vitamina D responsable de aumentar la absorcion de calcio 26,

Funcion exocrina: basicamente en esta funcién hace referencia a la secrecién de
sudor y de otras sustancias que se pueden eliminar por medio de este. También dentro de

esta funcion exocrina incluimos las secreciones de las glandulas sebaceas “2°.

Funcion en la curacion de heridas: esta es una de las funciones mas complejas
que presenta la piel, incluye la hemostasia donde los espacios subendoteliales
desencadenan la cascada de la coagulacion formando coagulo de fibrina, en la fase
inflamatoria participan neutrofilos y monocitos que llegan al lugar a eliminar patogenos.
Por medio de la proliferacion de queratinocitos y fibroblastos forman tejido de
granulacion y por dltimo en el proceso de remodelacion estan involucrados los

macrofagos 2.

Funcién sensorial: en la piel esta funcidén estd establecida por numerosas
terminaciones nerviosas que presentan receptores para diferentes acciones como tacto,

presion, frio, calor, vibracion y en especial dolor 404,
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2.1.3 INFECCIONES BACTERIANAS CUTANEAS

El proceso de infeccion puede ser causado por bacterias, hongos, virus y
protozoos. Este proceso ocurre cudndo un organismo huésped es invadido y colonizado
por un agente o microorganismo patdégeno que busca reproducirse a toda costa en el
individuo ocasionando infecciones a nivel local o sistémico. Cuando las condiciones son
las indicadas la gran mayoria de microorganismo pueden volverse patdgenos y generar

una infeccion mas comprometedora para la salud *°.

Tanto bacterias gram negativos como gram positivos son los agentes causales de
diversos tipos de patologias e infecciones tanto a nivel intrahospitalario y como a nivel
extrahospitalario, destacando entre ellas las infecciones cutaneas (piel y tejidos blandos)
que prevalecen y presentan un gran aumento de los casos, debido a la capacidad y
velocidad que poseen estos microorganismos invasores para dispersarse dentro de la
continuidad. La mayoria de las infecciones cutaneas estan causadas en la mayoria de las

veces por Staphylococcus aureus .

Las infecciones cutdneasy en la piel son definidas como los cambios inflamatorios
en la epidermis, dermis, tejido celular subcutaneo, fascia profunda o musculo, producidos
por un agente infeccioso. La presentacion de estas infecciones se debe a un desequilibrio
entre el hospedero y los microorganismos que colonizan la piel, el ambiente o por
infecciones sistémicas con diseminacion hematdgena. Los sintomas y lesiones varian y
dependiendo del microorganismo invasor en la piel y del compromiso de las estructuras

anatomicas subyacentes 3.

En piel y tejidos blandos las manifestaciones que se encuentran con mas
frecuencia son los abscesos y en su mayoria se forman como contenedores del nido de la
infeccion, la principal defensa celular del huésped contra las infecciones por S. aureus
son los leucocitos polimorfonucleares o conocidos como neutrofilos, estas células

contienen y producen muchos agentes antimicrobianos que son efectivos para matar
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bacterias, pero también pueden causar dafio inespecifico a los tejidos del hospedador y

contribuir a la formacién de abscesos .

La mayor cantidad de las infecciones de piel y tejidos blandos son una de las
infecciones prevalece en la poblacion pediatrica, esto gracias a su facilidad de
diseminacion y la frecuencia con la que los nifios presentan lesiones cutaneas. Algunas
de las bacterias de suma importancia implicadas en infecciones cutaneas
son Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. Otras bacterias que producen
infecciones de piel con menos frecuencia son Streptococcus agalactiae, los bacilos gran
negativos provocan infecciones perirrectales, inmunodeprimidos, infeccion
nosocomial, Clostridium u otros anaerobios y otras bacterias oportunistas, incluyendo

micobacterias atipicas .

Las infecciones topicas y cutaneas de caracter bacteriano son infecciones que
afectan a las diferentes partes de la piel, epidermis, dermis e hipodermis, a las que se
suman las infecciones de los tejidos subcutaneos, y que estan provocadas por bacterias.
El espectro clinico que poseen estas bacterias es amplio y su diagnéstico es casi siempre
clinico, pero es preferible disponer de una muestra microbioldgica si se van a prescribir
antibidticos. Las dos bacterias principales relacionadas con estos procesos son
Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. La antibioticoterapia es probabilista,

ya que el diagndstico clinico suele orientar hacia un germen particular .

Las infecciones cutaneas abarcan un amplio espectro de cuadros clinicos con
pronostico variable, afectando desde las capas superficiales de la piel hasta la fascia y el
masculo, constituyendo un frecuente motivo de consulta en el &mbito tanto ambulatorio
como hospitalario. En los Gltimos afios a nivel mundial se ha descrito un incremento de
la incidencia de infecciones de piel y tejidos blandos producidos por Staphylococcus
aureus meticilino resistentes (SAMR) con un 70% pero sin que estos hayan presentado

factores de riesgo producto de las infecciones *.
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2.2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS:

2.2.1. GENERALIDADES:

Esta bacteria agrupada en racimos es clasificada como una bacteria gram positiva
y €S un microorganismo que se encuentra en la flora normal de los seres humanos. El
estudio de esta bacteria es de gran importancia ya que generan diferentes tipos de
patologias que estan codificadas por distintos genes durante el ciclo de vida del
hospedador. Por otro lado, los mecanismos de patogenicidad de la bacteria producen el
efecto infeccioso principalmente en el tejido de la piel, en el area nasofaringea y en los

pliegues inguinales y axilares .

El nombre de este microorganismo fue otorgado por su descubridor, el médico
cirujano de origen escoceés el Dr. Alexander Ogston en 1882 tan solo 2 afios después de
su descubrimiento (1880), el observo que el pus que se encontraba producto de las heridas
quirargicas era originado por esta bacteria, esta observacion se dio mediante un
microscopio sobre un absceso de una herida. Posteriormente para el afio de 1884, otro
médico cirujano de origen aleman el Dr. Anton J. Rosenbach descubri6 dos cepas

de Staphylococcus, el Staphylococcus aureus y Staphylococcus albus 2.

Este microrganismo Gram positivo pertenece a la familia de los micrococcaceae
del género Staphylococcus que posee una forma esférica u ovoide y se agrupan en forma
de racimos de uvas, se han descrito 35 especies y 17 subespecies de importancia. Las
colonias de estos microorganismos suelen presentarse con dos pigmentos diferentes el
dorado o color amarillo y las colonias que se presentan en blanco, estas cepas infecciosas
necesitan de oxigeno para poder desarrollarse, tambien necesitan una temperatura de entre
30° - 37° C, a un pH entre 7,0 - 7,5. Por lo que las condiciones que le propician los
hospedadores son las més adecuadas para su propagacion 2,
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Figuras 7 Se muestra tincién de gram de Staphylococcus aureus

Fuente: imagen tomada de referencia “Colonizacion nasal y vaginal por
Staphylococcus aureus meticilino resistente y su relacion con Streptococcus del grupo b

en embarazadas en Posadas, Misiones, Argentina” 53

La colonizacion por parte del microorganismo Staphylococcus aureus puede
presentarse en varios tejidos o sistemas del huésped; cuando se presentan infecciones en
piel y tejidos blandos, este microorganismo evade la respuesta inmune mediada por
neutréfilos y macrdéfagos al bloquear la quimiotaxis, secuestrando anticuerpos u
ocultandose por medio de la formacién de biopelicula. También puede hospedarse es en
el endotelio cardiaco debido a diferentes factores como un traumatismo directo,
inflamacion o una enfermedad precedente que contribuyen a que las células
subendoteliales produzcan proteinas como proteinas de union al fibrindgeno y proteinas
de union a la fibronectina que se expresan en la matriz extracelular y son clave para

invasion, colonizacion e inflamacion del tejido 2.
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2.2.2 EPIDEMIOLOGIA:

Las cepas de Staphylococcus aureus pueden ser similares y se considera parte de
la flora normal del humano, debido a que uno de cada tres individuos esta colonizado con
esta bacteria sin estar asociado a enfermedad. Pero una exposicion previa a los agentes
microbianos puede ser un factor de riesgo para adquirir cepas que se pueden transmitir a
partir de contacto directo con personas que posean la infeccion, por medio de alimentos
contaminado, o bien a través de vectores como los animales domésticos y de algunos

animales de granjas como caballos y cerdos infectados °*.

Mundialmente se estimada que alrededor de un 25 a 35% de personas que gozan
de buena salud poseen en piel y mucosa el microorganismo S. aureus; con este dato se
puede estimar que cerca de dos mil millones de individuos pueden ser portadores a nivel
mundial. Se ha evidenciado que la diseminacion y la transmision del microorganismo
tanto a nivel intrahospitalario y extrahospitalario son los principales agentes causales de
infecciones de piel y tejidos blandos, generalmente fordnculos y abscesos, en ocasiones
neumonia necrosante grave en nifios y adultos jévenes sanos, que suelen aparecer y

producir pequefios brotes en el individuo *°.

Este microorganismo siempre se ha descrito con mas prevalencia en la poblacion
masculina, podemos observar que en pacientes mayores de 60 afios la incidencia aumenta
considerablemente, ya que se relaciona a que esta poblacion posee mayores
comorbilidades con respecto a poblaciones mas jovenes. En la comunidad y en los
hospitales la frecuencia de infeccion de piel y tejidos blandos asociado a S. aureus en la
Gltima década ha sido una de las causas mas frecuentes, lo cual explica que la infeccion
de piel y tejidos blandos sea un factor de riesgo importante para el desarrollo de una

infeccion por S. aureus %°-°2,
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2.2.3. FISIOPATOLOGIA

Las lesiones en piel formadas por Staphylococcus aureus en la mayoria de
ocasiones se caracterizan por la formacion de abscesos. El hecho de que la lesion sea
limitada o generalizada depende de una interrelacién compleja entre los determinantes de
virulencia del S. aureus y los mecanismos de defensa del hospedador. La patologia
estafilococica podemos dividirla en localizada y generalizada; las localizadas estan
favorecidas por una higiene personal deficiente, por traumatismos menores y procesos
dermatoldgicos. Tambien se pueden clasificar también en: aquéllas con exantema y las

que carecen de éste °,

La fisiopatologia del S. aureus tiene dentro de su ADN secuencias de insercion
que pueden transportarse de una posicion cromosémica similar o una distinta, ademas
presentan bacteriofagos e islas de patogenicidad, que son partes del microorganismo que
le da las propiedades virulentas, el genoma presente en este microorganismo puede
cambiar dependiendo de la cepa sobre la cual se esta trabajando. Los genes que codifican
las proteinas de superficie de S. aureus provocan que la patogenia requiera multiples

factores de virulencia que estan controlados por multiples sistemas reguladores *'.

El Staphylococcus aureus presenta genes que codifican las proteinas de superficie
de la célula y genes que codifican la formacion de biopeliculas. La patogenia que presenta
este microorganismo requiere multiples factores de virulencia, y la expresiéon de esos
factores de virulencia estd controlada por multiples sistemas reguladores como los
factores de transcripcion celular, el sistema de deteccion de quérum y el sistema de dos
componentes que estd compuesto por el sensor quinasa y el regulador de respuesta junto

con dos proteinas auxiliares *&.

En las lesiones en la piel un factor de virulencia importante es la enzima coagulasa,
esta se utiliza como marcador de virulencia que permite diferenciar la especie

Staphylococcus aureus de otras especies estafilocécicas, la enzima coagulasa causa la
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formacion de una capa de fibrina alrededor del absceso estafilocdcico, localizando la
infeccion y protegiendo a la bacteria de la fagocitosis, la bacteria también sintetiza
algunos factores de virulencia como desoxirribonucleica, fibrinolisina, hialuronidasa,

lipasa, penicilinasa o b-lactamasa, catalasa y exotoxinas pirdgenas °.

Las islas de patogenicidad que presenta la bacteria es una caracteristica de suma
importancia y la mas importante de ellas es el elemento mévil catabdlico arginina. Su
existencia le permite a la al Staphylococcus aureus persistir en ambientes similares a la
piel humana, ademas de prosperar en ambientes &cidos y con poliamidas similares al
sudor, lo que contribuye a una mayor virulencia de la cepa. Por otro lado, se encuentra la
isla de patogenicidad SCCmec (Staphylococcal cassette chromosome mec) responsables
de la resistencia a la meticilina. También se encuentran las islas de patogenicidad vSaa y
vSaP, que codifican genes de virulencia como la leucocidina y superantigenos como

enterotoxinas y exotoxinas %24,

Otros elementos maviles encontrados en la bacteria son dos clases de profagos,
donde uno posee genes que codifican toxinas que producen proteinas encargadas de
provocar muerte celular por apoptosis 0 necrosis y otro profago que tiene los genes que
codifican las estafiloquinasas y las proteinas inhibidoras de quimiotaxis que generan un
desplazamiento bacteriano a través de la fibrina disuelta en sangre y la inhibicion del
reclutamiento de neutréfilos respectivamente. Cabe destacar tambien la presencia de
polisacéridos capsulares que contribuyen a la resistencia de la bacteria contra la

fagocitosis, mediada por los neutrofilos polimorfonucleares 3%,

Existe evidencia de méas factores importantes y asociados a la virulencia que posee
el Staphylococcus aureus; uno de ellos es la encapsulacién que presenta esta bacteria que
tiene componentes como los polisacéridos capsulares (CP5 y CP8) que estan relacionados
en todas las cepas de esta bacteria. Cabe destacar tambien, la presencia de otro factor
importante para que la bacteria presente una alta virulencia que es la capacidad que

presenta de formar biopelicula, generando que sea mas complicado tratar infecciones
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causadas por este patégeno y contribuyendo a la resistencia bacteriana °¢. A continuacion

se describiran cada uno de los factores de virulencia que presenta la bacteria:

2.2.3.1. BIOPELICULA:

La biopelicula que presentan este microorganismo se forma mediante
conglomerados de células adheridas a una superficie, formando una matriz extracelular
conformada principalmente por exopolisacaridos, proteinas y acidos nucleicos esto hace
que la bacteria sea mil veces mas resistente que las bacterias que viven en forma
plancténica. La formacion de esta biopelicula bacteriana se seda a través de varias etapas

partir de una adhesion bacteriana >3,

Como primera etapa de formacion de la biopelicula tenemos la adhesion, para que
esta se lleve a cabo debe presentar condiciones ambientales adecuadas como temperatura,
osmolaridad, pH, presencia de hierro y oxigeno, para generar una adecuada union entre
las células y la superficie que se desean colonizar; también interviene la polaridad y las
interacciones hidrofobicas presentandose una mayor union en superficies rugosas e
hidrofébicas como el latex y el plastico. Para que se dé la adhesion de estos
microorganismos intervienen las proteinas de superficie, polisacarido/adhesinas

capsulares, la autolisina y fibrillas poliméricas extracelulares 0%,

Generalmente, después del proceso de adhesion las bacterias pierden sus flagelos
para empezar a formar la biopelicula. Es importantes destacar que para que ocurra una
adhesion intercelular en esta etapa es indispensable la presencia de glucosa y de los
polisacaridos de adhesina intercelular que posee los genes reguladores y genes
biosintéticos. Posterior a esta etapa de maduracion, ocurre un crecimiento y las células se
dividen produciendo una diseminacién por el lugar colonizado y forman una matriz
extracelular. Estas etapas se llevan a cabo por un mecanismo intercelular denominado
quorum sensing (QS); proceso de sefializacion donde la biopelicula actia como una

comunidad en lugar de un grupo de células independientes °°-°.
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El mecanismo intercelular (QS) en el Staphylococcus aureus estd mediado por el
sistema agr, que es de suma importancia para regular los factores de virulencia de la
bacteria, por lo tanto, cuando ocurre una mutacién en este sistema, disminuye la
patogénesis 0 la severidad de la enfermedad. La ultima etapa de formacion de la
biopelicula es la separacidn, que se genera cuando el ambiente se encuentra sobresaturado
0 escasean los nutrientes y debido a esto por medio de sefiales quimicas comienza el

desprendimiento de las bacterias para colonizar nuevas superficies .

La importancia de la biopelicula radica en su papel en la produccion y degradacion
de materia orgénica, la degradacion de contaminantes ambientales y la infeccion. En
cuanto al papel que tienen estas estructuras en las enfermedades y considerando que las
bacterias formadoras de biopelicula presentan una sensibilidad reducida a los tratamientos
convencionales, por lo que se estima que mas del 60% de todas las infecciones
microbianas son causadas por biopeliculas, estas tambien pueden colonizar dispositivos

médicos como catéteres y valvulas cardiacas, que pueden conducir a bacteriemias o sepsis
54-59

Por otra parte, se han descrito que la produccion de biopelicula por estos
microorganismos contribuye a la persistencia bacteriana y a la complicacion en el
tratamiento de las infecciones producidas por Staphylococcus aureus. También, existen
otros factores propios de la bacteria que estan implicados en esto, uno de ellos son las

MSCRAMM, las cuales se mencionan a continuacién 6.

2.2.3.2. PROTEINAS MSCRAMM:

Los grupos de proteinas MSCRAMM son componentes que constituyen la
superficie microbiana reconociendo moléculas de la matriz adhesiva. Este grupo de
proteinas proporciona la adherencia de las bacterias a los componentes de la matriz

extracelular del huésped, tales como colageno, fibronectina, fibrindgeno, elastina, factor
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de von Willebrand, vitronectina y sialoproteina 6sea. Las proteinas que componen esta
familia tienen una estructura general, en la cual hay un dominio A (contiene subdominios
importantes para la formacion del sitio de union al ligando) en el extremo amino terminal

y una region R 2,

2.2.3.3 FACTOR CLUMPING:

El factor Clumping es una de las caracteristicas mas importantes del
Staphylococcus aureus. Se define como la capacidad que posee la bacteria para formar
grumos en presencia de plasma, esta habilidad esta dada por proteinas de adhesion al
fibrindgeno que permiten que se cree una red entre la bacteria y el fibrindgeno, lo que a
su vez ocasiona aglutinacién celular que se puede producir en bajas concentraciones de
fibrindgeno. Se ha visto que las proteinas involucradas en este factor podrian tener una
implicacion directa en la endocarditis invasiva producida por la bacteria al unirse al

fibrindgeno presente en el cuerpo del huésped 3.

2.2.3.4. PROTEINAS CLFA Y CLFB IMPLICADAS EN LOS FACTORES DE
VIRULENCIA'Y RESISTENCIA BACTERIANA:

Dichas proteinas tienen gran importancia sobre los factores de virulencia
asociados a la bacteria ya que son las encargadas de reconocer el fibrindgeno presente en
el plasma del huésped causando un acimulo de células bacterianas. El fibrindgeno es una
glicoproteina sintetizada en el higado con un alto peso molecular, se estima que podemos
encontrar en circulacién concentraciones de 2 a 3,5 mg/mL. La importancia de esta
proteina esta dada por ser el precursor de la fibrina la cual interviene en los procesos de

coagulacion y su posible participacion en enfermedades aterotrombéticas %°°,

Estas proteinas de unién al fibrindgeno son expresadas en diferentes etapas del
desarrollo bacteriano dandose la expresion de la proteina CIfA durante todo proceso de

crecimiento, mientras que la proteina CIfB sélo es expresada en la fase temprana de
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crecimiento exponencial. Una de las principales diferencias entre estas proteinas son los
sitios de union del fibrogeno en las diferentes cadenas polipeptidicas con las que se

relaciona cada una de las proteinas establecidas %,

2.2.3.5. PROTEINAS DE ADHESION FNBPA Y FNBPB IMPLICADAS EN LOS
FACTORES DE VIRULENCIA'Y RESISTENCIA BACTERIANA:

Se define a la fibronectina como una glicoproteina que se puede encontrar en su
forma soluble en el plasma sanguineo y en otros fluidos con la capacidad de incrementar
la coagulacién de la sangre, asi como también esta presente en la cicatrizacion y en la
fagocitosis, y tisularmente se ensambla en la matriz celular. EI Staphylococcus aureus es
una bacteria que presenta reconocimiento de la fibronectina presente en la matriz
extracelular de los humanos, este reconocimiento es de gran importancia debido a que es
el mediador de la colonizacion e invasidn de las células y estd dado por las proteinas de
adhesion FnBPA y FnBPB, jugando un papel importante en la adhesion de las células a
la matriz y actuando como guia de las migraciones celulares que tiene lugar en los

embriones de los vertebrados %3-°,

Dentro de los microrganismos Staphylococcus aureus presentan otro componente
que es propuesto como un factor importante de virulencia es el receptor de fibrin6geno
de la superficie celular. Este factor es denominado como factor de agregacion o factor
Clumping y generalmente se encuentra presente casi en la mayoria de las cepas de S.
aureus humanas; su nombre es debido a la interaccion que sucede entre el microorganismo
con el fibrindgeno plasmatico que conduce a una aglomeracion instantanea de las células

bacterianas .

2.2.3.6. ETAPAS DEL PROCESO INFECCIOSO:

Las infecciones en piel ocasionadas por Staphylococcus aureus presentan

abscesos como manifestacion clinica frecuente y se forman, en parte, para contener el
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nido de infeccidn, los leucocitos polimorfonucleares (neutréfilos) son la principal defensa
celular que posee el huésped contra estas infecciones. Los neutréfilos contienen y
producen muchos agentes antimicrobianos que son efectivos para matar bacterias, pero
también pueden causar dafio inespecifico a los tejidos del hospedador y contribuir a la

formacion de los abscesos caracteristicos .

Luego de una contaminacion a través de la piel o mediante el tejido cutaneo ocurre
la primera etapa de un proceso infeccioso, la contaminacion provocada puede causar
cambios mediante la interaccion de los componentes de la bacteria y los agentes
protectores del huésped; cuando la bacteria ha ingresado al huésped, experimenta
neutrdfilos y macrofagos que liberan una reaccion respiratoria para dafar las proteinas o
el ADN de los microbios y con la finalidad de neutralizar la reaccion desencadenante el
Staphylococcus aureus inicia una reaccion de presion oxidativa para prevenir o tratar el

dafio creado por la reaccion respiratoria inducida por los neutréfilos y macréfagos °+°.

Cuando la bacteria ya se encuentra establecida en el huésped se empieza a
acumular en diferentes 6rganos, especialmente huesos y ligamentos, pero también pueden
aparecer abscesos hepaticos, esplénicos o renales; generando una bacteriemia
estafilococica que puede mostrar un cuadro de coagulacién intravascular diseminada o
shock, uno de los resultados mas caracteristicos de esta contaminacion es la endocarditis;
normalmente, el microorganismo llega al sistema circulatorio desde un punto periférico

asintomatico, eligiendo una valvula recientemente dafiada >>-8.

2.2.4. INFECCIONES CAUSADAS POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS:

Cuando existe una sospecha clinica de una cepa de Staphylococcus aureus se
cambia por completo la conducta terapéutica ante la infeccidén. Estas infecciones
generalmente son dificiles de manejar y tienen un mayor costo ya que son resistentes a
alguno antibidticos. Debido a esa resistencia que presenta el microorganismo se ha

descubierto nuevos antimicrobianos con accién antiestafiloccica han entrado al
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mercado. Indiscutiblemente, el lavado de manos, el uso juicioso de antibidticos, el
aislamiento, y el respeto de la unidad individual de cada paciente, debe seguir siendo la

norma que guie sabiamente nuestro trabajo diario %92,

La sintomatologia que causa el microorganismo S. aureus se caracteriza por
ocasionar lesiones en la piel y tejidos blandos como: infeccion de heridas, abscesos,
celulitis, impétigo ampollar, foliculitis y forunculosis. Sin embargo, este microorganismo
también puede producir enfermedades a nivel sistémico como: endocarditis, empiema,
neumonia, artritis séptica, osteomielitis, bacteriemias e infecciones quirdrgicas con
prétesis articulares y 6seas. El S. aureus contiene toxinas que causan el sindrome de piel

escaldada, sindrome tdxico alimentario y el sindrome del Shock Téxico .

Las infecciones causadas por Staphylococcus poseen una diversidad de
sintomatologia clésica de infecciones, que estan asociados a las diferentes variaciones
gue posee la bacteria sobre los factores de virulencia, una de estas infecciones es la
leucocidina que tiene como principal sintoma la pneumonia necrosante. Estas
manifestaciones tienen una cercana asociacion epidemiologica con las infecciones
extrahospitalarias ocasionadas por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina; sin
embargo, existen otros factores como la sobrepoblacion, el hacinamiento en el hogar, las

condiciones de pobreza y la mala higiene personal para empeorar el cuadro infeccioso .

Staphylococcus aureus es capaz de causar un amplio espectro de enfermedades,
que van desde afecciones leves y generalmente autolimitadas, como el impétigo, hasta
graves y potencialmente mortales, enfermedades, como neumonia, endocarditis y sepsis,
la preexposicidn a la bacteria proporciona una ventaja en la lucha contra las infecciones
invasivas. Las infecciones por S. aureus varian desde infecciones leves de piel y tejidos
blandos hasta endocarditis potencialmente mortales, osteomielitis crénica, heumonia o

bacteriemia, que se asocian con morbilidad y mortalidad significativas %8,
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El cuadro clinico provocado por S. aureus se describe por llagas en la piel y tejidos
blandos (enfermedad de lesiones cuidadosas y no cuidadosas, abscesos, celulitis,
impétigo bulloso, foliculitis y forunculosis), asimismo, provoca enfermedades sistémicas
(endocarditis, neumonia, inflamacién de las articulaciones sépticas, osteomielitis,
bacteriemia y contaminaciones cuidadosas con protesis articulares y 0seas), las toxinas
que presenta este microorganismo son la causa de la afeccidon cutanea, el trastorno

alimentario toxico y la condicion de shock toxico -,

Cuando la bacteria Staphylococcus aureus se hospeda en el torrente sanguineo
causa una infeccion asocian con una mortalidad significativa; la secrecion de coagulasas,
proteinas asociadas con el factor hemostatico protrombina del huésped, y la exhibicion
de aglutininas en la superficie bacteriana, son estrategias de virulencia clave para la
patogénesis de las infecciones del torrente sanguineo por S. aureus, que culminan en el
establecimiento de lesiones de abscesos, controlados por patdgenos, que involucran un
amplio espectro de factores secretados, son responsables del invasion y destruccion de las
células inmunes, transformando las lesiones del absceso en exudado purulento, con el
cual los estafilococos se diseminan para producir nuevas lesiones infecciosas o infectar

nuevos hospedadores .

Este microorganismo gram positivos es el agente causal mas comun de
infecciones intrahospitalarias asociadas a las heridas quirdrgicas, la infeccion suele
aparecer frecuentemente entre los 7-10 dias luego de haber hecho la intervencion
quirdrgica, mientras que en fuentes literarias el rango aceptable para la aparicién de
heridas generalmente es de 2-30 dias. Cabe destacar que sobre ese periodo donde se
genera la infeccion influyen otros factores como la administracion profilactica de
antimicrobianos, las dosis y duracién del régimen terapéutico, los procedimientos
quirdrgicos, el grado de contaminacion microbioldgica en el quiréfano, el tiempo de la

cirugia y la condicion intrinseca del paciente 564,

Cuando los microorganismos invaden una piel previamente sana y de acuerdo con
el mecanismo y la forma de presentacién pueden causar infecciones primarias o

secundarias, cuando se originan sobre una dermatosis preexistente o mediadas por toxinas
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a partir de un foco de colonizacidon o de infeccion Segun su etiologia, en bacterianas,
micoticas y virales. El Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes son los
microorganismos mas frecuentemente implicados. El diagnostico, dirigido a establecer
causa y gravedad es fundamentalmente clinico. En la anamnesis deben quedar registrados
ademas de la edad, patologias previas, traumatismos, exposicion a animales, viajes
recientes y actividades de ocio y en la exploracion fisica datos relativos a localizacion,

extension y signos locales o a distancia °°.

2.3. LUFFA CYLINDRICA

La Luffa cylindrica es una planta de floracién anual y aunque no se sabe con
certeza su origen, algunos expertos coinciden que es originaria del sur y sureste asiatico
desde el afio 600 a.C. Al ser una planta tropical requiere abundante calor y humedad para
desarrollarse. Luffa aegyptiaca es una especie de luffa cultivada por su fruto. La fruta
inmadura es consumida como verdura de estacion en forma similar a un calabacin o
zapallito, y en Asia generalmente se cultiva paratal fin. Es una planta trepadora que crece
mejor si se le proporciona un soporte donde crecer. Al contrario de la fruta inmadura, la
fruta madura es muy fibrosa y se usa para hacer esponjas de bafio exfoliantes, conocidas

como esponjas vegetales 7.

Los extractos vegetales con frecuencia poseen agentes antioxidantes, estos
agentes puede actuar de acuerdo a varios mecanismos tales como la prevencion de una
cadena de oxidacion mediante la eliminacion de radicales iniciadores, descomposicion de
perdxidos para suprimir la formacién de radicales libres, donando su propio hidrégeno
para prevenir los radicales libres continden con la extraccion del hidrégeno, ademas de la
capacidad reductora, union de transicion ion de metal catalizadores y eliminacion de

radicales libres 12,
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Figuras 8

Planta de Luffa cylindrica

Fuente: imagen tomada de referencia “Capacidad antioxidante in vitro de

extractos etanolicos del fruto de Luffa cylindrica L. Roem” 24

A continuacion, en la tabla 1 se hace referencia manera general la ubicacion

taxondmica que presenta la planta Luffa cylindrica

Cuadro 1. Ubicacién taxonomica de la planta Luffa cylindrica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Cucurbitales

Familia Curcubitaceae

Genero Luffa

Especie Luffa cylindrica o aegyptiaca

Fuente: elaboracion propia, 2022
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La planta a nivel mundial recibe el nombre cientifico de Luffa cylindrica y en
Costa Rica es conocida por el nombre comun o popular de paste, mientras que en otros
paises de Latinoamérica como en Colombia y Venezuela se le llama pepinillo de esponja
0 estropajo y quimbomgo, respectivamente. La planta perteneciente a la familia de
cucurbitaceas se encuentra distribuida ampliamente por el mundo en zonas tropicales
donde se hace mas facil su reproduccion y propagacion debido a las condiciones

climaticas de la region 6%,

Como se mencion0 anteriormente la planta de paste es una enredadera vigorosa
con un ciclo de floracion anual, que presenta un sistema radicular de una raiz principal
con abundante cantidad de pelos absorbentes en sus raices secundarias. Los tallos son
caracteristicos de la familia de plantas ya que son herbaceos y sélidos cuando la planta se
encuentra en desarrollo y cuando esta llega a la etapa de maduracion sus tallos son huecos.
Los zarcillos son partes estructurales que le dan la capacidad a la planta de unirse a arboles
altos, estos zarcillos se originan de los nudos de cada rama y su longitud es variable y
depende del clima, las caracteristicas genéticas de la planta y del manejo que se le dé a

esta 1423

Dentro de las caracteristicas fisicas que posee la planta se describe un tallo
finamente largo, delgado y velloso segmentado en 5 angulos, sus hojas pecioladas son
grandes con vellosidades y cuentan con 5 l6bulos, estas presentan una coloracion verde
oscuro, miden alrededor de 8-25 cm de ancho y sus Iébulos poseen forma triangular. Por
otro lado, el peciolo mide aproximadamente 5-15 cm de largo y sus flores son de color
amarillo brillante con unos 5-6 cm de ancho; otra de las partes presentes en la planta es
el fruto es cilindrico, liso y fusiforme, este cuenta con al menos 20-50 cm de largo, unos
6-10 cm de ancho. Finalmente, sus semillas son de color negro opaco, con una forma
eliptica u ovoide y cuentan con un tamafio de 10-12 mm de largo, el ancho que presentan
estas semillas es de alrededor de 6-8 mm de ancho con un grosor de aproximadamente 1

mm 15-18.

La Luffa cylindrica se considera una planta monoica ya que en ella se presentan
flores con ambos sexos (masculino y femenino). Las flores masculinas son relativamente
pequefias en comparacion con las flores féminas y se originan en los racimos axilares de

la enredadera, presentan 5 estambres de color verdoso y su vida se considera
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relativamente corta ya que se cierran o caen el mismo dia de su aparicién. Por su parte
cuando se orina una sola flor se consideran flores femeninas que tienen un pedinculo
largo, ovario infero, cilindrico, liso que se abren durante el dia y pueden permanecer
abiertas por espacio de dos dias y medio, son de gran tamafio y presentan corolas amarillas

de cinco pétalos y caliz verdoso 12,

El tamafio de los frutos de la planta de estropajo o esponja vegetal es variable y si
recibe una adecuada polinizacién produce frutos alargados y cilindricos, pero si la
polinizacion es mala el resultado origina frutos deformes. Este fruto inmaduro o verde
presenta marcas (lineas) longitudinales oscuras y puede ser utilizado como comestible ya
que es suave y tierno. Mientras que el fruto seco presenta en el interior una red cerrada
de fibras que, en su mayoria, dividiendo el fruto en 4 o 5 cavidades donde se originan y

se desprenden las semillas cuando el fruto llega a su madurez 2.

Existe evidencia de diferentes propiedades medicinales de la planta cuando se
consume el fruto joven (calabaza), hojas jovenes, brotes o las flores de la planta. Estas
propiedades o beneficios son a nivel interno y externo del organismo humano, se le
otorgan propiedades diuréticas y purgantes, tambien resulta Util para el tratamiento del
asma, dolencias pulmonares, bronquitis cronica y para el agrandamiento del bazo. A nivel
externo se puede utilizar para tratar el herpes, foranculos y para infecciones en piel

causadas por S. aureus 2°.

Se ha descrito especificamente que los tallos y las hojas han sido utilizadas desde
la antigliedad debido a sus propiedades medicinales. Para el tratamiento de afectaciones
en la piel, el alivio de las hemorroides, para atacar parasitos y aliviar conjuntivitis se
utilizan los tallos y hojas molidas. Aunado a ello; tambien, se ha descrito que la planta
posee actividad antialérgica debido al &cido bryondlico presente en esta planta,
destacando un efecto fuerte sobre la reaccion anafilactica sin mostrar alguna toxicidad
visible. Por otro lado, la savia que contiene el tallo es usada en la elaboracion de cremas

de corporales 2%,

El fruto maduro o paste seco que se obtiene de la planta Luffa cylindrica posee
multiples usos a nivel industrial debido a la fibra que se obtiene de él. Cabe destacar la

fabricacion de suelas para zapatillas como una de tantos usos. También es utilizo como
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relleno en industrias mobiliarias y textiles como medio de aislamiento y embalaje natural,
se considera base para cierta variedad de papel, para producir carton, filtros para piscinas,
filtros para agua y aceite. También se utilizan en la elaboracién de artesania y floristeria;

como pulidor 231,

El paste seco tambien posee actividad sobre la salud e higiene personal, su
importancia no solo prevalece en la limpieza de la piel ya que cuando se frota la piel con
la fibra del paste esta permite la reactivacion de la circulacion sanguinea e inclusive se ha
descrito y mencionado que este tejido vegetal tiene la capacidad de reducir la celulitis
presente en la piel del individuo. Por otro lado, existe evidencia que estos frutos poseen

otras propiedades medicinales diuréticas, emolientes y expectorantes .

Inicialmente de las semillas se extrae un aceite fino, el cual se compara con el
aceite de oliva y podria ser sustituto del mismo. Por otra parte, el subproducto que resulta
del proceso de extraccion del aceite sirve como fertilizante, dada la riqueza en nitrégeno
y fésforo en el remanente de dicho proceso. Ademas, en estas semillas de luffa cylindrica
se ha encontrado dos proteinas que poseen un efecto terapéutico sobre enfermedades
como el cancer y el SIDA; no obstante, tambien se ha demostrado y reportado que las
semillas poseen cierto tipo de toxicidad, por lo que hace falta investigacion en este
particular sobre este tema. En Costa Rica es utilizado principalmente para el aseo corporal

como esponja de bafio y en una pequefia proporcion para uso artesanal .

Los resultados de estudio fitoquimicos revelan la presencia de metabolitos
secundarios en la planta de Luffa cylindrica. Estos componentes son los responsables de
las diferentes propiedades medicinales que posee la planta, entre ellos destacan las
antocianinas, glucésidos, flavonoides, triterpenoides, glucésidos cardiacos, saponinas,
carbohidratos, proteinas, alcaloides y taninos. Estos componentes descritos en la especie
Luffa cylindrica, son los responsables de las diferentes propiedades que se atribuyen
como las propiedades antiparasitarias, antimicrobianas, antihidropicas, vermifugas,
antiblenorragicas, antihelminticas, entre otras y se utiliza de forma tradicional para

afecciones tales como eczema, tifia, fiebre 28-°,

En general puede determinarse que la familia de Curcubitaceaes existe la

presencia de los metabolitos secundarios y su accion medicinal estd estrechamente
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relacionada con un componente llamado curcubitacina que se caracteriza por otorgarle el
sabor amargo a los vegetales. Sin embargo, las curcubitacinas presenta accion
farmacoldgica registrada ante padecimientos como estrefiimiento ya que posee actividad
purgativa, tambien presenta actividad citotoxica, antitumoral, antiinflamatoria y

hepatoprotectora 3.

En diferentes estudios realizados a los extractos obtenidos de la planta de Luffa
cylindrica se han demostrado cientificamente los efectos antiinflamatorios y analgésicos
sobre la piel, debido a la inhibicion de produccion de las quimiocinas que se encuentran
relacionadas con la dermatitis atopica. Ademas de esto, la planta posee una proteina
Ilamada lufino, es una proteina que inactiva los ribosomas que ha demostrado ser eficaz
contra el crecimiento de parésitos, protozoos, insectos, hongos y que tambien posee

actividad antiinflamatoria en células de macréfagos .

2.4. METODOS DE EXTRACCION:

Para elegir el solvente a utilizar se debe de tener en cuenta el origen de los sélidos
a extraer, asi como de la naturaleza de los materiales a emplear y el proceso mecanico y
quimico previo a la extraccion. La forma en que se distribuye el soluto en el material
solido es un factor determinante para que el disolvente pueda ingresar al soluto para
realizar la extraccion. Cuando esta reaccion ocurre con facilidad es porque se produce
una transferencia del soluto regida por las leyes fisicas. S6lo en algunos casos poco
practicos se ha comprendido suficientemente la estructura de los sélidos y la distribucion
del soluto para un andlisis valido de los principios en que se basa la transferencia de los

solutos ©°.

Durante el proceso de extraccion sélido-liquido existen algunos factores que
ejercen influencia determinante sobre la velocidad de extraccion. EIl tamafio de las
particulas s6lidas es uno de ellos ya que evidentemente cuanto méas pequefias sean las
particulas, mayor es la superficie de contacto generando una mayor velocidad de
transferencia debido a que existe una longitud mas corta entre poros. Otro factor asociado

a la velocidad de extraccion es el tipo de disolvente utilizado ya que debe ser lo més
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selectivo posible y de baja viscosidad. Por otro lado, existe una relacion entre la
temperatura y la velocidad de extraccion ya que un aumento de la temperatura favorece
la solubilidad y aumentan los coeficientes de transferencia de materia. Como ultimo un
factor que favorece la transferencia de metabolitos se encuentra la agitacion del

disolvente-soluto y evita la sedimentacion y apelmazamiento del solido .

En una solucién el solvente se define como una sustancia liquida que forma parte
en mayor cantidad de una solucion. La facil adaptabilidad que posee el agua para dar
lugar a nuevas moléculas y la neutralidad que esta presenta durante cualquier proceso de
extraccion le otorgan cualidades para ser el disolvente universal. El solvente envuelve y
nutre a las moléculas del soluto formando un compuesto con propiedades combinadas del
solido y liquido, este proceso es conocido en la preparacion de soluciones como
solvatacion. La concentracion de la solucion esta representada por la concentracion del
material solido presente, estableciendo que a menor cantidad de solvente y mayor de
soluto y en algunos casos, hasta otro tipo de condicion fisica, como por ejemplo el estado

acuoso, un estado fisico de la materia a medio camino entre el liquido y el s6lido 7.

La técnica de separacion con equipo soxhlet es la mas utilizada para separar
solido-liquido y puede ser utilizada como técnica preparativa de muestra como paso
previo al analisis mediante otra técnica instrumental. El procedimiento para llevar a cabo
su extraccion se basa en la extraccion sélido-liquido en continuo, empleando un
disolvente, con posterior evaporacion de éste y pesada final del residuo. El resultado
representa el contenido de sustancias extraibles, que mayoritariamente son grasas, aunque
también hay otras sustancias como las vitaminas liposolubles y pigmentos en el caso de

su determinacion en alimentos .

El funcionamiento del equipo soxhlet consiste en hacer hervir en el matraz que
contiene el disolvente, encargado de extraer la materia solida deseada que se encuentra
en la muestra depositado en el cartucho del Soxhlet. Los vapores del disolvente ascienden
por el extractor y se condensan en el refrigerante cayendo gota a gota sobre el cartucho.

La parte soluble pasa por gravedad al matraz. El proceso se repite automaticamente hasta
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que la extraccion se completa. Generalmente se le pone un filtro de algodén o filtro de
papel en el compartimento donde se encuentra la sustancia sélida para evitar el paso de

material solido hacia el solvente %668

2.5. PRUEBAS DE IDENTIFICACION:

Experimentalmente para determinar la composicion quimica de las plantas
medicinales y asi conocer parte de los metabolitos secundario biolégicamente activos
pueden seguirse metodologias que van desde un analisis fitoquimico preliminar hasta
estudios quimicos sistematicos bioguiados. Los estudios fitoquimicos permiten hacer una
discriminacion de las plantas a estudiar en términos de su composicién quimica, con el
fin de seleccionar Unicamente aquellas mas interesantes para posteriores estudios

sistematicos '°.

Las pruebas fitoquimicas tienen como objetivo principal determinar la presencia
0 ausencia de los principales grupos de metabolitos en una especie vegetal, a saber:
alcaloides, antraquinonas y naftoquinonas, esteroides y triterpenos, flavonoides, taninos,
saponinas, cumarinas, lactonas terpénicas y cardiotonicos. Dado que cada uno de estos
grupos de compuestos esta relacionado con actividades biologicas especificas, partiendo
de los resultados obtenidos en el estudio fitoquimico preliminar es posible orientar
investigaciones posteriores para determinar la actividad bioldgica de las especies en

cuestion y los principios activos involucrados .

El tamizaje fitoquimico que se aplica a los extractos vegetales se basa
fundamentalmente en la identificacion de los metabolitos secundarios presentes en los
extractos de productos naturales, a través de reacciones y analisis quimicos bien descritos
en la literatura. Dicho tamizaje fitoquimico se le realiza consecutivamente a los extractos
etéreo, alcoholico y acuoso del producto natural con el fin de identificar y comparar los
metabolitos secundarios extraidos con cada disolvente de diferentes polaridades 2.
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La cromatografia de capa fina es una técnica de separacion de componentes
presentes en una mezcla, esta técnica de caracter analitico es relativamente rapida y
sencilla, ademas, esta técnica es de facil comprension y ejecucién, lo que permite
separaciones en corto tiempo, versatiles y de bajo costo. La separacién contenida en la
mezcla se da mediante una migracion diferencial de los componentes a través de una capa
delgada de adsorbente, generalmente sostenido por una superficie plana inerte. El
principio de esta técnica se basa en la adsorcion entre dos fases y la separacion se realiza

de acuerdo con los coeficientes de reparto de las moléculas en la muestra ",

Durante un andlisis quimico cualitativo la cromatografia de capa fina es una
tecnica de las més tiles dentro de un laboratorio quimico, pero existen algunos cientificos
gue la consideran anticuada, que esta antigiiedad puede estar relacionada a la falta de
capacitacion de quienes la usan, inadecuada estandarizacién de las metodologias,
problemas de separacion de los analitos y disminucidon de la sensibilidad debidos a efectos
ambientales, ademéas de la alta manipulacion de la muestra por no ser una técnica
estandarizada e, incluso, intereses comerciales que buscan promocionar otras técnicas de

separacion con caracteristicas similares, pero a un alto costo ",

La cromatografia de capa fina se basa en la separacion de los analitos mediante
las diferencias de velocidad a la que estos son transportados por una fase movil liquida a
través de una fase fija o estacionaria. La separacion de los componentes de la muestra se
da principalmente por el fendmeno de la adsorcion de tal modo que un compuesto de la
fase liquida entra en contacto con el solido adsorbente y se adhiere a la superficie del
mismo mediante una fuerza fisica, sin implicar intercambio de electrones, lo que lo hace
reversible. Antes de comenzar el proceso, primero se introduce un pequefio volumen del
solvente 0 mezcla de solventes que constituyen la fase mévil en un recipiente cerrado y

se espera a que se sature el ambiente 7,

52



CAPITULO Il - MARCO METODOLOGICO
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CAPITULO IIl - MARCO METODOLOGICO

3.1. ENFOQUE DE LA INVESTIGACION

Las investigaciones que poseen enfoques mixtos se caracterizan por recoger y
examinar los datos de origenes cuantitativos y de origen cualitativos, esto con la finalidad
de brindar una interpretacion a la informacion recopilada para la obtencion de los
resultados finales. Por otro lado, cabe destacar que en los enfoques mixtos se produce una
incorporacion de procedimientos experimentales y procedimientos sistematicos que son
objeto de analisis criticos, en estos enfoques tambien se involucra informacion de caracter
cuantitativo y cualitativo, con la finalidad de debatir de manera conjunta toda la
informacion recopilada para mejorar el conocimiento y entendimiento del objeto de la

investigacion .

La presente investigacion posee un enfoque de cardcter mixto, debido a que se
pretende obtener un extracto de la planta de L. cylindrica en el laboratorio de la
Universidad Internacional de las Ameéricas. Por otro lado, se le realizaran pruebas in vitro
al extracto obtenido de la planta sobre cepas bacterianas del stock bacteriolégico del
agente patogeno S. aureus obtenidas en la bacterioteca del laboratorio microbiol6gico
microlabs ubicado en Guadalupe de Goicochea, San José, Costa Rica. Por ultimo, se le
realizaran pruebas fitoquimicas a los extractos obtenido de la planta en los laboratorios
de la Universidad Internacional de las Américas, en barrio Aranjuez, Costa Rica, donde
todos los procedimientos se haran durante el I11-Cuatrimestre del 2022

3.2. DISENO DE LA INVESTIGACION

Una investigacion con un disefio exploratorio secuencial de tipo comparativo se
comprende de dos fases; introduciendo la fase inicial como la etapa donde se hace una
recoleccion de datos cualitativos que son examinados de manera exhaustiva. Para la

segunda fase se realiza un procedimiento contrario ya que se recolectan datos
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cuantitativos y se la hace la respectiva revision e interpretacion de estos. Dentro del disefio
comparativo secuencial se encuentran disponibles dos fases fundamentadas en su

propdsito, pueden ser derivativa o comparativa .

Este estudio pertenece a la modalidad de disefio exploratorio secuencial de tipo
comparativa debido a que es un estudio de caracter mixto, ya que este comprende una
etapa inicial donde se recolectan los datos de orden cualitativo para indagar mas sobre el
objeto de estudio o problemas asociados a este formando nuestra base de datos.
Posteriormente, se realiza la fase de recoleccion de datos cuantitativos generando una
segunda base de datos, los cuales se analizaran para dar una interpretacion a la respuesta

efectiva del objeto problema y poder confeccionar el reporte final .

3.3. FUENTES DE INFORMACION

Durante el proceso de recoleccion de informacion se consultaron fuentes primarias,
estas fuentes estan constituidas por articulos cientificos originales de revistas confiables
y registradas. Tambien, se consultaron las fuentes de informacion secundarias, como por
ejemplo articulos confiables de revisién bibliografica, trabajos finales de graduacién que
se han basado en otras fuentes primarias para la creacion de estos, los cuales lograron

reportar el objeto en estudio.

3.4. POBLACION Y MUESTRA

Este proceso investigativo presenta caracteristicas de una investigacion con enfoque
de tipo mixto, ya que este se realiza mediante un muestreo de disefio secuencial. Cabe
destacar que para la parte de la obtencién de los datos cualitativos lo que se consultd
fueron articulos de fuentes primarias y secundarias, donde se tomaron en cuenta aspectos
sobre los procedimientos para la obtencion del extracto de la planta Luffa cylindrica para
el cumplimiento del segundo objetivo. No obstante, para la obtencion de los datos
cuantitativos la muestra que se selecciona es tipo no probabilistica para poder cuantificar

las propiedades del extracto y determinar sus valores.
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3.5 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Al hacer referencia de los criterios de inclusion y de exclusion que se utilizaron,
debemos destacar que se incluyeron todos aquellos articulos y revistas cientificas,
trabajos finales de graduacién para optar por grados o postrados académicos, libros y
otras fuentes con informacion veraz y asertiva. Esta informacién se bas6 en una busqueda
donde se identificaron articulos desde el afio 2011 hasta el afio 2022 tanto en idiomas
espafol, inglés y portugués; donde la idea central girara en la actividad antimicrobiana
del extracto de la planta L. cylindrica. Por otro lado, los criterios de exclusion para la
investigacion fueron todas aquellas investigaciones donde los criterios de busqueda no

cumplieran con lo mencionado anteriormente.

3.6 CRITERIOS DE BUSQUEDA DE LA INFORMACION

En el desarrollo de esta investigacion se determinaron los criterios de informacion
para su desarrollo, establecidos en un determinado periodo de tiempo (2012-2022) y
buscados en diferente idioma. Estos criterios fueron basados en los objetivos especificos,
seleccionando los descriptores para cada uno de ellos, se muestran a continuacion en la
tabla 2.

Tabla 2. Criterios de busqueda utilizados, segun objetivos.

Objetivo Descriptores Motor de Periodo Idioma

busqueda de estudio

e Revision
Realizar una revision bibliografica e Google
bibliografica sistematica académico | 2012- Espafiol
sistematica sobre las | e« Propiedades e Scielo 2022 Inglés
propiedades que medicinales o El sevier Varios

e Pubmed
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presenta la planta Luffa
Luffa cylindrica cylindrica

Obtener extractos a | e Extractos de

partir de diferentes Luffa e Google Espafiol
tejidos de  Luffa cylindrica académico | 2012- Inglés
cylindrica, e Extraccién por | e Scielo 2022 Varios
empleando como destilacion e Elsevier

técnica de extraccion fraccionada e Pubmed

una maceracion

acelerada mediante

equipo de extraccion

soxhlet.
e Actividad
Evaluacion de la antimicrobiana e Google Espariol
actividad e Ensayo in vitro académico | 2012- Inglés
antibacteriana in vitro | ¢ Problemas e Scielo 2022 Varios
del extracto de la tépicos y| e Elsevier
planta Luffa cutaneos e Pubmed
cylindrica para su | o Propiedades
aprovechamiento en medicinales
problemas topicos y Luffa
cutaneos cylindrica

Fuente: elaboracion propia, 2022

3.7 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Para desarrollar este apartado de la investigacion sobre los criterios de inclusion y
exclusion, inicialmente, se recopild informacion de las revistas indexadas, articulos
cientificos, trabajos finales y de graduacion, asi como libros en donde se detectara
informacion relacionada, para luego incluir los que realmente dieran informacion certera.
Algunos articulos, aunque con informacion fundamental sobre la planta fueron

descartados ya que no tenian una informacién relevante para la direccion de la
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investigacion, pero si no sirvieron de manera didactica acerca de la taxonomia de la planta

empleada durante el proyecto.

Tabla 3. Criterios de inclusion y criterios de exclusion utilizados para la seleccion

de articulos.

Criterios de inclusion

Criterios de exclusion

Articulos sobre extractos vegetales

Articulos sobre actividad
antimicrobiana
Articulos sobre la planta Luffa
cylindrica

Articulos sobre la piel

Articulos sobre problemas tdpicos y

Articulos sobre usos agroindustriales
de la Luffa cylindrica

Articulos con otras patologias que no
estuvieran relacionados al
Staphylococcus aureus

Articulos que no estén relacionados a

actividad antimicrobiana

cutaneos e Articulos sobre problemas cardiacos,
e Articulos sobre Staphylococcus pulmonares, entre otros.
aureus e Atrticulos sobre problemas cutaneos

como cancer, quemaduras, entre

e Articulos sobre infecciones cutaneas
otros

Fuente: elaboracion propia, 2022

3.8. CLASIFICACION DE LA INFORMACION SEGUN NIVEL DE EVIDENCIA

No toda la informacion de los articulo cientificos publicados poseen el mismo
impacto o valor sobre determinado tema, teniendo esto en cuenta se logran observar
diferentes niveles de la calidad de la informacion que van a depender del tipo de
investigacion y sus las proyecciones. Para esta investigacion el nivel de evidencia de la
informacidn disponible y recopilada se ve reflejado en la tabla 4 que se presenta a

continuacion:
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Tabla 4. Cantidad de articulos segun nivel de evidencia

Autor/Afio | # Ref. | Titulo del | Tipo de | Nivel de | Poblacion | Método | Conclusiones vy
/Revista articulo estudio | evidencia resultados
Lorente C, Actividad Estudio Planta Método | Las tinturas
Cariete F, 6 antimicrob | observa 3 Luffa experi | elaboradas a partir
Castillo A, iana de los | cional, cylindrica | mental | de los diferentes
Frias J / extractos experi y cepas | donde | partes de la planta
2017 / de Luffa | mental salvajes e | se Luffa cylindrica
Multimed cylindrica | de tipo internacion | compru | presentan
L. analitic ales de | eba la | actividad
0 microorga | capacid | antimicrobiana
nismo ad frente a diferentes
inhibito | microorganismos
ria de
las
tinturas
Difurné J, Evaluacién | Estudio Cuatro Método | Las tinturas
de la Paz 7 microbiold | observa 3 plantas de | experi | elaboradas a partir
C, Frias J, gica cional, familias mental | de diferentes
Ocafia J, preliminar | experi diferentes | donde | especies de
Ramirez R. de plantas | mental y cepas de | se plantas presentan
/[ 2017 / de la flora | de tipo Staphyloco | compru | actividad
Multimed cubana en | analitic ccusaureus | eba la | antimicrobiana
Granma 0 capacid | frente a diferentes
ad microorganismos
inhibito
ria de
las
tinturas
Ahmad B Antibacteri | Estudio Planta Método | Las tinturas
& Khan A. 19 al, observa 4 Luffa experi | elaboradas a partir
and antifungica | cional, cylindrica | mental | de diferentes
Momordic I and | experi y cepas | para especies de
a charantia phytotoxic | mental salvajes e | compro | plantas presentan
/ 2013 / J. activities de tipo internacion | bar la | actividad
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Med. of  Luffa | analitic ales de | capacid | antimicrobiana
Plants Res. cylindrica | o microorga | ad frente a diferentes
nismo inhibito | microorganismos
ria
Swain T, Phytochem | Estudio Planta Método | Los extractos
Sahoo R & | 20 ical observa Luffa experi | obtenidos si
Kar D. / potential of | cional, cylindrica | mental | presentan
2013 / J. Luffa experi y cepas de | donde | actividad
Pure Appl. cylindrica | mental microorga | se antimicrobiana
Microbio (L) Roem | de tipo nismo compru | contra las difieren
extracts. analitic eba la | cepas contra los
0 capacid | que fueron
ad probados
inhibito
ria de
los
extract
os de la
planta
Mankilik _Phytochem Estudio Planta Método | Los resultados de
M & 21 gg'ntent experi Luffa experi la investigacion
Mikailu A. and mental cylindrica | mental, | demostraron  la
[ 2014 / ?Qtimicrob analitic y cepas de | se capacidad
IJRPB activities a, se microorga | hacen antimicrobiana
of L_uffa realiza nismo extract | que poseen los
aegyptiaca
(sponge una 0S extractos de L.
?ourd) extracci vegetal | cylindrica sobre
eaves
extracts on a es y se | diferentes
partir evalla | especies de
de Ia la microorganismos
planta capacid
L. ad
cylindri antimic
ca robiana
Antia B, Wound Estudio Planta Método | Se determina que
Essien E, 22 healing, experi Luffa experi los resultados de
Okokon J, Phytochem | mental cylindrica | mental, | la investigacion
Alalade I. / ical and | analitic y cepas de | se demostraron  la
2015 / antimicrob | a, se microorga | hacen capacidad
IJPSDR ial realizan nismo extract | antimicrobiana
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properties | extract 0S que poseen los
of Luffa | os a vegetal | extractos de L.
cylindrica | partir es y se | cylindrica  sobre
(Linn.) de Ia evalia | diferentes
seed planta la especies de
extracts L. capacid | microorganismos
cylindri ad
ca antimic
robiana
Onyegbule Evaluation | Estudio Planta Método | Se determina
F, Okeye 23 of experi Luffa experi mediante los
Ch, Antioxidan | mental cylindrica | mental, | resultados de este
Chukwun t, anti- | analitic y cepas de | se estudio que la
wejim Ch, inflamator | a, se microorga | hacen planta posee
Umeokoli y and | realizan nismo extract | propiedades
B & Eze P. antimicrob | extract 0S antimicrobianas,
/ 2018 / ial 0s a vegetal | antiinflamatorias
JHSci. activities partir es y se | y antioxidantes
of the leaf | de la evalla
extracts of | planta la
Luffa L. capacid
cylindrica | cylindri ad
ca antimic
robiana
antioxi
dante y
antiinfl
amatori
a
Arias  Q, Capacidad | Estudio Extractos a | Método | El estudio
Valdés L, 24 antioxidant | experi partir  del | experi | determina
Rem6n N e in vitro | mental fruto mental, | mediante pruebas
& Ramirez de analitic maduro de | elabora | fitoquimicas el
J. /2018 / extractos a, se la planta L. | ndo los | contenido del
Multimed etanélicos | realizan cylindrica | extract | extracto y poder
del fruto de | extract 0S asociar la
Luffa 0s a vegetal | capacidad
cylindrica | partir es con | antioxidante a
L. Roem del capacid | estos
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fruto de ad
L. antioxi
cylindri dante
ca
Ali Al- Constituen | Revisié Planta luffa | Revisi6 | La revision
Snafi / 25 | ts and | n cylindrica | n bibliografica
2019 / pharmacol | bibliogr y sus | bibliogr | aporta numerosas
IOSRPHR ogy of | &fica principales | &fica propiedades
luffa acerca propiedade | acerca | farmacoldgicas
cylindrica: | de los S la que posee la
a review constitu farmacolog | planta | planta
yentes icas
de Ila
planta
Luffa
cylindri
caysu
farmac
ologia
Sangh P, Luffa Revisio Planta luffa | Revisio | La revision
Amit K, 38 cylindrica: | n cylindrica | n bibliografica
Neeraj S, una bibliogr y sus | bibliogr | concluye que la
KK J /2012 importante | afica principales | &fica planta luffa
/ J. Nat. planta acerca propiedade | acerca | cylindrica posee
Prod. Plant medicinal | de la S de la | propiedades
Resour farmac farmacolog | importa | farmacoldgicas
ologia icas ncia de
de Ila la
planta planta
Luffa en
cylindri medici
ca na
Clavijo N Analisis Estudio Planta Método | El estudio sefiala
& Cruz B/ 53 | fitoquimic | experi pachira experi los
2017 / Bol 0 mental quinata y | mental | procedimientos a
Semi Amb preliminar | analitic los para seguir para
de pachira | a, reactivos a | elabora | realizar las
quinata donde utilizar r las | diferentes pruebas
(Jacq.) se durante el | pruebas | fitoquimicas sobre
W.S. realizan de
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Alverson, pruebas experiment | tamizaj | extractos
Bogota, fitoqui 0 e vegetales
Colombia | micas fitoqui
mico
Garcia R, Analisis Estudio Extractos Método | El estudio
Cruz F, 54 | fitoquimic | experi acuosos de | experi | describe los
Alarcon F, 0 mental thalassia mental | procedimientos a
Nieto A & cualitativo | analitic testudinum | para seguir para
Gallegos de los | a, bank  ex | elabora | realizar las
M /2019 / extractos donde koning et | r las | diferentes pruebas
Polibotanic acuosos de | se sims y | pruebas | fitoquimicas sobre
a thalassia realizan reactivos de extractos
testudinum | pruebas para las | tamizaj | vegetales y
bank  ex | fitoqui diferentes | e concluir que tipo
koning et | micas a pruebas fitoqui | de componentes
sims de la | extract fitoquimic | mico a | estan presentes
localidad 0s as extract
de vegetal 0S
Champoto | es vegetal
n, es
Campeche,
Meéxico,
durante el
ciclo anual
2016-2017
Pujol A, Tamizaje Estudio Extractos Método | Se concluye en el
Tamargo 55 | fitoquimic | experi de laplanta | experi | estudio los
B, Salas E, 0 de | mental sapindus mental | componentes
Calzadilla extractos analitic saponaria para presentes en los
C, obtenidos | a, L y los | elabora | extractos
Acevedo R de la planta | donde reactivos r las | vegetales
& Sierra G sapindus se para  las | pruebas | mediante pruebas
/[ 2020 / saponaria realizan diferentes | de fitoquimicas
Bionatura L que crece | pruebas pruebas tamizaj
en cuba fitoqui fitoquimic | e
micas a as fitoqui
extract mico a
0s extract
vegetal 0s
es

63



vegetal
es

Fuente: elaboracion propia,2022

3.9. VARIABLES DE LA INVESTIGACION

En el siguiente apartado mediante la tabla 5, se muestran las variables que se

tomaron en cuenta para realizar la investigacion

Tabla 5. Cuadro de operacionalizacion de variables

que presenta la

planta de Luffa

cylindrica y
procesos  de
extraccion a
partir de
material
vegetal.

cualquier tipo
de

investigacion

ya  podemos
tomar en
cuenta

procesos para
mejorar la
parte

experimental

Objetivo Variables Concepto Indicador Instrumento o
técnica

Realizar una | El material | La revision | Revisar los | Revisién
revision vegetal y los | bibliogréfica procedimiento | bibliografica
bibliografica | procesos de | es base | s acerca de la | sobre los
sistematica extraccion fundamental extraccion diferentes
sobre las para para mejorar el | procesos  de
propiedades desarrollar proceso extraccion,

separacion 'y
tamizaje
fitoquimico.
Asi como, las
diferentes
propiedades
antimicrobiana
S que posee la

planta
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de la

investigacion

Obtener Obtencion  del | Tecnica de | Obtener  los | Ensayo
extractos a | extracto vegetal | extraccion componentes | experimental y
partir de|a partir de | mediante deseados que | pruebas de
diferentes dientes  partes | equipo soxhlet | posean laboratorio
tejidos de | vegetales de la | para  obtener | actividad

Luffa luffa cylindrica | los extractos | antimicrobiana

cylindrica, vegetales

empleando poseen

como técnica componentes

de extraccion que son los

una responsables

maceracion de diferentes

acelerada actividades

mediante antimicrobiana

equipo de S

extraccion

soxhlet.

Evaluacién de | Extracto vegetal | Los extractos | Evaluacion de | Ensayo

la actividad | y las cepas de | vegetales la capacidad | experimental y
antibacteriana | los  diferentes | poseen antimicrobiana | pruebas de
in vitro del | microorganismo | metabolitos del  extracto | laboratorio

extracto de la

planta  Luffa
cylindrica
contra  cepas
de

Staphylococcu

S aureus.

S

secundarios
responsables
de las
actividades

farmacoldgicas

frente a cepas
de
Staphylococcu

S aureus

Fuente: elaboracion propia,2022
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3.10. DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION Y
ANALISIS DE DATOS

Durante la recoleccion de los datos de los objetivos de la investigacion se implementa
el uso de un instrumento, donde se realiza un muestreo de las diferentes variables o
categorias segun corresponda para la construccion de dichos objetivos. Posteriormente,
se empieza a establecer un procedimiento para lograr la correcta extraccion de los
extractos de Luffa cylindrica mediante el equipo de destilacién fraccionada, utilizando

diferentes tejidos vegetales de la planta.

Los datos cualitativos utilizados en estudio fueron tomados como evidencia de
articulos consultados de fuentes confiables, donde la relevancia brindada sobre el
procedimiento para obtener el extracto de la planta Luffa cylindrica a partir de diferentes
tejidos como tallos, hojas y semillas mediante diferentes tipos de extraccion. Para esto,

basamos la investigacion especialmente en los siguientes articulos.

Lapenna et all , en su estudio “Actividad bactericida y fungicida de algunas plantas
utilizadas en la medicina tradicional venezolana”, durante el ano de 2003, nos da una
referencia de las potenciales aplicaciones en medicina que poseen algunas plantas que
aun son desconocidas para la ciencia a pesar que estas tienen uso tradicional desde hace
mucho tiempo, cabe destacar que el articulo tiene un proceso de extraccién utilizando el
equipo soxhlet, este proceso para los diferentes tipos de plantas con los que se trabajo
incluyendo la planta de Luffa cylindrica, los que se revisaron bien y se tomaron en cuenta

para la investigacion.

Lorente et all 8, en 2012, con el articulo nombrado como “Actividad antimicrobiana
de los extractos de Luffa cylindrica L”, le brinda a nuestro trabajo una base fundamental
sobre la informacion que presenta la actividad antimicrobiana del extracto de dicha planta
obtenido mediante maceracion con diferentes disolventes, cabe destacar que el trabajo
nos proporciona informacion sobre qué tipo de tejidos de la planta ya sean tallos, hojas,
frutos o semillas son las que se pueden emplear para su respectiva extraccion, asi como

los diferentes solventes que presentaron accion.
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Difurnd et all 7, en su investigacion titulada “evaluacién microbiolégica preliminar

de plantas de la flora cubana en Granma”, este articulo nos difunde informacion sobre la

actividad microbiana que poseen ciertas tinturas elaboras con de diferentes plantas, donde

se incluye la planta de Luffa cylindrica, en este estudio se establecieron patrones sobre la

concentracion minima inhibitoria y el comportamiento microcida o microstatico que

posee el extracto obtenido de las plantas.

Tabla 6. Cronograma de tareas a realizar para cada objetivo planteado de la

investigacion.

Objetivo por cumplir Tarea por realizar Fecha Cantidad
experimento | de semanas
1. Realizar una revision | Realizar una revision | Semana 13 1
bibliografica sistematica sobre | para  obtener un | (IIC/2022)
las propiedades que presenta la | proceso de
planta de Luffa cylindrica y | extraccion y elaborar
procesos de extraccién a partir | un diagrama de flujo
de material vegetal. tomando en cuenta
todos los pasos para
el procedimiento a
sequir
1. Realizar una revision | Se realiza una lista | Semana 14 1
bibliografica sistemética sobre | con los materiales, | (11C /2022)
las propiedades que presenta la | reactivos, cristaleria,
planta de Luffa cylindrica y | equipo y cantidades
procesos de extraccion a partir | a utilizar durante la
de material vegetal. investigacion
1. Realizar una revision | Planificacion de los | Semana 3 1
bibliografica sistemética sobre | dias para elaborar la | (I1IC / 2022)

las propiedades que presenta la

planta de Luffa cylindrica y

investigacion
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procesos de extraccion a partir
de material vegetal.

2. Obtener extractos a partir de
diferentes tejidos de Luffa
cylindrica, empleando como
técnica de extraccion una
maceracion acelerada mediante

equipo de extraccién soxhlet.

Recolecciony secado
del material vegetal
para realizar la

investigacion

Semana 2
(1c/72022)

2. Obtener extractos a partir de
diferentes tejidos de Luffa
cylindrica, empleando como
técnica de extraccion una
maceracion acelerada mediante

equipo de extraccion soxhlet.

Realizar
correctamente el
procedimiento
experimental que se

elabord previamente

Semana 4
(1mc/2022)

2. Obtener extractos a partir de
diferentes tejidos de Luffa
cylindrica, empleando como
técnica de extraccion una
maceracion acelerada mediante

equipo de extraccion soxhlet.

Realizar el
procedimiento para
elaborar el tamizaje
fitoquimico a los

extractos obtenidos

Semana 4,5y
6 (1c |/
2022)

3. Evaluacion de la actividad
antibacteriana in vitro del
extracto de la planta Luffa
cylindrica contra cepas de

Staphylococcus aureus.

Se realiza
correctamente el
procedimiento para
determinar la
actividad

antimicrobiana de los
extractos  vegetales
concentrados contra

cepas de S. aureus.

Semana 5
(1c/72022)

3. Evaluacion de la actividad
antibacteriana in vitro del

extracto de la planta Luffa

Se realiza el
procedimiento para
determinar la
actividad

Semana 5y 6
(1mc/2022)
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cylindrica contra cepas de | antimicrobiana de los
Staphylococcus aureus. extractos vegetales
diluidos contra cepas
diferentes de S.
aureus y dos
microorganismos

gram negativos

Fuente: elaboracion propia, 2022

Figuras 9 Diagrama de flujo para el proceso de extraccion de los componentes
de la luffa cylindrica.

1. Recoleccion del 2. Lavado y secado del 3. Proces-:_: de exiraccion
material vegetal # material vegetal mediante equipo
soxhlet

5. Filtrado de los

extractos obtenidos v l 4. Proceso de separacion

correcto utilizando el rotavapor

almacenamiento

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Figuras 10

/

1. Preparar los diferentes

extractos vegetales
obtenidos

\

Figuras 11

diferentes extractos vegetales de Luffa cylindrica.

/
A

\

\

Se realizan las diferentes prusbas
cualitativas para determinar el
contenido de los metabolitos

secundarios presentes en la planta

J

Fuente: elaboracion propia, 2022

Diagrama de flujo para el proceso de tamizaje fitoquimico de los

r

3. Senterpreta y
anota e resultado
de las pruebas

/

antimicrobiana de los componentes de la luffa cylindrica.

1. Cultivo de las cepas de
los microorganismos a
utilizar (S. aureus)

6. Interpretar v medir el
resultado obtenido

Fuente: elaboracién propia, 2022

2. Serealizan agujeros

en el medio agar -
contenido en la placa

Petn

5. Tapar la placa Petri v

- colocarlaen la -
incubadora por 24-48

horas

Diagrama de flujo para el proceso de determinacion de la propiedad

3. Se hace el barrido con los

sobre el agar contenido en

la placa Petr1

MICroorganismos a evaluar

!

4. Colocar los diferentes
extractos vegetales y el
control positivo sobre los
agujeros realizados en

\.

medio de agar
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3.11. DESCRIPCION DE INSTRUMENTOS Y TECNICAS

Durante el proceso de investigacion se emplea un instrumento llamado observacion,
este incluye diferentes técnicas para aplicarlas de manera sistematizada y muchas veces
de manera ldgica para ejecutar algunas de las técnicas dentro del proceso de investigacion;
todo esto para poder obtener una informacion de alta calidad. En el instrumento de la
observacion tambien se debe de incluir como herramienta la recoleccion de datos
mediante registro visual, donde se contemplara y estudiara el fendmeno para catalogar

cuantitativamente la informacidn obtenida 22.

Cuando el contenido de la investigacion es de carécter cualitativo se recolecta una
base de datos que va ser usada como mi sistema para fundamentar el estudio o
investigacion del tema objeto, donde se acomodaran los datos generando categorias para
que posterior a su analisis se puedan generar diferentes teorias. Debido a estas
caracteristicas estos instrumentos permiten abordar los objetivos principales de la
investigacion, categorias y sus variables. Esta investigacion al ser mixta se puede hacer

una evaluacién tanto cuantitativa como cualitativamente 22,

En las instalaciones de la Universidad Internacional de las Américas se realizara una
maceracion acelerada utilizando isopropanol como disolvente, el método de extraccion
se realizarda mediante el equipo soxhlet para obtener los extractos de la planta Luffa
cylindrica, ya que esta técnica se basa en la extraccion solido-liquido utilizando como
materia prima el material vegetal que contiene los metabolitos secundarios que son
solubles en el disolvente utilizado. Luego como técnica de separacion se utilizara el
equipo de rotavapor para separar la mayor cantidad de disolvente de la mezcla obtenida,
mediante diferencia de presiones de vapor y su posterior condensacion para obtener

sustancias mas puras.

Otras de las pruebas realizadas en los recintos universitarios de la UIA, son las
pruebas de tamizaje fitoquimico que se aplicaran a los diferentes extractos obtenidos, los

materiales, reactivos y equipo que se utilizaran son proporcionados por el laboratorio de
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quimica. Estas pruebas aplicadas buscan demostrar la ausencia o la presencia de los
diferentes metabolitos secundarios que poseen los extractos de material vegetal,
permitiendo crear una relacion entre estos componentes y las propiedades

antimicrobianas.

Para llevar a cabo el analisis microbioldgico para determinar la capacidad inhibitoria
de los extractos obtenidos previamente, se contacta con un laboratorio microbiolégico
Microlabs que es externo a la universidad. Este proporcioné los cultivos de los
microorganismos utilizados, con sus respectivas placas Petri y con un medio de agar
optimo para el correcto crecimiento de los microorganismos durante su incubacion por

24-48 horas, para posteriormente ser revisados.

3.12. MATERIALES, EQUIPOS Y CONDICIONES

A continuacion, en el siguiente apartado de la investigacion se citara y mostraran los
materiales y el equipo utilizado para la obtener los extractos a partir de la planta Luffa

cylindrica durante el desarrollo de la investigacion.

3.12.1. MATERIALES:

La recoleccion de la muestra vegetal utilizada para el desarrollo de la investigacion
se realizo entre los dias 24 y 27 del mes de septiembre del 2022. Dentro del material
recogido destacan semillas de Luffa cylindrica, tallos, hojas, flores, fruto verde y fruto
seco que fue obtenido en la zona de Nicoya, Guanacaste. Al conocer la procedencia, el
origen y las condiciones bajo las que habita el material se puede suponer que la
composicion quimica de los componentes de la planta puede resultar con un alto

porcentaje de homogeneidad.
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El material se lavo con abundante agua y se dejé secar en un lugar seco y ventilado
durante tres semanas para que perdiera todo exceso de humedad. Al contar con el material
seco Y listo, este se separ0, colocando las semillas en un recipiente diferentes al recipiente
de las hojas y tallos y flores, los frutos secos y los frutos maduros tambien se colocaron
un recipiente aparte. Luego fue transportado a hacia la Universidad Internacional de las

Américas sin ningun inconveniente.

Las instalaciones, la cristaleria y los reactivos a utilizar durante el proceso de
extraccion y caracterizacion fitoquimica de la investigacion fueron suministrados por el
laboratorio de quimica de la Universidad Internacional de las Américas sin ningun
inconveniente. Por otro lado, para realizar las pruebas antimicrobianas se necesitaron

diferentes materiales que fueron suministrados por el laboratorio microbiologico.

3.12.2. EQUIPO

El equipo de laboratorio que se utilizara para elaborar el extracto vegetal y las
diferentes pruebas de caracterizacion fitoquimica durante la investigacion en los
laboratorios de la Universidad Internacional de las Américas, se muestra a continuacion

en latabla 7.

Tabla 7. Equipos y materiales utilizados para llevar a cabo la investigacién en la

Universidad Internacional de las Américas

Equipo Fotografia Proposito

Balanza analitica El uso de la balanza
permite medir la cantidad
necesaria de  material

utilizado durante la el
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desarrollo de la

investigacion.

Licuadora

En la investigacion es
utilizada para triturar lo
maés fino posible el material

vegetal.

Extractor Soxhlet

Equipo utilizado para
separaciones liquido-
solido, tambien se emplea
para extraer sustancias de

baja solubilidad

Termometro

Es empleado para medir la

temperatura a la cual se
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hara& el proceso de
extraccion, esta
temperatura es dirigida por
el punto de ebullicion del

solvente.

Calentador y

agitador

Se utiliza con el proposito
de generar la temperatura
necesaria para el solvente
llegue  al punto de
ebullicion, este presenta un
agitador magnético para
que la solucion esté en
constante agitacion durante
el proceso de la

investigacion.

Condensador para
equipo Soxhlet

Este aparato proporciona la
temperatura adecuada para
que los vapores del
disolvente  se  enfrien,
logrando que este se
devuelva a la cdmara del
equipo soxhlet que
contiene el material solido

vegetal
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Balon de fondo

plano

El bal6n de fondo plano es
el recipiente que contiene
el solvente para la
extraccion y su vez los
metabolitos secundarios de
la planta

Rotavapor

El equipo de rotavapor es
utilizado para evaporar el
disolvente de la mezcla
mediante un proceso de

destilacién.

Bomba de
recirculacién de

agua

Utilizada para dar una
recirculacion del agua fria
contenida en el
condensador del equipo,
con la finalidad de enfriar

el vapor del disolvente
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Camara de flujo

laminar

Utilizada almacenar vy
evitar que los vapores de
los reactivos utilizados
sean dafiinos para la

elaboracion del trabajo

Horno Biobase

BIOBASE

Se utiliza para el exceso de
disolvente en el extracto y
poder separar por completo

la mezcla

Beaker

Para recolectar y almacenar

los diferentes extractos

Tubos de ensayo,

pinzas y gradilla

Conjunto utilizado para
llevar a cabo las diferentes

pruebas fitoquimicas

Jeringas 5 mL y
filtros de 0,20 um

Utilizados con la finalidad

de eliminar
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microorganismos presentes

en el extracto.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Para la determinacion de la capacidad inhibitoria de los diferentes extractos obtenidos
durante el desarrollo de la investigacion, fue necesario el uso de equipo proporcionado
por el laboratorio microbiol6gico Microlabs, el cual se mostraré a continuacién en la tabla
8.

Tabla 8. Equipos y materiales utilizados para llevar a cabo la investigacion en el

laboratorio microbioldgico Microlabs.

Equipo Fotografia Proposito
Placas Petri con medio Las placas Petri propician
de agar un medio de cultivo apto

para el microorganismo
con el que se elabora la

investigacion.

Camara de flujo Se emplea la cdmara con la
laminar e finalidad de mantener un
ambiente fuera de

contaminacion.
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Pipeta de 5 puL

La pipeta se utiliza para
tomar la cantidad de
muestra de los diferentes
extractos y colocarlo en los
agujeros correspondientes

en el medio

Puntero de plastico

Utilizado para elaborar un
orificio en el medio de agar
para colocar los diferentes
extractos y el control

positivo

Incubadora

microbiologica

Utilizada para crear las
condiciones de
temperatura aptas para el
crecimiento bacteriano
colocado en la placa Petri

en medio de agar

Fuente: elaboracion propia, 2022
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3.12.3. CONDICIONES

Las condiciones que se presentaron durante los dias que se realizaron los
diferentes procesos para el desarrollo de la investigacion tuvieron en promedio valores de
temperatura de 21.5 °C, la humedad relativa promedio que se obtuvo fue de 89 % durante

los dias de trabajo

3.13. COMPONENTES REACTIVOS

Los reactivos que se utilizaran durante el desarrollo de la extraccion de los
metabolitos secundarios de la planta; asi mismo, como los reactivos empleados para
realizar el andlisis del tamizaje fitoquimico de estos componentes durante la elaboracion
de la investigacion en la Universidad Internacional de las Américas se citaran a

continuacion en la tabla 9.

Tabla 9. Reactivos utilizados para llevar a cabo la investigacion en los balotarios

de quimica de la Universidad Internacional de las Ameéricas

Reactivos Fotografia Proposito

Isopropanol Es un disolvente utilizado
para la extraccion de los
metabolitos secundarios
de la planta, como lo son

las cumarinas
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Reactivo de
Dragendorff

Prueba de caracterizacion
fitoquimica para

alcaloides

Solucion de cloruro
de hierro Il

Prueba de caracterizacion
fitoquimica para fenoles y

taninos

Reactivo de Shinoda

Prueba de caracterizacién
fitoquimica para

flavonoides
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Anhidrido acético +
Acido sulfarico

concentrado

Acido
Sulfyrico

S A0
Nlcentrade

Prueba de caracterizacién
fitoquimica triterpenos y

esteroides

Reactivo de vainillina

Prueba de caracterizacion
fitoquimica triterpenos y
esteroides
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Reactivo de Molish

Prueba de caracterizacion
fitoquimica para azlcares

reductores

Hidréxido de sodio +
luz UV

Cloruro de hierro Il
+ tetracloruro de

carbono

Prueba de caracterizacion
fitoquimica para

cumarinas por UV

Prueba de caracterizacion
fitoquimica para

antraquinonas
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Reactivo de Prueba de caracterizacion
Salkowski fitoquimica para
flavonoides
Acido
Sulfgrico
zcentrads
Reactivo de Prueba de caracterizacion

Liebermann-Buchard

I | Fluka
*euic anhydride

Acido
Sulfarico

fitoquimica para

triterpenos y esteroides
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Reactivo de
Borntrager

Prueba de caracterizacion
fitoquimica para quinonas

y antragquinonas

Hidréxido de Sodio +

acido mineral diluido

Prueba de caracterizacion
fitoquimica para
antocianinas

Agua destilada

Prueba de caracterizacién
fitoquimica para

saponinas

Fuente: elaboracién propia, 2022

Para realizar el proceso de determinar la capacidad inhibitoria que posee el extracto

vegetal en el laboratorio de microbiologia Microlabs se utilizaron los siguientes reactivos

anotados en la tabla 10.
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Tabla 10. Reactivos utilizados para llevar a cabo la investigacion en el laboratorio

microbioldgico Microlabs.

Reactivos

Fotografia

Proposito

Acido Fusidico 2%
crema

i Fucidin’
Adda Fusdico
L8 Crema 2%

VP s s by

Fucidin®

Ak Fudin

s
‘.I.-nuz

Control positivo para S.

aureus en antibiograma

Cloro comercial

Control positivo contra
los microorganismos

gram negativo

Extractos vegetales

Se utilizar para poder
determinar si  poseen

actividad antimicrobiana

Fuente: elaboracion propia, 2022
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3.14. DISENO DE EXPERIMENTOS

3.14.1. Parte 1. Obtencidn del extracto a partir de Luffa cylindrica.

Luego de la recoleccion y la limpieza del material vegetal es separado para ser
transportado a los laboratorios de la Universidad Internacional de las Américas, donde se
realizaran los siguientes procesos para obtener el aceite esencial. Luego se procedera a
realizar una extraccion con equipo soxhlet y separan el disolvente de aceite vegetal con
una destilacion mediante el equipo rotavapor y por ultimo se realizara la cromatografia

de capa fina, siguiendo el siguiente procedimiento experimental:

3.14.1.2 Parte experimental I:

Procedimiento:

e Recolectar, lavar y secar el material vegetal

e Lavar, limpiar y secar la cristaleria y equipo que se utilizard para elaborar el
experimento.

e Conayudade un procesador o licuadora triturar el material vegetal con la finalidad
de obtener un material mas fino y homogeéneo, este material se utilizara para llevar
a cabo las diferentes extracciones vegetales.

e Armar el equipo de extraccion soxhlet.

e Pesar por separado 40 gramos de cada una de las partes de la planta y rotular,
agregarlos a la cdmara del equipo soxhlet (colocar un pedazo de algodén al fondo
de la camara para evitar que caiga material vegetal al disolvente).

e Seguidamente adicionar 200 ml de isopropanol al balén de fondo plano, el cual se
calentara hasta ebullicion y al llegar al condensador este se devolvera y caera
sobre el material vegetal sélido.
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e Se deja el equipo con una recirculacion del disolvente durante 6 horas, con la
finalidad de poder extraer los componentes necesarios que se encuentran presentes
en el material vegetal.

e Realizar la separacion del disolvente mediante un equipo de rotavapor.

e Recolectar cada extracto en envases de vidrio y rotularlos. Cubrir con papel
aluminio en caso de que los extractos sean fotosensibles.

e Tomar 2 mL de cada extracto vegetal.

e Evaporar por completo el disolvente.

e Obtener el peso de material solido de cada extracto.

e Realizar una cromatografia de capa fina a los diferentes extractos y observar la

separacion de compuestos con ayuda de luz UV

3.14.2. Parte Il. Tamizaje fitoquimico de los componentes de la planta Luffa

cylindrica.

Para realizar este apartado sobre las pruebas fitoquimicas se tomara una pequefia
cantidad del extracto etandlico y se aplicaran los diferentes procedimientos

experimentales a desarrollar y se observara y anotaré el resultado obtenido.

3.14.2.1. Parte Experimental I1. Analisis Fitoquimico.

Procedimiento:

En este apartado se realizaran los procedimientos a seguir para cada una de las
pruebas de caracterizacion fitoquimica, describiendo detalladamente cada procedimiento

de las pruebas y su indicador positivo a continuacion:
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Cromatografia de capa fina:

Se toman una placa de silica de gel y se traza una linea por debajo del borde
inferior y el borde superior.

Con un lapiz marcar 4 puntos con un poco de distancia entre ellos

Con ayuda de un capilar tome una pequeiia muestra del extracto vegetal y
coldquelos sobre los puntos marcados en la placa de silice

En un beaker cologue la fase movil, se empleara Hexano:Acetato de etilo en una
proporcion de 7:3

Dejar separar

Ver la separacion de los componentes mediante la luz ultravioleta.

Prueba Dragendorff para caracterizar alcaloides:

Se debe tomar 1 mL de la muestra del extracto alcohdlico y se coloca en un tubo
de ensayo.

Luego se afiade gota a gota una cantidad del reactivo de Dragendorff.

Cuando la prueba es positiva para alcaloides se debe observar un precipitado de
color rojo, naranja 0 marron, persistentes por 24 horas.

Prueba con cloruro de hierro (111) para identificacion de fenoles vy taninos:

Se toma 1mL del extracto alcohdlico y colocarlo en un tubo de ensayo
Adicionar unas gotas de cloruro de hierro (111) al 5-10 %.
La prueba se considera positiva si hay aparicion de un precipitado rojo, azul

violeta o verde se considera positivo.

Prueba con el reactivo de Salkowski para identificacién de flavonoides:
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e Colocar en un tubo de ensayo una pequefia cantidad de muestra (1 mL de extracto
cloroférmico) y se disuelve en 1 mL de &cido sulfarico concentrado.

e La prueba es positiva para flavonas y flavonoles si la coloracion es amarilla, si la
coloracion es naranja es positiva para flavonas, si presenta una coloracion roja
azulado significa que la prueba es positiva para chalconas y si el indicador final

muestra una coloracidn rojo pdrpura es positiva para la presencia de quinonas.

Prueba con el reactivo de Borntrdger para identificacion de quinonas vy

antraguinonas:

e Colocar en un tubo de ensayo aproximadamente unos 5 ml del extracto crudo.

e Luego afadir 1 ml de peroxido de hidrégeno al 20 %

e Posterior agregar 1 ml de &cido sulfarico al 50 %.

e Aplicar calor la mezcla en un bafio de agua hirviendo durante aproximadamente
15 minutos.

e Dejar enfriar.

e Afadir 5 mL de tolueno

e Agitar sin emulsionar.

e Recuperar la fase organica y trasvasar 2 ml fase organica a un tubo de ensayo.

e Afadir 1 ml de hidroxido de sodio al 5% con amoniaco al 2%.

e Agitar sin emulsionar.

e Elresultado es positivo si la capa acuosa toma una coloracion rosada a roja intensa

es prueba positiva de la presencia de quinonas en la muestra.

Prueba para identificar cumarinas con Luz UV:

e En un tubo de ensayo colocar 2 ml del extracto etandlico de la planta, tapar con
papel de filtro impregnado en solucidon diluida de NaOH y llevar a Bafio de agua
a 100°C por algunos minutos.

e Remover el papel de filtro y examinarlo bajo luz UV, siendo la fluorescencia

amarilla indicativa de la presencia de cumarinas.
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Prueba con reactivo de Liebermann-Burchard para identificar triterpenos y

esteroides:

e En un tubo de ensayo tomar 1 mL del extracto alcoholico y evaporar hasta
sequedad.

e Redisolver en 1 mL de cloroformo.

e Agitar cuidadosamente.

e Elaborar una mezcla agregando 1 mL de anhidrido acético mas 1 mL de
cloroformo y agregar una gota de acido sulfarico concentrado.

e Agregar la mezcla al tubo de ensayo con el extracto cloroférmico.

e La prueba resulta positiva con la formacion de colores azul o verde para
esteroides, cuando el resultado da coloraciones rojo, violeta 0 morado es indicador

para triterpenos.

Prueba con el reactivo de Molish para identificar azucares reductores:

e Enun tubo de ensayo se coloca 1 mL del extracto alcohélico.

e Al mismo tubo de ensayo se afiaden 3 gotas del reactivo de Molish.

e Agita

e Con precausion afadir 2 mL de &cido sulfarico concentrado por las paredes del
tubo de ensayo.

e La prueba resulta positiva si se forma un anillo coloreado en la interfase.

Prueba para identificar saponinas:

e Enun tubo de ensayo agregar 1 mL del extracto vegetal.

e Agregar 5 mL de agua destilada al tubo con el extracto.

e Agitar vigorosamente hasta que se haga espuma.

e Laprueba resulta positiva si la espuma perdura por mas de 15 minutos, indicando

la presencia de saponinas.
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Prueba para identificar antocianinas:

e Enun erlenmeyer colocar unos 10 mL del extracto crudo, se calienta a ebullicion
durante unos 5 minutos.

e Filtrar.

e Enun tubo de ensayo colocar 2 mL de filtrado

e Afadir al tubo con el filtrado 1 mL de hidréxido de sodio diluido.

e Observar el color formado.

e Enotro tubo de ensayo se colocan otros 2 mL de filtrado.

e Afadir al tubo con el filtrado unas 6 gotas de un &cido mineral diluido (acido
fosforico 5%)

e Observar el color formado.

e La prueba resulta positiva si hay cambios de coloracion en la mezcla ya que las
antocianinas pueden producir diferentes colores a diferentes niveles de pH.

3.14.3. Parte I11. Determinacion de capacidad antimicrobiana de la planta Luffa

cylindrica

Se solicitan las cepas microbiol6gicas con al menos 24 horas de anticipacion. Para luego
proceder a realizar el cultivo de la bacteria en el medio de agar y se procedera a comprobar
la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos a partir de la planta luffa cylindrica
en el laboratorio de microbiologia Microlabs ubicado en Guadalupe, Costa Rica. luego
de realizar el raspado bacterioldgico se dejara en periodo de incubacién por 24-48 h, para
luego ir a revisar e interpretar los resultados. Se tomard en cuenta el siguiente

procedimiento para realizar la tarea:
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3.14.3.1. Determinacion de la propiedad antimicrobiana de los extractos de la

planta

Procedimiento:

En este apartado se revisaran los procedimientos a seguir para determinar
si cada uno de los extractos vegetales obtenidos poseen actividad antimicrobiana contra
cepas de microorganismo ya seleccionados, describiendo detalladamente el

procedimiento a continuacion:

e Se hace una suspension con las cepas de las bacterias y agua pectonada y se deja
durante 24 horas para promover el crecimiento bacteriano, se nota el crecimiento
bacteriano cuando la suspensién presenta una turbidez.

e Agregar solucion de agar a la placa Petri y dejar unos minutos para que esta
solucion adquiera la contextura adecuada.

e Conayuda de un puntero de plastico realizar cinco agujeros en el agar de la placa
Petri, para colocar cada uno de los extractos vegetales y el medicamento para
determinar el control positivo.

e Con ayuda de un hisopo estéril se procede con el rayado bacteriano, el cual se
hace mojando el hisopo con la cepa bacteriana y se frota suavemente por el medio
de agar en cuatro direcciones diferentes.

e Se coloca cada uno de los extractos vegetales y el control positivo en los agujeros
asignados especificamente para cada uno.

e Se tapa la placa Petri y se coloca dentro de una incubadora durante 24-48 horas,

bajo condiciones de temperatura adecuadas para la proliferacion del cultivo.

Se mide el resultado obtenido y se interpreta.
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A continuacion, se presenta en la tabla 14 la numeracion asignada a cada extracto
obtenido de la planta Luffa cylindrica para realizar las pruebas antimicrobianas en el

laboratorio Microlabs.
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CAPITULO IV — ANALISIS DE RESULTADOS
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CAPITULO IV - RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, en este capitulo se analizard toda la informacion recopilada
durante el proceso de la investigacion, con la finalidad de cumplir y ejecutar cada uno de
los objetivos especificos planteados para el desarrollo de la misma. Asi mismo, se
exhibiran los resultados obtenidos y se realizara un anélisis de estos, detallando el
procedimiento para extraer los metabolitos secundarios de la planta Luffa cylindrica, los
procedimientos de las respectivas pruebas caracterizacion y la capacidad inhibitoria de

los extractos obtenidos.

4.1. REALIZAR UNA REVISION BIBLIOGRAFICA SISTEMATICA SOBRE
LAS PROPIEDADES QUE PRESENTA LA PLANTA DE LUFFA CYLINDRICA
Y PROCESOS DE EXTRACCION A PARTIR DE MATERIAL VEGETAL.

Con la finalidad de establecer un proceso valido para lograr la extraccion de los
componentes presentes en la planta Luffa cylindrica a partir de diferentes tejidos
vegetales de la misma como las semillas, tallos y hojas, fruto seco y el fruto verde o
inmaduro, se realizd6 minuciosamente una busqueda profunda donde se seleccionaron
cuatro articulos cientificos y dos trabajos de grado para tomar en cuenta como base en la

elaboracion del procedimiento experimental para la obtencién del extracto vegetal.

Ya establecido el procedimiento experimental a efectuar en el laboratorio se
procede a recolectar y seleccionar el material vegetal, una vez lavado este material se
almacena y se deja secar en un lugar fresco y con ventilacion. Posterior a esto se trabajo
durante cuatro semanas en el laboratorio para realizar todos los procedimientos del
experimento, utilizando como disolvente isopropanol en una proporcion de 5:1 con

relacion al material vegetal utilizado.
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4.2. OBTENER EXTRACTOS A PARTIR DE DIFERENTES TEJIDOS DE
LUFFA CYLINDRICA, EMPLEANDO COMO TECNICA DE SEPARACION
UNA MACERACION ACELERADA MEDIANTE EQUIPO DE EXTRACCION
SOXHLET.

El desarrollo de la investigacion se realiza una vez se encuentre seco el material
vegetal. Una vez pasado este tiempo se realizan los procedimientos para el desarrollo de
la parte experimental | y la parte experimental Il para concretar el desarrollo de segundo
objetivo. A continuacion, en la tabla 10 se presentan las cantidades utilizadas de cada una
de las partes de la planta, asi como la cantidad de disolvente utilizado para llevar a cabo

cada una de las extracciones.

Tabla 11. Pesos de los diferentes materiales vegetales utilizados de la planta Luffa
cylindrica, en balanza analitica #12 ADAM Nimbus +0,0001 g

Material de la planta Peso (g) = 0,0001 g Cantidad de disolvente (mL)
Semillas 40,0163 ¢ 200 mL
Tallos, hojas, ramas y flores 40,0019 ¢ 200 mL
Fruto seco 40,0061 g 200 mL
Fruto verde o inmaduro 40, 0225 g 200 mL

Fuente: elaboracién propia, 2022
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Tabla 12. Aceites obtenidos a partir de las diferentes partes de la planta luffa

cylindrica mediante equipo soxhlet

Parte de la planta

Parte de la planta

macerada

Aceite obtenido

Caracteristicas

fisicas

semillas

El aceite es de
coloracion café
con un olor
caracteristico muy

Suave

Tallos-hojas-ramas-

flores

El aceite posee un
color verde debido
a la cantidad de
clorofila y tiene un

olor suave vegetal

Fruto verde o

inmaduro

El aceite presenta
una coloracion
amarilla con un
olor caracteristico
suave y un poco

dulce

Este aceite es mas

transparente que
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los demés y su
coloracion es

amarilla tenue

Fruto seco

Fuente: elaboracion propia, 2022.

Para realizar la extraccion de los aceites se siguio el procedimiento descrito por
Amaya et al 12, y se tomaron diferentes partes de la planta y se procedieron a macerar, ya
que a menor tamafio de particula hay mayor superficie de contacto con el disolvente. La
extraccion se realiz6 con equipo soxhlet ya que este equipo proporciona una mejor tecnica
de extraccion al poner repetidas veces en contacto al disolvente con el material vegetal
solido. El disolvente empleado en este caso fue el isopropanol como ya que posee
caracteristicas muy similares al etanol, al calentar el disolvente la extraccion se realiza de
la mejor manera ya que el disolvente caliente ayuda a favorecer la solubilidad de los

analitos 4851,

Las pruebas fitoquimicas de los diferentes extractos a partir de semillas, hojas-
ramas-flores, fruto seco y fruto inmaduro de Luffa cylindrica se presentan en la Tabla 13.
Dicho analisis indica la presencia de metabolitos secundarios que incluyen taninos,
flavonoides, saponinas, cumarinas, azucares reductores, etc. Sin embargo, no se
observaron antocianinas, ni antraquinonas en ninguno de los extractos vegetales

analizados en la planta.
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Tabla 13. Resultados de las Pruebas Fitoquimicas aplicadas a los extractos

vegetales.
Extracto vegetal
Pruebas Semillas | Tallos-hojas- Fruto seco Fruto verde o
fitoquimicas ramas-flores inmaduro
Alcaloides + + - -
Fenoles y taninos - + - -
Flavonoides + + + +
(Salkowski) (naranja- (amarilla- (amarilla- (azulado-
flavonas) flavonas, flavonas, chalconas)
flavonoles) flavonoles)
Quinonas y - - - -
antraquinonas
Cumarinas luz ++ ++ ++ ++
uv
Triterpenos y + + + -
esteroides (verde- (verde- (verde-
esteroides) | esteroides) esteroides)
Azucares + + + +
reductores
(Molish)
Saponinas - + - -
Antocianinas - - - -
Leyenda: (-) sin presencia de metabolitos, (+) poca presencia de metabolitos, (++)
presencia moderada de metabolitos y (+++) alta presencia de metabolitos

Fuente: elaboracion propia, 2022

Gracias a los aportes cientificos se conoce que algunos componentes bioactivos
que se encuentran en extractos de plantas, son los responsables de otorgarle la actividad
antimicrobiana contra microorganismos causantes de ciertas patologia y enfermedades,
estos componentes también ofrecen proteccién a las plantas contra infecciones

microbianas patdgenas. Diferentes investigadores han hecho descubrimientos sobre la
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actividad antimicrobiana que tienen algunos fitoquimicos vegetales. Tambien se informa
que la presencia de los flavonoides y los taninos en extractos vegetales, son responsables
de las propiedades antimicrobianas. Los taninos son conocidos por sus propiedades
astringentes, actividad antimicrobiana, propiedades antiinflamatorias y antidiarreicas.
Las saponinas son conocidas por sus propiedades medicinales como limpiadores

sanguineos naturales, expectorantes y antibidticos 1027,

La presencia de triterpenos y cumarinas en los diferentes extractos vegetales
obtenidos de planta Luffa cylindrica, son indicador de propiedad antimicrobiana; ya que
estos compuestos se consideran como agentes antioxidantes lo que sugiere un uso
potencial de estos extractos para el tratamiento de diferentes patologias como
arterosclerosis, procesos antiinflamatorios, anticancerigenos y para reducir los niveles de
colesterol. Las cumarinas son compuestos que ademas de ser antioxidantes, tambien
son anticancerigenos y sirven como reductores de los niveles de colesterol. Por otro lado,
en todos los extractos obtenidos se encontrd presencia de azlcares reductores que ademas
de contribuir a la caracterizacion bioquimica de esta especie, tiene una importancia
adicional ya que estos azucares interfieren con la extraccion de saponinas, las cuales son

de gran interés comercial'*28,

Se realizo la cromatografia de capa utilizando una fase mévil muy versatil, el

resultado se muestra a continuacion en la figura 12.
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Figuras 12 Resultado de la cromatografia de capa fina aplicada a los diferentes
extractos

Fuente: elaboracion propia, 2022

La cromatografia realizada demuestra la presencia de clorofilas en los extractos
que se hicieron a partir de los tallos, hojas, ramas y flores de la planta, en la figura se

muestran con mayor intensidad y de coloracion roja 2.

En esta tecnica tambien se refleja el contenido de cumarinas de los diferentes
extractos vegetales, ya que las cumarinas presentan una coloracion azulada cuando se
someten a luz ultravioleta, ademas, en los resultados vistos en las pruebas fitoquimicas se
determina la presencia de cumarinas en los diferentes extractos y estas se encuentran a
diferentes concentraciones. Por lo que podemos deducir que la presencia de las cumarinas
en los diferentes extractos pueden ser las responsables de muchas de las propiedades
farmacoldgicas que posee la planta.
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Tabla 14. Asignacion del nimero de muestra de los diferentes extractos a partir de

Luffa cylindrica.

Extracto Luffa cylindrica

Ndmero de muestra

Semillas 1

Fruto verde o inmaduro 2
Fruto seco 3
Tallos-hojas-ramas-flores 4

Fuente: elaboracion propia, 2022

A continuacion, se ven descritos los resultados obtenidos de la capacidad

antimicrobiana que presentan los diferentes extractos vegetales concentrados frente a la

cepa de Staphylococcus aureus #1
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Figuras 13 Cultivo antimicrobiano de los extractos concentrados contra cepa de
Staphylococcus aureus # 1, antes de la incubacién.

Fuente: elaboracién propia, 2022

Se presenta el cultivo microbiano sobre la placa Petri con medio de difusién en
agar, donde se establecieron los puntos de control antimicrobiano de los extractos

obtenidos. Luego se dejaron encubar a 30 © C durante 24-48 horas para luego interpretar

el resultado obtenido.
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Figuras 14 Cultivo antimicrobiano de los extractos concentrados contra cepa de
Staphylococcus aureus # 1, luego de la incubacion.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Luego del periodo de incubacion durante 36 horas se muestran resultados en el
crecimiento bacteriano sobre el medio de agar, dejando resultados evidenciados sobre la
actividad antimicrobiana sobre el microorganismo. Las mediciones de los halos que
presenta la capacidad de los diferentes extractos concentrados de la planta contra cepas
de Staphylococcus aureus #1, se demuestran a continuacion en la tabla 15
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Tabla 15. Resultados del halo de inhibicion provocado por los extractos de luffa

cylindrica concentrados sobre la cepa de Staphylococcus aureus #1

Extracto Luffa cylindrica Capacidad inhibitoria / Halo inhibicion (cm)
Semillas #1 0,2cm
Tallos-hojas-ramas-flores #4 0,5cm
Fruto seco #3 0,8cm
Fruto verde o inmaduro #2 No presenta
Acido fusidico (control +) 1,85 cm

Fuente: elaboracion propia, 2022

Cabe destacar que los resultados que se obtuvieron durante la investigacion tienen
similitud en alguna medida con los resultados reportados por otros investigadores,
quienes en sus investigaciones también emplearon cepas de Staphylococcus aureus como
muestra en si para su experimentacion. En la mayoria de ensayos se evaluaron
extracciones alcoholicas. La decision de tomar la metodologia para el desarrollo de la
investigacion permite un paso de decision en el tamizaje inicial de la especie vegetal antes

de emplear todo el procedimiento de caracterizacion fitoquimica 1°.

Analizando los diferentes resultados se puede determinar que tres de los extractos
hechos a partir de las semillas, tallos, fruto seco y fruto verde o inmaduro, obtenidos a
partir de la planta Luffa cylindrica poseen capacidad antimicrobiana leve contra las cepas
de Staphylococcus aureus, debido a que sus halos de inhibicién no sobrepasan 1 cm de
diametro y el halo de inhibicion producido por el control positivo tiene una medida de
1,85 cm. Mientras que el Unico extracto que no presenta un halo de inhibicion es el

extracto de fruto verde.

Por otro lado, en los diferentes extractos analizados demostraron tener presencia
de cumarinas, flavonoides y alcaloides. Estos compuestos pueden representar las bases
quimicas para sustentar el resultado sobre la capacidad antimicrobiana de la planta frente

a cepas de Staphylococcus aureus. La presencia de estos metabolitos secundarios permite
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asociar diferentes mecanismos de accion contra la bacteria empleada en aras de lograr la
inhibicion de su crecimiento ya sea mediante la muerte bacteriana o solo deteniendo

temporalmente su crecimiento 7.

Para medir el halo de inhibicion formado por los extractos vegetales se hizo con
una regla. Es necesario conocer la susceptibilidad esperada de los microorganismos ya
que esto tiene que ver con la resistencia innata que posee el microorganismo, esta
resistencia microbiana se han desarrollado evolutivamente en las bacterias y que es un
evento totalmente predecible. En los Staphylococcus, el surgimiento de cepas resistentes
y la capacidad de producir enfermedad estan fuertemente relacionados con el amplio uso
de los antibidticos, ademas de su enorme potencial para desarrollar resistencia y multi-

resistencia .

Por tanto, los resultados obtenidos con estas especies son importantes, dado que
podrian avalar su uso potencial en algunas infecciones causadas por tales
microorganismos, inclusive ante cepas resistentes y de muy dificil erradicacion, como
ocurre con frecuencia en nuestros hospitales hoy en dia. Resultara obvia entonces la
realizacion de estudios fitoquimicos de mayor especificidad y sensibilidad que permitan
aislar e identificar los compuestos responsables de tal actividad, asi como investigaciones
microbioldgicas con cepas salvajes de alto poder resistente, tales como las que fluctdan

en nuestros hospitales

A continuacion, se presenta el cultivo microbiano sobre el medio de difusion en

agar, donde se establecieron los cuatro puntos de control antimicrobiano de los extractos
obtenidos. Luego se dejaron encubar a 30 © C durante 24-48 horas para luego interpretar

el resultado obtenido. Por otro lado, los resultados obtenidos de la actividad
antimicrobiana que presentan los diferentes extractos vegetales diluidos frente a la cepa

de Staphylococcus aureus #2
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Figuras 15 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de
Staphylococcus aureus # 2, antes de la incubacion.

Fuente: elaboracion propia, 2022

En la figura 16 se muestra el crecimiento bacteriano, después de aplicarle
temperatura constante (30 © C) durante 36 horas para luego interpretar el resultado

obtenido. El extracto utilizado es un extracto diluido de los productos obtenidos de la

extraccién por equipo soxhlet.
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Figuras 16 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de
Staphylococcus aureus # 2, luego de la incubacion.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Los resultados obtenidos de la capacidad inhibitoria que poseen los diferentes
extractos diluidos de la planta contra cepas de Staphylococcus aureus #2, se demuestran

a continuacién en la tabla 16
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Figuras 17 Resultados del halo de inhibicion provocado por los extractos de
luffa cylindrica diluidos sobre la cepa de Staphylococcus aureus #2

Extracto Luffa cylindrica Capacidad inhibitoria / Halo inhibicion (cm)
Semillas #1 No presenta
Tallos-hojas-ramas-flores #4 No presenta
Fruto seco #3 No presenta
Fruto verde o inmaduro #2 No presenta
Acido fusidico (control +) 3,5¢cm

Fuente: elaboracion propia, 2022

La actividad antimicrobiana de los extractos diluidos de las diferentes partes de la
planta luffa cylindrica no presentan actividad antimicrobiana sobre la cepa de
Staphylococcus aureus #2, esto puede deberse a una multiresistencia de la bacteria o0 a
que los extractos estan muy poco concentrados, por lo que se puede sugerir que la
capacidad inhibitoria de los extractos es dependiente de la concentracion. Por otro lado,
que la capacidad inhibitoria del control positivo expresé un halo de inhibicién de 3,5 cm,
lo cual nos indica que la capacidad inhibitoria del control va a depender de la
concentracion del medicamento, es decir, cuando hay una mayor concentracion del

medicamento o extracto hay mayor halo inhibitorio %°.

La resistencia bacteria en Staphylococcus se debe al surgimiento de cepas
resistentes y la capacidad que tiene el microorganismo de producir enfermedad estan
fuertemente relacionados con el amplio uso de los antibioticos, ademas la capacidad de
este microorganismo de resistir los efectos de un antimicrobiano, constituye un problema
creciente de la salud publica en todo el mundo. La resistencia puede ser producida por
seleccién natural, como producto de mutaciones ocurridas al azar, o puede inducirse

mediante la aplicacion de presion selectiva a una poblacion .
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A continuacion, se ven descritos los resultados obtenidos de la capacidad
antimicrobiana que presentan los diferentes extractos vegetales diluidos frente a la cepa
de Staphylococcus aureus #3

Figuras 18 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de
Staphylococcus aureus # 3, antes de la incubacion.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Luego del periodo de incubacion que tarda en efectuarse 36 horas, se procede a
leer los resultados obtenidos, donde se utilizd una cepa diferente de Staphylococcus

aureus diferente a las anteriores.
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Figuras 19 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de
Staphylococcus aureus # 3, luego de la incubacion.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Los resultados obtenidos de la capacidad inhibitoria que poseen los diferentes

extractos diluidos de la planta contra cepas de Staphylococcus aureus #3, se demuestran

a continuacién en la tabla 17

Tabla 17. Resultados del halo de inhibicién provocado por los extractos de luffa

cylindrica diluidos sobre la cepa de Staphylococcus aureus #3

Extracto Luffa cylindrica

Capacidad inhibitoria / Halo inhibicion (cm)

Semillas #1

No presenta

Tallos-hojas-ramas-flores #4

0,5cm
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Fruto seco #3 No presenta

Fruto verde o inmaduro #2 No presenta

Acido fusidico (control +) 2,5cm

Fuente: elaboracion propia, 2022

Al presentar los resultados los diferentes extractos vegetales diluidos frente a otra
cepa diferente (de Staphylococcus aureus #3), se demuestra que la cepa seleccionada es
muy resistente a estos extractos, ya que de cuatro extractos analizados solo uno tiene
capacidad inhibitoria. El extracto de tallos, hojas y ramas posee dentro de sus

componentes alcaloides, flavonoides, taninos, cumarinas, esteroides y saponinas.

En la investigacion se demuestra que la capacidad inhibitoria del control positivo
es de 2,5 cm vy al igual que en las otras pruebas realizadas sobre la capacidad
antimicrobiana va a depender de la concentracion. Por lo tanto, el halo de inhibicion va a
depender de la concentracion del medicamento. Esto se evidencia en la investigacion
realizada por K.E. Bal, Y. Bal, G. Cote y A. Chagnes del 2011 done se describen y
exponen las actividades antimicrobianas in vitro contra E. coli y S. aureus, los materiales
que se evaluaron biomateriales y mostraron una actividad antimicrobiana de mas de 18

dias.

La presencia de cumarinas, flavonoides y alcaloides en los extractos son los
responsables de otorgarle la capacidad antimicrobiana de la planta frente a cepas de
Staphylococcus aureus, en este caso el extracto esta diluido y aun asi presenta actividad
antimicrobiana. La presencia de estos metabolitos secundarios permite asociar diferentes
mecanismos de accion contra la bacteria empleada en aras de lograr la inhibicion de su
crecimiento ya sea mediante la muerte bacteriana o solo deteniendo temporalmente su

crecimiento

Ya que los extractos diluidos de las diferentes partes de la planta luffa cylindrica
no presentan actividad antimicrobiana sobre la cepa de Staphylococcus aureus #3, se

puede sugerir que la bacteria es multirresistente o debido a que los extractos estan muy
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poco concentrados, por lo que se puede sugerir que la capacidad inhibitoria de los
extractos es dependiente de la concentracion el surgimiento de nuevas cepas de bacterias
y una mala adherencia terapéutica pueden ser los responsables de la resistencia

microbiana %.

A continuacion, se ven descritos los resultados obtenidos de la capacidad
antimicrobiana que presentan los diferentes extractos vegetales diluidos frente a la cepa

de pseudomona aeruginosa.

Figuras 20 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de
Pseudomona aeruginosa, antes de la incubacion.

Fuente: elaboracion propia, 2022

La interpretacion de la actividad antimicrobiana para pseudomona aeruginosa se
hace 24 horas después de incubar el cultivo, demostrando un leve de inhibicion, se

observa a continuacion en la figura 21.
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Figuras 21 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de
Pseudomona aeruginosa, luego de la incubacion.

Fuente: elaboracién propia, 2022

Los resultados obtenidos de la capacidad inhibitoria que poseen los diferentes

extractos diluidos de la planta contra cepas de pseudomona aeruginosa, se demuestran a

continuacion en la tabla 18

Tabla 18. Resultados del halo de inhibicion provocada por los extractos de luffa

cylindrica diluidos sobre la cepa de Pseudomona aeruginosa

Extracto Luffa cylindrica

Capacidad inhibitoria / Halo inhibicion (cm)

Semillas #1

No presenta
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Tallos-hojas-ramas-flores #4 0,6 cm

Fruto seco #3 0,7 cm

Fruto verde o inmaduro #2 0,8 cm
Cloro comercial (control +) lcm

Fuente: elaboracion propia, 2022

Estos resultados muestran que los extractos vegetales obtenidos poseen capacidad
inhibitoria frente a microorganismos gram negativos. Queda demostrado que tres de los
cuatro extractos presenta inhibicion, que, aunque los halos son relativamente pequefios
aun asi presentan capacidad inhibitoria frente a estos microorganismos. Entonces a mayor
concentracion del extracto, mayor es el halo de inhibicion. Por otro lado, el control
positivo también presenta una capacidad inhibitoria relativamente baja y podemos

adjuntarle el mismo principio de concentracion 2.

No obstante, tambien se le puede otorgar a la bacteria es un poco de resistente a
la accion de los extractos, por lo que el extracto de semillas no presenta ningin halo de
inhibicion. En una investigacion hecha por Mankilik M, Mikailu A'y Mhya D se observa
tambien actividad antibacterial de la pseudomona aeruginosa en extractos de etanol y
cloroformo. Donde la actividad antimicrobiana del extracto de cloroformo presentd la

mayor actividad.?!,

A continuacion, se ven descritos los resultados obtenidos de la capacidad
antimicrobiana que presentan los diferentes extractos vegetales diluidos frente a la cepa

de salmonella.
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Figuras 22 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de
salmonela, antes de la incubacion.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Luego de las 24 horas que tarda la bacteria en crecer sobre el medio adecuado se
procede a leer e interpretar los resultados, y se observa que los extractos vegetales

muestran capacidad antimicrobiana.
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Figuras 23 Cultivo antimicrobiano de los extractos diluidos contra cepa de
salmonela, luego de la incubacion.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Los resultados obtenidos de la capacidad inhibitoria que poseen los diferentes
extractos diluidos de la planta contra cepas de salmonella, se demuestran a continuacion
en la tabla 19
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Tabla 19. Resultados del halo de inhibicion provocada por los extractos de luffa

cylindrica diluidos sobre la cepa de salmonella

Extracto Luffa cylindrica Capacidad inhibitoria / Halo inhibicion (cm)
Semillas #1 0,6 cm
Tallos-hojas-ramas-flores #4 0,7 cm
Fruto seco #3 0,55 cm
Fruto verde o inmaduro #2 No presenta
Cloro comercial (control +) 1,4cm

Fuente: elaboracion propia, 2022

En la investigacion de Peter M. Eze en el 2018 sobre la evaluacion de las
actividades antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana de los extractos de hojas de
Luffa cylindrica ante el etanol y el acetato de etilo reveld actividad antimicrobial
evidenciable. Los resultados muestran que los extractos vegetales obtenidos poseen

capacidad inhibitoria frente a microorganismos gram negativos.

Queda demostrado que tres de los cuatro extractos presenta inhibicion, que,
aunque los halos son relativamente pequefios aun asi presentan capacidad inhibitoria
frente a estos microorganismos. Entonces a mayor concentracion del extracto, mayor es
el halo de inhibicion. Por otro lado, el control positivo también presenta una capacidad

inhibitoria relativamente baja y podemos adjuntarle el mismo principio de concentracién
88

No obstante, tambien se le puede otorgar a la bacteria es un poco de resistente a
la accion de los extractos, por lo que el extracto de semillas no presenta ningin halo de
inhibicidn. En una investigacion hecha por Mankilik M, Mikailu A y Mhya D se observa
tambien actividad antibacterial de la pseudomona aeruginosa en extractos de etanol y
cloroformo. Donde la actividad antimicrobiana del extracto de cloroformo presento la
mayor actividad 8,
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CAPITULO V — CONCLUSIONES
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CAPITULO V - CONCLUSIONES

Las infecciones tdpicas y cutaneas bacterianas son frecuentes y potencialmente
graves para la salud, para detectar los signos de gravedad de la infeccion se debe consultar

a un especialista y obtener un tratamiento adecuado para combatir el microorganismo.

Una anamnesis y una exploracion dermatoldgica minuciosas sirven para orientar
hacia el tipo de germen responsable de la infeccién y para adaptar la antibioticoterapia,
que siempre debe replantearse una vez conocidos los resultados de los analisis

bacteriologicos de las muestras, que deberian ser mas sistematicas.

Con el trabajo de investigacion actual se describieron los componentes quimicos
que componen la planta, sus efectos farmacolégicos y la importancia terapéutica que
presenta la planta Luffa cylindrica como una planta medicinal que cuenta con muchas

actividades farmacoldgicas que podrian implementarse contra varios agentes patogenos.

Podemos concluir que las cumarinas que se encuentran presentes en los cuatro
diferentes extractos son las responsables de la mayoria de actividad antimicrobiana que
se presentd en el trabajo, ya que todos los extractos tuvieron algun tipo de actividad contra

los microorganismos evaluados.

Con la cromatografia de capa fina se pueden elaborar estudios y analisis 6ptimos,
con resultados eficientes y robustos, la aplicacion de esta técnica juntos con otras técnicas
y modificaciones son es favorable en las investigaciones ya que se puede ampliar la
cantidad de metabolitos de interés para el estudio y mejorar los parametros y el

desempefio de la misma 'y a su vez es una tecnica de bajo costo y facil de aplicar.

Los extractos obtenidos presentan actividad antimicrobiana con los diferentes

microorganismos evaluados, esta actividad va a depender de la concentracion utilizada
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ya que en la investigacion se trabajo con extractos concentrados y diluidos, donde los

concentrados mostraron mejor capacidad inhibitoria.

Los extractos diluidos presentaron poca actividad antimicrobiana contra las cepas
de Staphylococcus aureus que son microorganismo gram positivos, mientras que contra
las cepas negativos estas mostraron una mejoria en la capacidad antimicrobiana,
concluyendo que se puede hacer mas estudio sobre la planta debido a los multiples efectos

farmacologicos que tiene la planta.
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CAPITUO VI - RECOMENDACIONES

Luego de realizar esta investigacion, los resultados demuestran la complejidad del
tema, asi como la necesidad de crear mas estudios e investigaciones referentes a este tema.

Dada la tecnicidad de los procesos, los resultados varian significativamente.

Por lo tanto, se presentan las siguientes recomendaciones para poder seguir
investigando en el area, tomando como punto de partida o de ayuda los resultados

expuestos en esta investigacion.

Se recomienda la creacion de mas datos a partir de nuevas investigaciones
relacionadas a plantas con caracteristicas similares para poder tener una mayor base de
datos con relacion al tema de la actividad antimicrobiana en las plantas.

Se recomienda poder establecer estudios interdisciplinarios donde se pueda
utilizar los datos aportados en esta investigacion como aporte técnico dentro del area

epidemioldgica.

Se recomienda la creacion de investigaciones utilizando la planta investigada aqui,
pero con cepas diferentes. De manera que se pueda crear un fichero amplio sobre este

tema, utilizable en futuras investigaciones de esta envergadura.

Se recomienda elaborar los extractos con mayor concentracion ya que la

capacidad inhibitoria de dichos extractos es dependiente de la concentracion

Se recomienda probar los extractos obtenidos sobre diferentes cepas de
microorganismos gram positivos ya que solo se prob6 contra diferentes cepas de un

mismo microorganismo, Staphylococcus aureus.
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Como ultima recomendacion se puede elaborar un extracto a partir de todas las
partes de las plantas juntas para determinar si este extracto posee actividad

antimicrobiana.
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CAPITULO VIII - ANEXOS

Anexo #1. Resultado de prueba fitoquimica Dragendorff para determinar
alcaloides, realizada sobre el extracto a partir de semillas de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracién propia, 2022

Anexo #2. Resultado de prueba fitoquimica Dragendorff para determinar
alcaloides, realizada sobre el extracto a partir de tallo, hojas, ramas, flores de luffa

cylindrica.

Fuente: elaboracién propia, 2022
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Anexo #3. Resultado de prueba fitoquimica Dragendorff para determinar

alcaloides, realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #4. Resultado de prueba fitoquimica Dragendorff para determinar
alcaloides, realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o inmaduro de luffa

cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #5. Resultado de prueba fitoquimica para determinar fenoles y taninos

realizada sobre el extracto a partir de las semillas de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #6. Resultado de prueba fitoquimica para determinar fenoles y taninos
realizada sobre el extracto a partir de hojas, tallos, ramas y flores de luffa
cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #7. Resultado de prueba fitoquimica para determinar fenoles y taninos,

realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracién propia, 2022

Anexo #8. Resultado de prueba fitoquimica para determinar fenoles y taninos,

realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o inmaduro de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #9. Resultado de prueba fitoquimica de Salkowski para determinar

flavonoides, realizada sobre el extracto a partir de semillas de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracién propia, 2022

Anexo #10. Resultado de prueba fitoquimica de Salkowski para determinar
flavonoides, realizada sobre el extracto a partir de hojas, ramas, tallos y flores de

luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #11. Resultado de prueba fitoquimica de Salkowski para determinar

flavonoides, realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #12. Resultado de prueba fitoquimica de Salkowski para determinar
flavonoides, realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o inmaduro de luffa

cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #13. Resultado de prueba fitoquimica Borntrager para determinar
guinonas y antraquinonas, realizada sobre el extracto a partir de semillas de luffa

cylindrica.
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Fuente: elaboracién propia, 2022

Anexo #14. Resultado de prueba fitoquimica Borntrager para determinar
quinonas y antraquinonas, realizada sobre el extracto a partir de hojas, ramas,

tallos y flores de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracién propia, 2022
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Anexo #15. Resultado de prueba fitoquimica Borntrager para determinar

guinonas y antraquinonas, realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de

luffa cylindrica

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #16. Resultado de prueba fitoquimica Borntrager para determinar
quinonas y antraquinonas, realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o
inmaduro de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #17. Resultado de prueba fitoquimica para determinar cumarinas por luz

UV, realizada sobre el extracto a partir de semillas de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #18. Resultado de prueba fitoquimica para determinar cumarinas por luz
UV, realizada sobre el extracto a partir de hojas, ramas, tallos y flores de luffa

cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #19. Resultado de prueba fitoquimica para determinar cumarinas por luz

UV, realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #20. Resultado de prueba fitoquimica para determinar cumarinas por luz
UV, realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o inmaduro de luffa

cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #21. Resultado de prueba fitoquimica Lieberman-Burchard para

determinar triterpenos y esteroides, realizada sobre el extracto a partir de semillas

de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #22. Resultado de prueba fitoquimica Lieberman-Burchard para
determinar triterpenos y esteroides, realizada sobre el extracto a partir de hojas,

tallos, ramas y flores de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #23. Resultado de prueba fitoquimica Lieberman-Burchard para

determinar triterpenos y esteroides, realizada sobre el extracto a partir de fruto

seco de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracién propia, 2022

Anexo #24. Resultado de prueba fitoquimica Lieberman-Burchard para
determinar triterpenos y esteroides, realizada sobre el extracto a partir de fruto
verde o inmaduro de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022

152



Anexo #25. Resultado de prueba fitoquimica Molish para determinar azucares

reductores, realizada sobre el extracto a partir de semillas de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #26. Resultado de prueba fitoquimica Molish para determinar azucares
reductores, realizada sobre el extracto a partir de hojas, tallos, ramas y flores de

luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #27. Resultado de prueba fitoquimica Molish para determinar azucares

reductores, realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #28. Resultado de prueba fitoquimica Molish para determinar azucares
reductores, realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o inmaduro de luffa
cylindrica.

Fuente: elaboracién propia, 2022
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Anexo #29. Resultado de prueba fitoquimica para determinar saponinas, realizada

sobre el extracto a partir de semillas de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracién propia, 2022

Anexo #30. Resultado de prueba fitoquimica para determinar saponinas, realizada
sobre el extracto a partir de hojas, tallos, ramas y flores de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #31. Resultado de prueba fitoquimica para determinar saponinas, realizada

sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracién propia, 2022

Anexo #32. Resultado de prueba fitoquimica para determinar saponinas, realizada
sobre el extracto a partir de fruto verde de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #33. Resultado de prueba fitoquimica para determinar antocianinas,

realizada sobre el extracto a partir de semillas de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #34. Resultado de prueba fitoquimica para determinar antocianinas,
realizada sobre el extracto a partir de hojas, tallos, ramas y flores de luffa
cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #35. Resultado de prueba fitoquimica para determinar antocianinas,

realizada sobre el extracto a partir de fruto seco de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracién propia, 2022

Anexo #36. Resultado de prueba fitoquimica para determinar antocianinas,
realizada sobre el extracto a partir de fruto verde o inmaduro de luffa cylindrica.

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #37. Determinacion del halo de inhibicién del extracto concentrado de

semillas contra la cepa Staphylococcus aureus #1

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #38. Determinacion del halo de inhibicién del extracto concentrado de

tallos, hojas, ramas y flores contra la cepa Staphylococcus aureus #1

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #39. Determinacion del halo de inhibicién del extracto concentrado de fruto

seco concentrado contra la cepa Staphylococcus aureus #1

Fuente: elaboracién propia, 2022

Anexo #40. Determinacion del halo de inhibicién del extracto concentrado de fruto

verde o inmaduro contra la cepa Staphylococcus aureus #1

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #41. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de semillas

contra la cepa Staphylococcus aureus #2

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #42. Determinacion del halo de inhibicion del extracto diluido de tallos,
hojas, ramas y flores contra la cepa Staphylococcus aureus #2

Fuente: elaboracion propia, 2022

161



Anexo #43. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto seco

contra la cepa Staphylococcus aureus #2

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #44. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto

verde o inmaduro contra la cepa Staphylococcus aureus #2

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #45. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de semillas

contra la cepa Staphylococcus aureus #3

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #46. Determinacion del halo de inhibicion del extracto diluido de tallos,
hojas, ramas y flores contra la cepa Staphylococcus aureus #3

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #47. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto seco

contra la cepa Staphylococcus aureus #3

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #48. Determinacion del halo de inhibicion del extracto diluido de fruto
verde o inmaduro contra la cepa Staphylococcus aureus #3

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #49. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de semillas

contra la cepa Pseudomona aeruginosa

Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #50. Determinacién del halo de inhibicion del extracto diluido de tallos,

hojas, ramas y flores contra la cepa Pseudomona aeruginosa
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Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #51. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto seco

contra la cepa Pseudomona aeruginosa
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Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #52. Determinacion del halo de inhibicidon del extracto diluido de fruto

verde o inmaduro contra la cepa Pseudomona aeruginosa
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Fuente: elaboracién propia, 2022
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Anexo #53. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de semillas

contra la cepa salmonella
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Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #54. Determinacion del halo de inhibicion del extracto diluido de tallos,

hojas, ramas y flores contra la cepa salmonella
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Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #55. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto seco

contra la cepa salmonella
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Fuente: elaboracion propia, 2022

Anexo #53. Determinacion del halo de inhibicién del extracto diluido de fruto

verde o inmaduro contra la cepa salmonella

Fuente: elaboracion propia, 2022
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Anexo #54. Carta de Trabajo en el laboratorio de microbiologia, Microlabs,

Guadalupe, San José Costa Rica

CmcoLA3d

12/12/22
A QUIEM INTERESE

Por este medio les saludo v a la vez les comunico que el estudiante de ULA Daniel
Rodriguez Sanchez Cedula 50351 0300 estuvo realizando pruebas en nuestro laboratorio
para efecto de medir la inhibicion de sustancias contra diferentes cepas bacterianas que
se mantienen en stock en nuestra bacterioteca. Algunas son ATCC otras son de
aislamientos en muestras clinicas o industriales gue se identifican adecuadamente y se
guardan para pruebas futuras.

Las cepas utilizadas por el estudiante fueron facilitadas por nuestro laboratorio,
previamente purificadas y colocadas en medios de cultivo liquidos para alcanzar la fase
logaritmica.

Las cepas utilizadas en el ensayo, fueron:

Stophylococcus oureus

Solmanello sp
Pseudomanas sp

Atentamente,
.

Dr an Ajun Chaverri

MQcC 802
Cedula 5231299
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