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RESUMEN

El desarrollo del presente trabajo tiene como objetivo evaluar la actividad in vitro
de los extractos acuosos y metanoélicos de Lippia alba (Juanilama) frente a la bacteria
Staphylococcus aureus y de esta forma establecer una alternativa natural para el
tratamiento de padecimientos dermatolégicos derivados por alteraciones de dicho

pat6geno en las personas.

Para llevar a cabo ésta investigacion, se requirié el uso de los Laboratorios de
Quimica de la Universidad Internacional de las Américas en la obtencion de extractos
acuosos y metanolicos y el tamizaje fitoquimico. En cuanto a los procedimientos
microbioldgicos, éstos se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de

Microbiologia Analitica ubicado en Desamparados.

En la obtencidn del extracto metanodlico, las hojas de la planta se dejaron reposar
durante ocho dias en una mezcla de metanol y agua y posteriormente se procedio a la
evaporacion del metanol, utilizando el rota vapor. El extracto acuoso se obtuvo mediante

una infusion en agua caliente y se dejo reposar durante una hora.

En cuanto a la caracterizacion fitoquimica de las hojas de Lippia alba, se observo
la presencia de Taninos, Flavonoides, Cumarinas, Triterpenos y esteroles, Terpenos y

azUcares reductores.

Se comprobd que el extracto que muestra actividad antibacteriana es el
metanolico, con un halo de inhibicion de 11mm para la concentracion de 100%, 8mm
para la concentracion de 80% y 6 mm para la concentracion de 60%. Por el contrario, el

extracto acuoso no muestra actividad.
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CAPITULO I: INTRODUCCION
Planteamiento del problema

Dentro de los patdgenos mas importantes en el ser humano se encuentra el coco
Gram-positivo Staphylococcus aureus. Cerca de un 20% de la poblacién es portadora
permanente de dicho patdégeno en las fosas nasales y un 30% lo es de manera
intermitente. Puede ademas colonizar otras partes del cuerpo como la piel y el tracto
gastrointestinal e incluso, con el rompimiento de las barreras de proteccion mecénicas,

podria alcanzar tejidos mas profundos. (Pahissa, 2009).

Desde 1880 Alexander Ogston, un médico cirujano escocés, demostré que
algunos cocos eran responsables de la produccién de abscesos pidgenos. Describe
entonces al Staphylococcus aureus como la especie mas virulenta, y con los afios ha
mantenido una importante morbimortalidad a pesar de la gran cantidad de antibioticos

supuestamente activos frente a dicho microorganismo. (Pahissa, 2009)

La accion de los agentes antimicrobianos segun Pierre y Ryser, (2006), depende
del tipo de microorganismo afectado y se relaciona principalmente con la estructura de
la pared celular y el arreglo de la membrana externa. Las bacterias Gram-negativas
poseen una resistencia intrinseca a una amplia variedad de antimicrobianos, la cual crea
una barrera contra agentes toxicos y de esta forma, ciertos constituyentes de esos

antimicrobianos son incapaces de penetrar al microorganismo.
En ese mismo sentido, Medina (2000) describe:

La resistencia bacteriana a los antibidticos es una respuesta predecible y
quizas inevitable del uso de antimicrobianos. La velocidad con la que
surge y se extiende en poblaciones microbianas estd con frecuencia
determinada por la cantidad de antibidticos concretos usados en un
ambiente dado. Existe por ello la posibilidad de retrasar su aparicion y

limitar su extension con un juicioso uso de los antibi6ticos, tanto en



17

humanos como en animales, o incluso, buscando métodos alternativos o

naturales. (p.59)

Las plantas fueron los primeros medicamentos que se utilizaron; la Universidad
Tecnologica de Pereira [UTP], (2009) sefiala que “desde tiempos prehistoricos el
hombre ha utilizado plantas con fines medicinales (curativos y preventivos), alimenticios
y cosméticos. Actualmente, especies de plantas promisorias de uso etnofarmacoldgico,
son fuentes de informacion para el descubrimiento de posibles sustancias con importante
actividad bioldgica” (p.263).

Ademas del valor tradicional y terapéutico de las plantas, algunos autores han
reconocido el gran potencial antimicrobiano de las especies, demostrando su eficacia en
la inhibicién del crecimiento de una gran variedad de organismos, como: bacterias,

hongos, virus, protozoarios e insectos (Yuste y Fung, 2004).

En Costa Rica, por tener una biodiversidad tan amplia el uso de plantas naturales
para tratar enfermedades es muy comun. Segin la Organizacion Mundial de la Salud
[OMS], (2004) “la atencion primaria de salud de hasta un 80% de la poblacion de los
paises en desarrollo, se basa en la medicina tradicional, por tradicion cultural o porque
no existen otras opciones” (parr.2); de esta forma se cuenta con un conocimiento

fundamentado pero predominantemente empirico.

Dentro del conocimiento fundamentado, Rodriguez (2007) menciona a Lippia
alba (Juanilama) y explica que se trata de una planta nativa de América (se encuentra
desde México hasta Argentina y en el Caribe), se puede cultivar en los jardines aunque
también crece en las riberas de los rios, en terrenos agricolas y cerca de algunas
carreteras. En Costa Rica el uso mas comun es en fricciones para dolores de reumatismo
y en resfrios. En Guatemala la decoccién de hojas y flores sirve contra afecciones de la

piel.

Diversos articulos cientificos demuestran la capacidad terapéutica de las plantas
y en este caso, especificamente su poder contra las bacterias. Dado lo anterior se plantea
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esta investigacion, para comprobar las propiedades antibacterianas “in vitro” de los
extractos acuosos y metanolicos de Lippia alba (Juanilama), frente a la bacteria
Staphylococcus aureus y contestar la pregunta de investigacion, a saber:

¢Poseen los extractos acuosos y metanolicos de las hojas de Lippia alba, accion

antimicrobiana in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus?
Hipotesis

Los extractos acuosos y metandlicos de las hojas de Lippia alba poseen accion

antimicrobiana in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus.

Objetivo General

Evaluar la capacidad antibacteriana in vitro de los extractos acuosos y

metanolicos de las hojas de Lippia alba frente a cepas de Staphylococcus aureus.
Obijetivos especificos
Obtener los extractos acuosos y metanolicos de las hojas de la planta Lippia alba.

Caracterizar los principales componentes del extracto de las hojas secas de

Lippia alba mediante métodos quimicos y quimico- instrumentales.

Comparar la actividad antibacteriana de los extractos frente a cepas de
Staphylococcus aureus, por medio de la medicion de halos de inhibicion.
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Justificacion

La investigacion pretende brindar una posible alternativa natural para
contrarrestar el crecimiento bacteriano de Staphylococcus aureus; dicha alternativa seria
una respuesta natural ante la creciente resistencia que ha venido presentado diversos
microorganismos patdgenos y que normalmente, se intenta contrarrestarlos con

medicamentos convencionales como los antibidticos.

Se vuelven necesarios otros métodos para combatir las enfermedades provocadas
por los organismos patoldgicos. Se estima que gran parte de la poblacion de los paises
en vias de desarrollo se basa en la medicina tradicional, sin embargo, a su vez, se vuelve

necesaria una regulacion para su uso y comprobacion de beneficios (OMS, 2004).

Reyes y Renderos, (2002) destacan que los investigadores siempre estan en
constante estudio de nuevas drogas vegetales y en afios recientes, con el estimulo por
nuevos conocimientos botanicos y quimicos han vuelto a interesarse en forma creciente
en la investigacion de drogas vegetales que no han tenido desarrollo en su uso, por lo
que la tecnologia moderna y los avances, se han encaminado a la extraccion de

sustancias de origen vegetal para utilizarlas posteriormente como materias prima.

Una vez obtenidas dichas materias primas, se debe evaluar si éstas son aptas. La
Universidad Tecnoldgica de Pereira (UTP) (2009), menciona que “diferentes métodos de
laboratorio pueden ser usados para determinar in vitro la susceptibilidad de bacterias
ante agentes anti microbianos, pero estos no son igualmente sensibles 0 no se basan en
los mismos principios” (p.263). Lo anterior permite que los resultados sean
influenciados por el método seleccionado, los microorganismos usados y el grado de

solubilidad de cada compuesto evaluado.

El tratamiento de diferentes patologias utilizando plantas naturales es bastante
comun; Cafigueral y Vanaclocha (2006) plantean: “La Fitoterapia o terapéutica con

plantas”, se define como la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen
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vegetal con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para atenuar o para curar un

estado patologico” (p.15).

En el marco de las consideraciones anteriores, se conoce que la base de los
medicamentos fitoterapéuticos son las drogas vegetales y los diversos tipos de productos
que podrian obtenerse de éstas. Se evidencia entonces la necesidad de marcar una
diferenciacion entre droga vegetal y planta medicinal.

La organizacién Mundial de la Salud (OMS) definio la planta medicinal
en 1978 como cualquier planta que en uno 0 mas de sus 6rganos contiene
sustancias que pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o que son

precursores para la semisintesis quimico-farmacéutica.

Por lo que se refiere al término droga vegetal, la OMS lo definié
de forma escueta como la parte de la planta medicinal utilizada en
terapéutica. La Real Farmacopea Espafiola (RAE, 2002), por su parte, da
una definicion méas precisa, se consideran drogas vegetales: las plantas,
partes de plantas, algas, hongos o liquenes, enteros, fragmentados o
cortados, sin procesar, generalmente desecados (Vanaclocha vy
Candiigueral, 2006, pp.15-16).

La planta Lippia alba (Juanilama) del reino Verbenaceae posee muchas
propiedades curativas, Caceres (1996) lo sefiala de la siguiente manera: “Es una planta
nativa cultivada en jardines de toda Centroamérica. El material usado medicinalmente se
obtiene por recoleccion en los campos de crecimiento silvestre o por alguna siembra

doméstica en huertos familiares” (pp.337-338).

Ciccio y Ocampo, (2006) declaran que en general el uso tradicional de la planta
es principalmente como infusion de las hojas o las flores, se utiliza principalmente en
trastornos de tipo digestivo, pero que ademas posee actividades antisepticas,

antibacterianas, astringentes y emenagogas.
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Tomando en cuenta que la planta es de facil acceso, ya que se puede encontrar
hasta en los jardines de las casas y ademads, conociendo las mdltiples propiedades
descritas, se decide comprobar la actividad antibacteriana de la planta Lippia alba. Se
decidié emplear un método de analisis microbiologico de facil aplicacion y a la vez
confiable por lo que se utilizo la Técnica por difusion en pozo y la medicién de halos de

inhibicidn que es de uso comun en este tipo de anélisis.

A su vez, durante la busqueda de informacion no se encontrd evidencia en Costa
Rica del analisis microbioldgico del S.aureus frente extractos crudos utilizando como
solvente agua y metanol. La técnica de obtencion de los extractos de maceracion por
infusidn es muy utilizada en los hogares y se quiso comprobar si ésta técnica en realidad

es apta para realizar este tipo de extractos.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2018), plantea que los niveles de
resistencia a los antibi6ticos son elevados, tanto en paises con ingresos altos, asi como
los de ingresos bajos; la situacion es catalogada como un problema grave a nivel
mundial, ya que los patdgenos no respetan fronteras nacionales. Posicionan ademas al

Staphylococcus aureus como una de las bacterias que a menudo presentan resistencia.

Por las razones mencionadas, nace la inquietud de proponer y estudiar
alternativas naturales para combatir infecciones bacterianas, debido a que se tiene menos
respuesta terapéutica de los antibioticos existentes. Asi lo pone en evidencia la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2017) cuando da a conocer una lista de
bacterias resistentes. Dentro de la lista mencionan el Staphylococcus aureus, organismo
que serd objeto de estudio en la presente investigacion y que dicho sea de paso, es
reconocido por su alta patogenicidad y marcada resistencia frente antibiéticos que van

desde la Penicilina hasta las Fluoroquinolonas y Vancomicina



22

Antecedentes

Lee y Devore (1968) citados por Ocampo (1994) plantean: “El ser humano ha
estado sobre la tierra aproximadamente dos millones de afios. Durante 99% de este lapso
ha vivido como recolector-cazador, hace diez mil afios comenzo6 a domesticar plantas y

animales y lleva algo menos de doscientos afios en una sociedad industrial” (p.6).

La recoleccion vy seleccion de materiales botanicos que se emplean para usos
medicinales, se iniciaron con la aparicion de la agricultura; en los pueblos indigenas,
ésta actividad se mantiene a través del tiempo y aln se desarrolla de manera importante
(Ocampo, 1994).

Lezaeta (1997) menciona que “la medicina natural nacié con el hombre y que fue
practicada por los sacerdotes egipcios y caldeos” (p.18). Gracias a este conocimiento
transmitido de generacidon en generacion, se ha logrado recopilar y documentar gran
cantidad de informacidn, que con el paso del tiempo y el desarrollo de tecnologias se ha

podido ir verificando.

Pochettino y Lema, (2008) describen el conocimiento botanico tradicional (CBT)
como un “cuerpo acumulativo de conocimientos, practicas y creencias acerca de las
relaciones entre los seres humanos y los componentes vegetales de su entorno. Este
cuerpo de conocimientos se modifica a partir de procesos de seleccion y es transmitido

culturalmente de generacion en generacion”. (parr.1)

Para el desarrollo y fundamentacion del siguiente apartado, se procedio a realizar
busquedas en las diferentes bases de datos que estaban a disposicion, dentro de las
cuales podemos mencionar: EBSCO, GOOGLESCHOLAR, MEDLINE, OPAC,
PUBCHEM, PUBMED, SCIELO. Algunos de los principales hallazgos realizados, son

los articulos que mencionamos a continuacion:

En Brasil, Sena et al. (2006), realizaron un estudio para evaluar la actividad
antimicrobiana de extractos acuosos, metandlicos y de etil acetato de las raices de
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L.alba, a través de ensayos de difusion por pozos y el perfil fitoquimico. Los extractos
se probaron sobre siete microorganismos en total, dentro de los cuales estaban: E.coli, K.
pneumonia, E.faecalis, Salmonella sp., P.aeruginosa y 2 cepas de S.aureus. Se utilizaron
las raices secas para preparar los extractos y luego se evaporaron los solventes a 50°C.
En cuanto a los ensayos microbioldgicos, las cepas fueron inoculadas en Miuller-Hinton
(MH) a una concentracion de 0.5 McFarland e incubadas a 37°C durante 24 h. Los
resultados obtenidos muestran que los extractos de etil acetato y metanol presentan

actividad antibacteriana contra S.aureus.

Vera, Pastrana, Fernandez y Vifia (2007), evaluaron en Colombia, la actividad
antimicrobiana in vitro de volatiles y no volatiles de Lippia alba y extractos organicos y
acuoso de Justicia pectoralis cultivadas en diferentes pisos térmicos del departamento de
Tolima. El hidrodestilado y extracto metandlico sin hidrodestilar de interés para la
investigacion es el de L.alba; el material vegetal se utiliz6 seco y se obtuvieron dos
macerados metandlicos: uno a partir del material vegetal seco y otro a partir del residuo
del hidrodestilado. Los aceites esenciales fueron obtenidos por hidrodestilacion durante
dos horas. En cuanto a la actividad antimicrobiana se emplearon S. aureus, E. coli y
C.albicans. Se utiliz6 el método de difusién en agar sobre Muller-Hinton, colocando
controles positivos y negativos. Las placas fueron incubadas a 37 °C por 24h y luego se
midieron los halos de inhibicion en cm. En este caso, los autores exponen que ademas

del aceite esencial, los extractos metandélicos, muestran actividad inhibitoria.

En Argentina, Nufiez et al. (2012), realizaron un estudio de Polifenoles y la
actividad antimicrobiana en los extractos de Lippia alba; las hojas y las flores fueron
recolectadas durante el verano, fueron lavadas y secadas durante cinco a siete dias y
procesadas para un tamafio de particula menor a 350um. Las muestras fueron extraidas
con agua caliente (infusion), con agua hirviendo (decoccion) y con etanol de 70° para
una relacion planta solvente 1:1. La actividad antimicrobiana fue probada contra
S.aureus, E.faecalis, E.coli, y P.aeruginosa, mediante el método de difusion de disco. La
suspension de 1.5x108 UFC/mL fue estandarizada ajustandola a la densidad optica de
0.08-0.1 a 625nm.
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Las placas Petri se llenaron con agar Miller-Hinton y se prepararon discos de
émm de diametro con 30ug/mL de compuestos fendlicos con los extractos crudos.
Ampicilina 10ug y Gentamicina 120ug, se utilizaron como controles positivos. Como
controles negativos se utilizaron discos con 20ul de etanol a70° o agua estéril destilada.
Dentro de los resultados se logra observar que en términos del contenido de fenoles,
flavonoides y actividad antioxidante, el extracto etandlico es superior al acuoso. Los
extractos acuosos obtenidos por infusion presentan menor contenido de fenoles, alto
contenido de flavonoides y mejor actividad de radicales libres en comparacion con los
extractos obtenidos por decoccion. En este caso, Unicamente el extracto etandlico

presenta actividad antimicrobiana, la cual es mayor frente a bacterias Gram- positivas.

Sette et al. (2014), en Brazil, estudiaron la actividad antibacterial y realizaron el
tamizaje fitoquimico de extractos de Lippia alba (Mill); los microorganismos utilizados
fueron: S. mutans, S. mitis, S.aureus y Lactobacillus casei: lo anterior como una
alternativa natural para el tratamiento y prevencion de enfermedades. En cuanto a la
preparacion de los extractos utilizaron como solvente el agua, realizando una decoccion
e infusion de la planta. En la realizacion de la decoccion utilizaron hojas secas que
fueron mezcladas con agua y hervidos durante cinco minutos. Para la infusion, se hirvio
el agua y luego se colocé encima de las hojas secas pulverizadas, después de la mezcla

se dejo en reposo durante cinco minutos.

Siguiendo la descripcion anterior, la evaluacion antimicrobiana se llevd a cabo
simulando el ambiente bucal. EI medio de cultivo utilizado fue el agar Brain, Hearth
Infussion (BHI), enriquecido con sacarosa al 5%. La actividad antimicrobiana se midio
en 10pL de cultivo + 90 pL del extracto+ 900 pL de BHI. Para el control positivo se
utilizd Clorhexidina y las muestras fueron incubadas durante 20h a 37°C. Con el
tamizaje fitoquimico, se lograron observar compuestos fenoélicos incluidos flavonoides y
taninos. Concluyen que el extracto acuoso por infusién es mejor que el obtenido por
decoccion ya que la infusion presentd un efecto inhibitorio mayor; los autores explican
que la presencia del acido elagico en la infusion podria justificar este comportamiento y

que ademas no estaba presente en la decoccion, por lo que la temperatura es un factor a



25

considerar. Ambos extractos presentaron una mayor actividad antimicrobiana que la

Clorhexidina.

Para el desarrollo de esta seccion, se realizd una busqueda de evidencia, cuyos
alcances se lograron gracias a la revision en las bases de datos de las siguientes
universidades estatales y privadas: Universidad de Costa Rica (SIBDI), Universidad de
Iberoamérica UNIBE y en la Universidad Internacional de las Américas UIA.

Costa Rica es un pais pequefio en territorio; sin embargo, al ser una region
puente, se da el transito de gran cantidad de enfermedades, algunas tienen una mayor
prevalencia e incidencia que otras. Gran parte de las enfermedades tienen origen
infeccioso, lo que preocupa a las autoridades ya que algunos microorganismos
patoldgicos presentan una creciente resistencia. Esta resistencia ha despertado el interés
en el costarricense y a continuacion se detallaran algunas investigaciones que hacen

alusion a este tema.

Ciccio y Ocampo (2006), realizaron un estudio acerca de la variacion anual de la
composicion quimica del aceite esencial de las hojas de Lippia alba que crece en la
region tropical humeda de Costa Rica, utilizando cromatografia de gases capilar y
espectroscopia de masas. Se utiliz6 material proveniente de cinco cosechas efectuadas
en el transcurso de un afio, a partir de una plantacion en la zona atlantica de Costa Rica.
Los aceites esenciales fueron extraidos de las hojas secas por medio de hidrodestilacion,
durante tres horas, con un equipo Clevenger modificado. Se obtuvo como resultado que
los dos componentes mayoritarios del aceite son carvona y limoneno. Ademas, se
evidencia que la composicion quimica de la planta en la zona Atléantica de Costa Rica es
estable durante el afio, es decir, que su cosecha se podria efectuar en distintos meses sin

que haya variacion en la composicion del aceite.

Medina, Araya, Tamayo y Romero (2011), investigaron metodologias de
extraccion para limoneno y carvona en Lippia alba usando cromatografia de gases. Para
la identificacion de compuestos, se utiliz6 un cromatografo de gases acoplado a un

detector de espectrometria de masas; mientras que en el analisis cuantitativo, se usé un
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cromatografo de gases con un detector de ionizacion de llama. Las hojas de Lippia alba
se recolectaron durante un afio en Pefias Blancas; los componentes para su identificacion
se extrajeron por hidrodestilacion a partir de hojas secas con agua, a una temperatura de
85-90°C, durante 4h y la muestra fue leida en el cromatdgrafo. Los compuestos
mayoritariamente observados en el aceite esencial fueron: carvona y limoneno de
acuerdo con la cuantificacion, el limoneno no se encuentra en los meses de octubre,
diciembre y febrero; las concentraciones de carvona mas altas se obtuvieron en abril y
julio, las més bajas en febrero y octubre. Dada las consideraciones anteriores, se puede
evidenciar que la composicién de metabolitos en la planta Lippia alba, no es constante
durante todo el afio, presentdndose o no ciertos componentes, en dependencia de las

condiciones ambientales.

Un hecho de relevancia historica acerca de las plantas medicinales en Costa Rica,
es que la Universidad de Costa Rica mediante su Vicerrectoria de Investigacion, crea el
Centro de Investigacion en Productos Naturales (CIPRONA) en el afio 1979; dicho
centro investigativo e interdisciplinario trabaja en colaboracion con otros centros de
investigacion e Instituciones Pablicas, para la creacidon de informacion cientifica sobre

las plantas con usos medicinales, sus metabolitos y otros. (Hernandez, 2018).
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

A continuacion, se desarrollan te6ricamente los conceptos que permiten
fundamentar las variables de esta investigacion, asi como analizar posteriormente los

resultados obtenidos.
Generalidades de la piel
Anatomia

Segun Hammer y McPhee, (2014) la piel es el érgano mas extenso que tenemos
y también el mas accesible. Brinda una funcién bésica y simple de proteccion; como una
barrera, la piel frena la desecacion y las enfermedades, manteniendo la humedad y los
patdgenos fuera. Sin embargo, subestimarla y verla como una simple envoltura pléastica
es un error para ésta vital estructura. Ademas, tiene la peculiaridad de que todas las
enfermedades que la atacan pueden ser observadas a simple vista. El sistema
integumentario (piel) consiste en una capa de tejido, de 1 a 4 mm de espesor, esta capa
cubre todas las partes del cuerpo que estan expuestas. La piel es distinta de las mucosas
y contiene estructuras que exudan el sudor (unidades ecrinas) y estructuras que producen
pelos y aceites (unidades foliculosebaceas). Estas caracteristicas hacen que la piel
presente variaciones en el grosor, por ejemplo, la piel més delgada es la que cubre los
parpados y la méas gruesa se encuentra en el tronco. La piel estd formada por capas: la
epidermis, que es un epitelio escamoso estratificado; y una capa de tejido conectivo, la
dermis. Esta posee gran cantidad de vasos sanguineos que brindan células de proteccion
contra microorganismos. La tercera capa la conformaria un tejido adiposo que se conoce

como subcutis o hipodermis.
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Figura 1. Partes de las diferentes capas de la piel
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Nota: Tomado de Gutiérrez, Guillamas, Hernando, Méndez, Sanchez y Tordesillas,
2017, (p.26).

Funciones de la piel

Fitzpatrick, (2008) explica que la piel es un drgano extenso y de suma
importancia, protege al huésped de su ambiente y, al mismo tiempo, permite la
interaccion del organismo con el ambiente circundante; realiza diversas funciones en el

organismo, dentro de las cuales estan:

e Barrera fisica de permeabilidad: Al estar frente a un gran nimero de
estimulos ambientales, deseables o no, permite el paso selectivo de las
sustancias que entren en contacto. Por ejemplo permite la salida de grasa,

la cual previene resequedad de la piel.
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Proteccidn: Evita que microorganismos patdgenos, invadan tejidos mas
profundos, proteccion contra la luz UV, cambios bruscos de la
temperatura, lesiones quimicas y humedad ambiental externa.
Sensaciones: La piel tiene receptores sensitivos repartidos en toda su
superficie que le permiten reconocer el medio ambiente y la defensa ante
peligros. Los estimulos adecuados provocan sensaciones de tacto,
presion, temperatura y dolor y reconoce la intensidad y procedencia del
estimulo.

Funcion metabolica o de reserva: Puede servir como reserva de agua o
de grasa y en la parte metabolica es responsable del 90% de la produccién
de vitamina D gracias al esteroide 7-dihidrocolesterol, que absorbe
radiaciones solares y se convierte en provitamina D. (pp. 57-72).
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Tabla 1. Funciones de la piel, partes donde se realiza y enfermedades asociadas

Funcion Capa de tejido Algunas enfermedades asociadas
Dermatitis atopica
Displasias ectodérmicas

Barrera d= Epidzrmisz Ictiosis

permeabilidad Creeratodermias

Diermatitis exfoliativa
Enfermedades ampollares
Verrzga vulzar

o .. Ectima
Proteccion . . ..
Epidermiz Calulitiz
contra ) i ..
. Drarmis Laishmaniasis
patogenos N , . e -
Virss de la inmuenodeficiencia humana
Tifia del pie o del coerpo
Epidermiz Dhzplasias ectodérmicas
Termorregulacidon Dermis Fasynand
Hipodermiz  Hipertermia
Epidermiz Nevropatia diabstica
.. Drarmis Lepra
Senzacion o .
Hipodermis  Prurito
MNevralria posherpética
Proteccion . . \ .
Epidermiz Herodermia piementosa

cofitra radiacion

vltraviolsta .. )
Albinizmo cculocutinso

Reparacion'rege Epidermiz Qrealoide

neracion de las Dizrmis Uleera venosa por estasis
heridas Pipdermia gangrenosa
Epidermiz Melazma
Aszpecto fisico Dizrmis Vitilieo

Hipodermiz  Esclerodermia
Lipodistrofia

Nota: Tomado de Fitzpatrick, 2008 (p.58).

Lesiones en la piel

Siemens (1891-1969), citado por Fitzpatrick, (2008) “Quien estudia las
enfermedades de la piel y no estudie primero la lesion nunca aprendera dermatologia”.
Dicha afirmacion defiende la idea de que la lesion primaria de la piel, o su evolucion es

el elemento esencial en el que se basa un buen diagnostico de la enfermedad cutanea.
(p.25).

Hammer y McPhee, (2014) describen que existen dos tipos de enfermedades de

la piel: crecimientos y erupciones.
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e Crecimientos: Puede ser un quiste, una malformacion o una neoplasia
benigna o maligna, algo que se puede observar como un bulto en la piel.
e Erupciones: Son enfermedades cutaneas no neoplasicas, mas

especificamente, una afeccion inflamatoria de la piel (dermatitis).

Las lesiones inflamatorias de la piel se han denominado lesiones primarias,
dentro de las cuales, las mas importantes son maculas y parches, papulas y placas,

vesiculas y ampollas, pustulas y nddulos.

e Maéculas y parches: Areas de decoloracion sin ningin cambio
perceptible en la textura. Las maculas tienen un diametro de 1cm o
menos, mientras que los parches superan el tamafio de 1 cm.

e Papulas y placas: Lesiones cutaneas palpables elevadas en las que la
amplitud de la lesidn excede su espesor. Una papula es pequefia de 1cm o
menos de diametro, mientras que una placa excede 1cm de tamafio.

e Vesiculas y ampollas: Espacios llenos de fluido dentro de la piel. La
vesicula mide menos de 1cm; las ampollas exceden ese tamafio.

e Pdastula: Es una vesicula que tiene en su interior liquido con pus.

e Nodulo: Lesion sélida, de bordes redondeados, donde el grosor y el

diametro son similares.
Microbiota bacteriana de la piel

Garcia, Fernandez y Paredes, (1997) menciona que la relacién que tiene el
hombre con los microorganismos genera interacciones que pueden resultar beneficiosas
0 nocivas. “Segun la naturaleza de esta interaccion, los microorganismos se clasifican
en: comensales, cuando colonizan las superficies corporales sin causar dafio y
patdgenos, cuando dafian al huésped por invasién directa y lesion o por la produccion de
sustancias toxicas” (p.9). Desde que el neonato pasa a traves del canal uterino, la
colonizacion microbiana comienza, pues en este punto se expone a la flora vaginal de

madre. Luego del nacimiento, el bebé entra en contacto con los microorganismos del
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ambiente y de otros individuos, hasta que, muy rapidamente va desarrollando su propia
flora microbiana, conocida como, flora normal o comensal. Es evidente entonces que
una multiplicidad de microorganismos habita en la piel de las personas, “la flora
predominante incluye Staphylococcus epidermidis, especies de Micrococcus Yy
difteroides. Otras bacterias como Staphylococcus aureus, estreptococos alfa y

gammahemoliticos y levaduras, colonizan transitoriamente la piel” (p.9).
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Figura 2: Microbiota normal del cuerpo humano
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Generalidades de las bacterias

Tortora, Funke y Case, (2007), explican ampliamente, que las bacterias poseen
diferentes tamarfios y formas. La mayoria miden entre 0.2 y 2 um de diametro y entre 2 'y
8 um de largo. Se clasifican en: cocos esféricos, bacilos bastoniformes, y bacterias

espirales. A continuacion se explica cada grupo.
Cocos

Su nombre hace referencia a las bayas, en general, son redondos, pero pueden ser
ovalados, elongados o con uno de sus lados aplanado. Cuando se dividen para
reproducirse, las células permanecen unidas entre si y dependiendo de su distribucion

después de dividirse éstos reciben diferentes nombres:

Diplococos: Después de la division los cocos permanecen unidos en pares.

Figura 3: Cocos dispuestos en pares

Nota: Tomado de Tortora, Funke y Case, 2007, p. 79.
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Estreptococos: Son los cocos que después de la division permanecen unidos en
forma de cadena.

Figura 4. Cocos dispuestos en forma de cadena

2nm

Nota: Tomado de Tortora, Funke y Case, 2007, p. 79.

Tétradas: Son cocos que se dividen en 2 planos y permanecen unidos en grupos

de cuatro.
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Figura 5. Cocos dispuestos en grupos de cuatro

Nota: Tomado de Tortora, Funke y Case, 2007, p. 79.

Sarcinas: Este tipo de cocos, se dividen en tres planos y permanecen unidos en

grupos de configuracion cubica.

Figura 6. Cocos dispuestos en grupos de configuracion cubica

Nota: Tomado de Tortora, Funke y Case, 2007, p. 79.

Estafilococos: Se dividen en multiples planos y forman grupo similares a

racimos de uvas.
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Figura 7. Cocos dispuestos en grupos de racimos de uva

Estatilococos

Nota: Tomado de Tortora, Funke y Case, 2007, p. 79.

Estafilococos

Pahissa (2009) menciona que el género Staphylococcus tradicionalmente se ha
incluido en la familia Microcaceae, sin embargo, estudios recientes han demostrado que
los Staphylococcus y Micrococcus estan muy poco relacionados por lo que
tentativamente lo ubicaron dentro de la familia Staphylococceae y el orden Bacillales

con los que comparte una mayor similitud.

El género Staphylococcus incluye cuarenta y dos especies diferentes. Algunas de
ellas son parte de la flora microbiana normal de piel y mucosas en humanos y otras se
encuentran solo en mamiferos y aves. “Las especies que tienen mayor importancia
clinica en el hombre son: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus y

Staphylococcus aureus ”. (p.15).
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Caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas

En efecto, Pahissa (2009) describe a los estafilococos como “bacterias inmdéviles
que no forman esporas, generalmente no poseen capsula y en raras excepciones son
anaerobias facultativas” (p.16). Por lo general no requieren medios enriquecidos para
crecer, donde pueden desarrollarse después de 18-24 horas de incubacion formando
colonias de 1 a 3 mm de didmetro.

Casi todas las especies producen catalasa “una enzima que permite desdoblar el
peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre. Esta caracteristica se utiliza para
diferenciar el género Staphylococcus (catalasa positivo) de los género Streptococcus y
Enterococcus, los cuales son catalasa negativos” (p.17). Sin embargo, la principal
caracteristica que la diferencia de los otros tipos de Staphylococcus es ser coagulasa

positivos. La misma le permite coagular el plasma. (Pahissa, 2009).

Staphylococcus aureus

Pahissa 2009 la define como una bacteria muy resistente al calor y a la
desecacion gque puede crecer en medios con elevada salinidad. Como la mayoria de las
bacterias Gram-positivas, los componentes fundamentales de la pared celular son el
peptidoglicano, que tiene caracter de endotoxina por lo que participa en la patogenia de

la infeccion y los acidos teicoicos, que median la union de la bacteria a las mucosas.
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Figura 8. Estructura de la pared celular en bacterias Gram-positivas

Acidos teicoicos

Proteinas

Nota: Tomado de Cavalieri, 2005, p.4.

S.aureus puede ser una bacteria tanto comensal como extremadamente patogena,

en los seres humanos causa basicamente tres sindromes:

e Lesiones superficiales como abscesos en la piel y heridas infectadas.

e Invasiones profundas e infecciones sisttmicas como osteomielitis,
endocarditis, neumonia, bacteremias.

e Sindrome toxico tales como el sindrome de shock toxico (TSS), por sus
siglas en inglés, fiebre estafilococica escarlata, sindrome de la piel
escaldada e intoxicacion alimentaria por estafilococos (Jarraud et al.
2005).


http://informacionfiabledesalud.com/?p=3516
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Principales factores de virulencia

El S. aureus produce una gran variedad de proteinas que le brindan capacidad
para colonizar y provocar enfermedades en el ser humano, casi todas las cepas, producen
enzimas tipo nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidasas y colagenasas, y ademas
hemolisinas tipo alfa, beta, gamma y delta. La funcién principal de estas enzimas y
hemolisinas es degradar los tejidos locales del huésped para convertirlos en nutrientes

para las bacterias (Jawetz, Melnick y Adelberg, 2011).
Infecciones producidas por S. aureus

La evolucion normal de las infecciones por S. aureus se produce en neonatos, la
mayoria de los nifios y los adultos a través de la colonizacién en forma intermitente.
Posteriormente albergan el microorganismo en forma preferente en la nasofaringe,
ocasionalmente en la piel y rara vez en la vagina. Se contamina cualquier sitio de la piel,
mucosas 0 incluso se puede contagiar a otras personas, a través de aerosoles o por

contacto directo (Cervantes, Garcia y Salazar, 2014).

La liberacion de toxinas en la piel y otros érganos puede causar diversos tipos de
exantemas cutaneos y sintomas generales como lo es la enfermedad diarreica aguda. Las
bacterias pueden sobrepasar los mecanismos fagociticos locales y acceder a los canales
linfaticos y al torrente sanguineo, dando origen a una bacteriemia estafilocdcica, ésta es
una complicacion grave gue puede conducir a una infeccion metastasica la cual conlleva

a un pronostico no muy alentador para el paciente (Cervantes et al. 2014).

Desde cualquier punto, los microorganismos pueden diseminarse a través
de los linféaticos y la circulacidon sanguinea a otras partes del organismo.
La supuracién dentro de las venas, asociada a la trombosis, es una
caracteristica frecuente de tal diseminacion. En la osteomielitis, el centro
primario del crecimiento de S. aureus suele ser un vaso sanguineo
terminal de la metafisis de un hueso largo, lo que desencadena necrosis

del hueso y supuracion croénica. S. aureus puede ser causa de neumonia,
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meningitis, empiema, endocarditis o septicemia con formacién de pus en

cualquier 6rgano (p.30).

Los estafilococos que poseen baja capacidad para invadir, intervienen en muchas

infecciones cutaneas por ejemplo las descritas por Ramos (2012):

e Celulitis: Infeccion de la dermis profunda y el tejido celular subcutaneo
originada en especial por S. aureus y S. pyogenes y, con menor
frecuencia, H. influenzae. La enfermedad puede vincularse con otros
padecimientos, entre ellos Ulceras crénicas, Ulceras por insuficiencia

venosa, desnutricion y alcoholismo.

Figura 9. Infeccion cutanea celulitis causada por S.aureus.

COFYRIGHT FCDS.ORG._UK]

Nota: Tomado de http://informacionfiabledesalud.com/?p=3516.

e Sindrome de la piel escaldada: Enfermedad por toxinas epidermoliticas

de ciertas cepas, que produce ampollas como si la piel estuviera


http://informacionfiabledesalud.com/?p=3516
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escaldada; pueden aparecer ampollas en zonas lejanas al sitio inicial. El

cuadro aparece fundamentalmente en nifios por debajo de los cinco afos.

Figura 10. Infeccién cutanea piel escaldada

il

Nota: Tomado de Guerra, 2008, p.51.

e Impeétigo: Enfermedad bacteriana contagiosa, lesiona las capas
superficiales de la piel; predomina en nifios menores de cinco afios y se
presenta de modo principal en la cara y los miembros superiores. Puede
adoptar las formas seca y bullosa. El seco es la forma mas frecuente,
inicia con una macula eritematosa y escamosa que se extiende con

rapidez y puede causar pustulas cubiertas de costras amarillentas.
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Figura 11. Infeccién cutanea impétigo

Nota: Tomado de http://guiasdemedicina2015.blogspot.com/2015/06/impetigo.html.
Diagnostico para infecciones por S.aureus

Pahissa, (2009), sefiala que los datos clinicos y epidemioldgicos son
fundamentales para orientar el diagndstico microbioldgico. En cuanto al diagndstico
etioldgico de la infeccion, se requiere la identificacion de la bacteria a partir de muestras
clinicas. Una vez obtenida la muestra, siguiendo los principios generales de obtencion,

transporte y conservacion, se identifica mediante:

e Examen directo: Mediante una tincion de Gram, se pueden observar
cocos grampositivos agrupados en parejas, tétradas o racimos. La muestra
puede ser tomada de la sangre, tejidos, liquidos estériles, aspirados de los
abscesos y otras colecciones purulentas. El resultado serd de infeccion
estafilococica pues las caracteristicas microscépicas no facilitan la
distincion entre las especies de estafilococos.

e Cultivo y aislamiento: S.aureus, puede crecer en cultivos como agar
sangre, agar chocolate o agar infusion cerebro-corazon; los cuales no son
selectivos. El medio selectivo mas empelado es el agar manitol sal, ya
que, por su alto contenido de sal, impide el crecimiento de la mayoria de


http://guiasdemedicina2015.blogspot.com/2015/06/impetigo.html
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bacterias gramnegativas. La bacteria produce &cido que fermenta el
manitol y la coloracion cambia de un rosado pélido a un amarillo.

e Prueba de catalasa: Se coloca una gota de una solucion de peroxido de
hidrégeno al 3% en un portaobjetos y se le aplica una muestra de la
colonia de las bacterias, se empiezan a formar pequefias burbujas en la

muestra observada indicando de esta manera que el resultado es positivo.

Antibiéticos

Cruz, (2001) define a los antibioticos como compuestos quimicos que son
utilizados para eliminar o inhibir el crecimiento antimicrobiano tanto en seres humanos
como en animales. Un antibiético puede ser derivado de otros organismos Vivos,
generalmente microorganismos, modificaciones quimicas de estos, o también sintéticos
0 semisintéticos. El efecto que causa seria una inhibicién de la reproduccion del

microorganismo, o su crecimiento o destruccion de microorganismos de los mismos.

Modos de accién de los antimicrobianos

“Los agentes antimicrobianos se clasifican de acuerdo a sus modos especificos de
accion contra las células bacterianas. Estos agentes pueden interferir con la sintesis de la
pared celular, inhibir la sintesis de proteinas, interferir con la sintesis de acido nucleico,

o inhibir una ruta metabdlica” (Cavalieri et al. 2005, p.6).

Resistencia bacteriana a antibiéticos

Como se menciono, la resistencia a los antibidticos es un problema alarmante, e
inevitable. La razon principal radica en la mala utilizacion que se les da, pues se abusa
de forma indiscriminada de los recursos disponibles. Surgen de esta forma, patdgenos

multiresistentes que inhabilitaran la accion de antibidticos mas toxicos.
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Mecanismos de resistencia bacteriana

Existen una serie de formas en que los microorganismos son resistentes a los

agentes antimicrobianos y Cavalieri et al. (2005) las describe de la siguiente manera:

e Produccién de enzimas: La bacteria produce enzimas que destruyen el
agenten antimicrobiano antes que éste alcance su blanco o modifica el
agente antimicrobiano de tal forma que ya no puede ser reconocido por su
blanco. Por ejemplo: las beta-lactamasas.

e Impermeabilidad de la membrana bacteriana externa: El agente
antimicrobiano no puede penetrar la membrana bacteriana.

e Alteracion de los blancos: El sitio de ataque es alterado genéticamente,
de tal manera que ya no permite la union del agente antimicrobiano

e Bombas de eflujo: La bacteria posee una bomba que expele al agente
antimicrobiano de la célula antes que este alcance su blanco. Es mediado
por proteinas trans-membrana.

e Alteracion de rutas metabolicas: Dentro de las bacterias, las rutas
metabdlicas son alteradas genéticamente para que el agente

antimicrobiano no pueda provocar un efecto.

Resistencia bacteriana de S.aureus a los antibidticos

Es conocido que gran cantidad de microorganismos han generado con el tiempo,
un alto grado de resistencia a los antimicrobianos. La evolucién de la sensibilidad a los
antibidticos en el S.aureus, es un proceso complejo y dindmico; Pahissa, (2009),

describe el proceso de la siguiente forma:

A principios de la década de los cuarenta, la mayoria de los aislados de la
bacteria eran sensibles a la penicilina G. Sin embargo, este
microorganismo rapidamente desarrollo la capacidad de producir
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penicilinasa, una enzima que inactiva las penicilinas naturales y las
aminopenicilinas, y cuya codificacion plasmidica favorecid su

diseminacion.

Esta resistencia fue inicialmente esporadica y observada en el
medio hospitalario, pero en dos décadas, méas de 75% de los aislados eran
resistentes y se habian diseminado a la comunidad. Poco después, y tras la
introduccién de nuevos antimicrobianos como la Estreptomicina, la
Tetraciclina, el Cloranfenicol y la Eritromicina, S.aureus desarrollo

resistencia a los mismos junto con la produccién de la Penicilinasa. (p.34)

Pahissa (2009), aclara que frente al desarrollo de resistencia, surgieron las
penicilinas semisintéticas, alrededor del afio 1961 y, en ese mismo afio se reportaron los
primeros casos de S.aureus con resistencia a la meticilina (SARM). Poco tiempo
después los retos terapéuticos se extendieron por todo el mundo y alcanz6 a antibiéticos
como la Gentamicina y aminoglucésidos, Cloranfenicol, tetraciclinas, macrdlidos,

lincosamidas, fluoroguinolonas y hasta Vancomicina.

Pruebas de sensibilidad a los antibidticos (PSA) y Concentracibn minima
inhibitoria (CMI)

Los antibiogramas segun Negroni, (2009), son estudios donde se mide el grado
de resistencia o el grado de sensibilidad de los microorganismos in vitro. Estos estudios
tratan de simular las condiciones en las que se encuentra el agente infeccioso dentro de
los tejidos o los liquidos organicos. La finalidad de las pruebas es poder implementar
tratamiento con antimicrobianos en las personas, respaldado por un diagnostico clinico y

estudios bacteriolégicos.

Segun Clinical Laboratory Standars Institute (CLSI), la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI), se describe como la concentracién minima de sustancia bactericida
gue puede causar efecto inhibitorio. Dicha concentracion puede ser determinada
mediante técnicas que Cavalieri et al. (2005), describe a continuacion:



47

Prueba de difusion en agar por disco: Esta prueba se ha utilizado por méas de
70 afos. Primeramente, se seleccionan las colonias (3-5 colonias) para preparar una
suspension del indculo en solucion salina o caldo de Mueller-Hinton o soya tripticasa,
dicha suspension debe estar estandarizada en la escala de 0.5 McFarland, una vez la
placa esté inoculada con la bacteria, se distribuyen los discos y se procede con la
incubacidn de la placa. Tras este proceso, los halos de inhibicion estaran listos para ser
leidos e interpretar los resultados.

Prueba de difusién en agar por pozo: Se aplica la misma técnica descrita
anteriormente, la variable radica en que la sustancia con posible efecto antibiotico es
colocada directamente en la placa. Para esto es necesario hacer pozos del mismo tamafo

en el agar y saber la cantidad exacta de microlitros que se van a colar en cada pozo.

Técnica de dilucién en caldo o agar: En un tubo de ensayo que contiene medio
de cultivo, se pone a crecer la bacteria. De manera ascendente se agregan diferentes
concentraciones de la sustancia con posible actividad antibacteriana, la concentracion a
la cual no se genere crecimiento bacteriano es la concentracion minima inhibitoria
(CMI). La concentracién minima bactericida (CMB), también es posible obtenerla y
seria equivalente a la concentracion minima en la cual se tendrd muerte de las bacterias

en estudio.

De acuerdo con el Clinical Laboratory Standars Institute CLSI (2017), el halo de
inhibicidn se clasifica en tres niveles: sensible (S), intermedio (I) y resistente (R), de esta
forma una bacteria sensible a la sustancia produce un halo entre 30 mm y 35 mm; el
intermedio seria entre 15mm y 30 mm y es considerado resistente cuando los halos son
menores a 15 mm. Dadas las consideraciones anteriores de esta forma es posible

establecer la concentracion minima que logra inhibir el crecimiento de la bacteria.

Dadas las consideraciones que anteceden, Saenz (1999) explica que la inhibicion
no sélo dependera de la sensibilidad bacteriana o de la cantidad de sustancia con posible
actividad antibacteriana, sino también, cambios de pH, profundidad del agar, la cual
debe ser exactamente de 4 mm. Un agar delgado, permite una mejor difusion de los
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antibidticos produciendo una falsa sensibilidad, pero también un agar con méas de 4 mm
de profundidad puede producir una disminucion en la migracion (difusion) del
antibidtico con la consiguiente falsa resistencia. La inhibicion también dependera de los
medios de cultivos, éstos deben ser lo méas frescos posibles, con no méas de 7 dias de

preparados.
Medicina natural

Segln Quesada (2008), las plantas se conocen desde tiempos ancestrales como
remedios y curaciones para diferentes males, no se puede cuestionar su importancia en el
desarrollo de la medicina y la farmacologia moderna. Existe una gran variedad de
plantas medicinales que varian segun las diferentes regiones y ecosistemas de las zonas

en que se encuentran. (p.1).

La humanidad, siempre ha sufrido de enfermedades centrando parte de sus
esfuerzos en tratar de combatirlas, por lo que el empleo de las plantas medicinales ha
sido vista como una forma de afrontar enfermedades dentro de las poblaciones, de esta
manera, el uso de plantas medicinales constituye una de las formas mas complejas y

hondamente enraizadas en la conducta humana.

Entralgo (2004) menciona que el hombre primitivo, desde su origen, utilizaba
para sus curaciones plantas silvestres hasta la actualidad, donde logra incorporar este
acervo a su cultura. Esta practica traspaso todas las barreras y obstaculos durante el
proceso de evolucion y llego6 hasta el presente, donde ha sido ampliamente utilizada por
gran parte de la poblacion mundial como fuente eficaz de recursos terapéutico. En el
marco de las consideraciones anteriores, el autor enfatiza que durante los ultimos afos,
el interés del publico en las terapias naturales ha aumentado y su uso esta en expansion.
La multiplicidad de los productos medicinales tradicionales, han evolucionado frente a
entornos ampliamente diferentes en lo cultural, climatico y geogréafico. Significa
entonces, el surgimiento de importantes desafios y la necesidad de evaluar estos
productos, asegurando su inocuidad y eficacia mediante el registro y la reglamentacion.

Los medicamentos naturales que formaron la base de la atencién de salud en todo el
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mundo desde los primeros dias de la humanidad siguen utilizdndose ampliamente y

tienen una considerable importancia en el comercio internacional
Plantas para uso medicinal

La medicina tradicional, segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
(2002), se define como aquella que hace uso de "diversas practicas, enfoques,
conocimientos y creencias sanitarias que incorporan medicinas procedentes de plantas,
animales y/o fuentes minerales, terapias espirituales, técnicas manuales y ejercicios,
aplicados en singular o en combinacion para mantener el bienestar, ademéas de tratar,

diagnosticar y prevenir las enfermedades”. (p.2).

Brutti (2004), mencionado por Madaleno (2007), define la planta medicinal
como un organismo vegetal que posee componentes con actividad farmacolégica y que
tienen la capacidad de ejercerla sobre los seres vivos. Dicha actividad puede ser positiva

0 no, lo que indica que contienen principios activos responsables de esas acciones.

Cabe agregar que, con el estudio de las caracteristicas anteriormente
mencionadas, surge la fitoterapia que es “la ciencia que estudia el uso de plantas
medicinales y las incorpora en formas farmacéuticas (fitofarmacos), cuya calidad,
seguridad y eficacia estan garantizadas, teniendo en cuenta las caracteristicas de las

drogas vegetales y extractos” (Cea de Amaya, 2013, parr. 4).
Fitofarmacos

El uso de plantas medicinales se extiende mas alld de su uso popular y forma
parte de la base sobre la cual se han desarrollado muchos medicamentos de la medicina
alopatica. Se estima que alrededor del 25% de las medicinas modernas son derivadas
directa o indirectamente de las plantas. Por esta razon, con el resurgir de la medicina
tradicional, las compafias farmacéuticas enfocan su atencion en la investigacion y
desarrollo de los productos basados en plantas con eficacia, seguridad y calidad (Calixto,
2000).
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Los fitofarmacos se definen como: “productos obtenidos por procesos
tecnoldgicamente adecuados, empleando exclusivamente materias primas vegetales, con
la finalidad profilactica curativa, paliativa o para fines de diagndstico. Se caracteriza por
el conocimiento de su eficacia y de los riesgos de su uso, asi como para la

reproducibilidad y la constancia de su calidad (OMS, citado por Cea, 2013, parr.5).

Ramos et al. (2011) mencionan que el tema de calidad en el desarrollo de estos
farmacos, debe seguir una serie de pasos en investigacion y desarrollo que garanticen la
eficacia y seguridad de producto final. Para ello se parte del enfoque etnobotanico con la
identificacion de la planta y los requerimientos necesarios para su siembra. Luego se
procede con la obtencion y estandarizacion del extracto para ser sometido a estudios
preclinicos, clinicos y toxicoldgicos que respalden la formulaciéon y comercializacion del

fitofarmaco.
Metabolismo

El metabolismo como lo explica Roach, (2010) “es un conjunto integrado de
reacciones quimicas que tienen lugar en el organismo, lo capacitan para extraer energia
del medio y asi poder utilizarla para sintetizar los blogues de construccion que se

emplean para fabricar proteinas, carbohidratos y las grasas esenciales” (p.3).

Con relacion a la afirmacién anterior, “toda sustancia que se produzca durante el
metabolismo se le llamara metabolitos y son el resultado de la degradaciéon a nivel
intracelular de las moléculas. Las enzimas reconocen los metabolitos y actGan sobre
ellos para participar de reacciones posteriores, de esta forma no se acumulan dentro de

las células” (p.8).
Metabolitos primarios y secundarios de las plantas.

Dewick, (2002), Maplestone, Stone y William, (1992) citados por Rivas, Orandy
y Verde (2016), explican que en un principio, la estructura quimica, molécula precursora

u origenes biosintéticos de los metabolitos primarios y secundarios no se pueden
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diferenciar. La diferencia se hace visible en su funcién, de modo que se dice que son
metabolitos primarios aquellos que participan en la nutricién y procesos metabdlicos
esenciales para la planta, mientras que los secundarios permiten interacciones de la

planta con el entorno.

Los metabolitos primarios presentes en los vegetales son: carbohidratos,
aminoacidos, acidos grasos, acidos nucleicos, aminas, clorofilas e intermediarios
metabolicos de las vias anabdlicas y catabdlicas, que a su vez se transformaran en
metabolitos secundarios que no son vitales para la planta pero, que le da a ésta, ventajas
para responder a estimulos del entorno, para almacenamiento o como defensa contra

predadores (Rivas, Orandy y Verde, 2016).
Quimiotaxonomia

De la misma forma Rivas, Orandy y Verde (2016) llaman asi a “la relacién que
guarda una planta, en cuanto a su clasificacion taxondémica y los metabolitos secundarios
que contiene” (p.4). Algunos son: terpenoides, esteroles, compuestos fendlicos-
flavonoides, cumarinas, quinonas, lignanos, glicdsidos cianogénicos, glicdsidos
cardiotonicos, iridoides, alcaloides, saponinas y sesquiterpenos. A continuacion, se

describiran los metabolitos de interés para el tamizaje fitoquimico.
Alcaloides.

Se definen como un grupo heterogéneo de substancias organicas nitrogenadas,
son producidos y almacenados por cualquier parte de la planta. Poseen una estructura
compleja y marcada accion farmacologica, pueden encontrarse como bases libres o
formando sales. Las sales son en general solubles en agua, en tanto que las bases libres

lo son en solventes organicos (Rivas, Orandy y Verde, 2016).
Flavonoides.

Martinez, Gonzales, Culebras y Tufion, (2002) describen a los flavonoides como

pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al organismo del dafio
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producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucion ambiental,
sustancias quimicas presentes en los alimentos, tiene ademéas propiedades
farmacoldgicas como actividad protectora hepética, antiinflamatoria, antialérgica,
antibacteriana, antifungica, antioxidante, cicatrizante, y hasta reduccién de
hiperpigmentacion. Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero
variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro
y otros metales de transicidon, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Estan
formados por un anillo de benceno (anillo A), una cadena lactdnica, ya sea abierta o
cerrada y otro anillo de benceno (anillo B), los dos anillos pueden tener uno o varios
grupos o sustituyentes, como grupos hidroxilos, metoxilos o cadenas alifaticas. Se

dividen en subgrupos como flavonas, flavonoles, flavanonas, chalconas e isoflavonoides.
Cumarinas.

Son productos naturales que pertenecen al grupo de compuestos conocidos como
benzopironas, consistentes en un anillo bencénico unido a una pirona. Se caracteriza por
tener una estructura cristalina e incolora. En las plantas se encuentran en tegumentos de
las semillas, frutos, flores, raices, hojas y tallos, aunque la mayor concentracion se halla
en general en frutos y flores; posee ademas propiedades antimicrobianas (Rejia, 2007).

Terpenos.

Taiz y Zeiger, (2006), enfatizan que el mayor grupo de productos secundarios
son los terpenos; estos son generalmente insolubles en agua y sintetizados a partir de
acetil CoA o de intermediarios glicoliticos. Se forman por la unién de elementos de
cinco carbonos que tienen el esqueleto carbonado ramificado del isopentano (unidades
de isopreno). De esta forma los monoterpenos contienen dos unidades Cs, sesquiterpenos
tienen tres unidades Cs, los diterpenos tienen cuatro unidades Cs, los triterpenos tienen
30 carbonos. Los terpenos le brindan proteccién a la planta ya que funciona como una

sustancia toxica. (p. 536).
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Taninos.

Isaza, (2007), los describe como: “Compuestos fendlicos solubles en agua, con
pesos moleculares entre 500 y 3000, que ademas de dar las reacciones fenolicas usuales,
tienen propiedades especiales tales como la habilidad de precipitar alcaloides, gelatina y

otras proteinas” (p.13).

Son polimeros de polifenoles con 1 a 2% de hidroxidos fenolicos libres. El
término tanino fue usado por primera vez para describir aquellos compuestos que podian
convertir la piel animal en cuero. Estos compuestos interaccionan con las proteinas
formando puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo fenolicos de los taninos y los
sitios electronegativos de la proteina. Los taninos vegetales también sirven como

defensas contra microorganismos (Taiz y Zeiger, 2006).
Antraquinonas.

De estructura quindnica. “Son un derivado antracénico de los acetatos y
sikimatos, y que tienen propiedades laxantes, en grandes dosis puede funcionar como
purgante” (Vanaclocha y Cafigueral, 2003, p.33).

Almiddn.

Meérida (s.f.) menciona que el almiddn es la principal reserva de energia y de
carbono de las plantas. Suministrando la energia y los esqueletos carbonados necesarios
para el metabolismo de la planta durante los periodos de oscuridad, cuando la
fotosintesis esta inactiva. La sintesis de almidon es un proceso coordinado que implica la

intervencién de diferentes actividades enzimaticas.
Saponinas.

Son esteroides glicosidos o derivados de triterpenoides, llamados asi por sus
propiedades semejantes a las del jabén. Cada molécula esta constituida por un elemento

soluble en lipidos (el esteroide o el triterpenoide) y un elemento soluble en agua (el
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azlcar), y forman una espuma cuando se las agita en agua. Las saponinas son toxicas, y
se cree que su toxicidad proviene de su habilidad para formar complejos con esteroles
(Taiz y Zeiger, 2006).

Azucares reductores.

Los azUcares reductores son aquellos azlcares que poseen su grupo carbonilo
(grupo funcional) intacto, y que a través del mismo pueden reaccionar como reductores

con otras moléculas que actuaran como oxidantes (Berg, Stryer y Tymoczko, 2007).

Lippia alba o Juanilama

Figura 12. Fotografia de la planta Lippia alba

Nota: Elaboracion propia.


https://www.google.com/search?sa=X&biw=861&bih=603&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22Jeremy+Mark+Berg%22&ved=0ahUKEwjE0rjT1LHjAhVDBs0KHX04DLMQ9AgIKTAA
https://www.google.com/search?sa=X&biw=861&bih=603&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22Lubert+Stryer%22&ved=0ahUKEwjE0rjT1LHjAhVDBs0KHX04DLMQ9AgIKjAA
https://www.google.com/search?sa=X&biw=861&bih=603&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22John+L.+Tymoczko%22&ved=0ahUKEwjE0rjT1LHjAhVDBs0KHX04DLMQ9AgIKzAA
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La Juanilama o Lippia alba (Mill.) es una planta medicinal muy utilizada en
Centro y Sur América por sus propiedades medicinales. “Se ha utilizado en el territorio
nacional para el tratamiento de afecciones gastrointestinales, expectorante, febrifugo,
astringente, antiséptico, antiinflamatorio, antibacteriano y emenagogo” (Ciccidé y
Ocampo, 2006. pp.149-154).

Generalidades

L.alba pertenece a la familia Verbenaceae; se le conoce popularmente como
Juanilama, planta que se identifica por presentar diferencias en sus quimiotipos y
fenotipos, asi como una composicion quimica diferente en dependencia de la ubicacion

geografica, las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y el clima. (Ocampo, 1985)

En Costa Rica, segun Ciccié y Ocampo, (2006), “hay dos variedades: una con un
olor fragante (forma dulce) y otra con un olor sumamente fuerte y poco agradable
(forma fuerte); cada una con condiciones climaticas diferenciadas, predominando la
forma fuerte en el trépico seco y la forma dulce en el trépico himedo” (pp. 149-154)
Las dos formas se diferencian ademas en el quimiotipo de sus aceites esenciales,

predominando para la forma dulce el tipo carvona-limoneno.
Clasificacion taxonémica

Tabla 2. Clasificacion taxondémica de Lippia alba

Nombre Lippia alba
Cientifico Hippia alba
Noml?re Juanilama
Comun

Reino Plantae
Familia Verbenacea

Division Magnoliophyta
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Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Género Lippia
Especie alba

Nota: Tomado de Ciccié y Ocampo, 2006 (p.112).

Nombres comunes

Dentro de la denominacion comun que se le da a esta planta en distintos lugares
tenemos: “juanilama, mirto, orozul, prontoalivio, quitadolor, hierba Louisa, anis de
Espafia, cidreira, guanislama, hierba maestra, hierba buena de castilla, hierva del negro,
juanislama, mastranto, menta americana, orégano, pampa orégano, poleo silvestre, salva
vida, salvia sija, salvia trepadora, salvia, sweet margon, toronjil, valeriana y white

lippia” (Restrepo, Romeo y Fraume, 2005, p.202).

Descripcion boténica y partes de la planta

Rodriguez (2007) describe la planta como:

Arbusto de 1 a 2 m de altura, muy puberulento, muy ramificado, ramas
delgadas, largas y caidas, fuerte olor a limon; hojas opuestas, aovadas u
oblongas, agudas, obtusas, rugosas en la parte superior; flores tubulares,
bracteas puberulentas, ovadas, acumuladas, las inferiores son
mucronadas, cabeza floral redondeada u oblonga, en pares, en pequefios

tallitos en las hojas axilares corola color lila. (p. 109).

Farmacologia de la planta

Como lo establece Hennebelle, Sahpaz, Henry, Bailleul, (2008), “las hojas de la
planta presentan actividad como antiespasmadico, sedante, febrifugo, antiinflamatorio,

analgesico, antidiarreico, antimicrobiano, anticonvulsivante y ansiolitico” (p.211). A su
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vez reporta que el extracto alcohdlico de las hojas presenta actividad antibidtica contra

varias bacterias dentro de las cuales se encuentra Staphylococcus aureus.

Sena, Melo, Saraiva, Goncalves, Caetano, y Haroudo, (2006), mencionan que la
decoccion y la infusion de las hojas de L. alba se utilizan actualmente en la medicina
popular para combatir diversas enfermedades. Los extractos se utilizan en el tratamiento
de enfermedades géstricas, diarrea, fiebre, tos, asma y como farmaco calmante, ademas,
muchos autores han confirmado la actividad antibacteriana de L. alba contra diversas

bacterias.
Fitoquimica de la planta

Garcia, Diaz, Oyola, Brango Castafio y Maldonado, (2014), realizaron un estudio
fitoquimico, en donde reportan la presencia de: Flavonoides, Cumarinas, Taninos y
Triterpenos. Mencionan citando a Medina et al. (2011), que la presencia de saponinas y
alcaloides son metabolitos circunstanciales que dependen de muchos factores, por

ejemplo, las condiciones medio ambientales de la planta.

Chies, Branco, Scola, Agostini, Gower y Salvador, (2013) informaron que la
planta tiene un contenido fendlico importante y actividad antioxidante, ademas que los
principales flavonoides presentes en la planta L.alba son: epigenina, luteolina, naringina

y rutina.

Lépez, Stashenko y Fuentes, (2011) explican que la planta presenta alto
contenido de terpenoides dentro de los cuales se tienen: carvona, geraniol, limoneno,
citral y alcohol perilico y que bajo las condiciones de su estudio éstos componentes le

proporcionan caracteristicas genotoxicas a la planta.

Martinez, Soto, Almeida, Hermosilla y Martinez, (2012), determinan que las
cumarinas y azucares reductores, estan directamente relacionados con las propiedades
antibacterianas y en especifico, con las propiedades antiestafilocdcicas, que pueden
mostrar las plantas que posean este tipo de metabolitos.
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Extractos

Martinez (2016) los define como formas farmacéuticas liquidas constituidas por
los principios activos solubles contenidos en una porcion medicinal de tejidos vegetales

0 animales y separados del residuo de la extraccion.
Métodos de extraccion

El proceso mediante el cual se le da tratamiento a una planta con un disolvente
adecuado se denomina extraccion. Popularmente los principios activos de la raiz, hojas,
flores, tallos, son extraidos de manera sencilla por medio de una infusion o decoccion.
En cambio, para analizar propiedades medicinales de una droga vegetal se necesitaran
técnicas un poco mas complejas, que me permitan tener métodos reproducibles con
cuantificacion de principios activos. Por ejemplo: Maceracion, Lixiviacion, Soxhlet y

Destilacion por rotavapor. Se describirdn a continuacion algunas de ellas.
Maceracion

Bonatti (1991) explica que este es un “método de extraccion solido-liquido
donde el material vegetal que se pretende extraer contiene compuestos solubles en el
liquido de extraccion” (p. 106). El material vegetal fresco o seco, es molido o se corta en
trozos pequefios y se coloca en recipientes adecuados con el solvente seleccionado por

polaridad. Dentro de los disolventes se tiene: hexano, cloroformo, metanol y etanol.

Los solventes se podran colocar en reposo 0 con agitacion continua, a
temperatura ambiente durante 5 dias cada extraccion. Otra forma de obtenerlo es
colocando una mezcla de solventes: metanol: cloroformo: hexano en la proporcion 7:2:1,

obteniendo un extracto en forma directa.



59

Destilacion

Seguln la Real Academia Espafiola RAE, la destilacion se define como la técnica
para separar por medio del calor, en alambiques u otros vasos, una sustancia volatil de
otras mas fijas, enfriando luego su vapor para reducirla nuevamente a liquido y

recolectarla.

Por su parte Doria, Ibafiez y Mainero, (2009), la describen como un método para
separar un componente volatil de una mezcla de otros componentes, volatiles o no.
Consiste en calentar un liquido hasta su punto de ebullicién, condensar el vapor por
enfriamiento y recibir el liquido condensado en otro recipiente. Hay cuatro técnicas
basicas de destilacion: simple, fraccionada, por arrastre de vapor y a presion reducida.

Se describiran a continuacion dos de las técnicas de relevancia en la investigacion.
Destilacion simple.

Este tipo de destilacion se utiliza para separar un componente liquido de otros no
volatiles, o para separar componentes que tienen diferencias en el punto de ebullicion de
30-40 ° C. La sustancia se coloca en un baldn de destilacion y se le aplica calor, la
sustancia con el punto de ebullicion menor se evapora primero, el vapor va hacia el

condensador donde se enfria y se separa (Doria, Ibafiez y Mainero, 2009).
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Figura 13. Partes que integran un equipo de destilacion simple
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Nota: Tomado de Osorio, 2009, p.79

Destilacion a presion reducida (Rotavapor)

Segln Casado, Durén, Mird y Paredes, (2012) “la evaporacion es un proceso en
el que un liguido es convertido a vapor mediante la variacion de las condiciones de
temperatura y/o presion; consiguiendo aumentar la concentracion de los solutos

presentes en el liquido” (p.186).

En este tipo de destilacion se utiliza el rotavapor como equipo para generar el
vapor y lograr la destilacion; sin embargo, para conseguir la ebullicion ademas del
aporte de calor, se utiliza una bomba de vacio que reduce la presion en el interior del

matraz de destilacién. Combinando los parametros de presién y temperatura, es posible
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destilar sustancias con el paso del estado liquido al gaseoso y utilizando una temperatura

menor de la que seria necesaria bajo condiciones de presion atmosférica.

Figura 14. Equipo de destilacion por rotavapor

Nota: Tomado de https://www.southernlabware.com/yamato-re301-aw-rotary-

evaporator-om-500-water-bath-4l-glassware-a-115v-12a.html
Técnicas de identificacion y cuantificacion de fitoquimicos

Garcia, Gavilanes, Martinez, Montero, Ofiaderra y Vivanco (1999) explican que
una técnica de analisis es un proceso cientifico que ha demostrado utilidad para
conseguir datos o informacion acerca de la composicion de las sustancias; entre ellas
tenemos la espectrometria de infrarrojo, la espectrometria de masas y la cromatografia

de gases.



62

Existen diferentes métodos cualitativos y cuantitativos para la deteccion de
metabolitos provenientes de plantas. Para el desarrollo del siguiente trabajo se
describiran lo siguientes métodos:

Meétodos quimicos.

Tamizaje fitoquimico.

Aunque en la actualidad existen técnicas avanzadas para determinar la naturaleza
quimica de los metabolitos de las plantas, los ensayos fitoquimicos tradicionales aln
constituyen una forma confiable de realizar un andlisis cualitativo de los extractos, ya
que arrojan informacién preliminar acerca de su composicion. Cuando se investigan
muchos extractos de plantas, esto constituye una ventaja ya que permite descartar todas
aquellas especies que no tienen potencial para ser utilizadas para algun beneficio

farmacoldgico, quedando solamente las que si lo tienen.

Segln Prashant et al. (2011) plantean que el tamiz fitoquimico consiste en la
obtencion de extractos de plantas con solventes apropiados, tales como agua, acetona,
alcoholes, cloroformo y éter. Otro solvente, el diclorometano, se usa especificamente
para la extraccién de terpenoides. Posterior a la extraccién, se llevan a cabo reacciones
de coloracidn, las cuales son reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo.
Algunas de las reacciones evalGan grupos de sustancias y otros la presencia de otros
compuestos como 4&cidos grasos, azucares reductores, polisacaridos y mucilagos
(Sharapin, 2000).

Meétodos instrumentales.

Cromatografia de capa fina (CCF).

Segun Beyer y Walter (1987) la cromatografia es un proceso de separacion fiable
de trabajo en el laboratorio, se emplea con una placa cromatografica o como lo describen
los autores: “una lamina metalica, que se cubre con la pelicula de unos 250 pum de

espesor de un adsorbente (gel de silice y 6xido de aluminio, entre otros)” (p.9).
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Describen que se sitta en el extremo inferior de la disolucién de las sustancias que se
van a separar. La separacion se lleva a cabo en un sistema cromatografico que

contendré: eluyente hasta una altura de 0.5 cm.

La mejor ventaja de éste método, radica en la gran capacidad de separacion, ya
que permite la separacion de vitaminas, terpenos, esteroides y pigmentos y la rapidez del
proceso. Solamente requiere de 10 a 30 minutos. Es importante mencionar que esta
técnica puede considerarse Quimico-instrumental, pues hace uso de compuestos

quimicos y también de instrumentos reveladores como la lampara de UV y el calentador.

CAPITULO IIl: MARCO METODOLOGICO

En el siguiente capitulo se presenta la metodologia realizada para elaborar la
investigacion y la recoleccion de los datos. Se analizara el método que conlleva, el tipo
de investigacion, las fuentes de informacion utilizadas, las categorias de analisis,
variables para la obtencién de los extractos asi como la validez del trabajo.

Enfoque

La presente investigacion tendra un enfoque cuantitativo, el cual, Hernandez,
Ferndndez y Baptista (2014) lo describen de la siguiente manera: “El enfoque
cuantitativo (que representa, como dijimos, un conjunto de procesos) es secuencial y
probatorio. Cada etapa precede a la siguiente y no podemos “brincar” o eludir pasos. El

orden es riguroso, aunque desde luego, podemos redefinir alguna fase” (p.4).

Bajo este enfoque se realizara un experimento en el laboratorio, donde se
pretende demostrar la hipotesis establecida por medio de la medicion numérica y el
analisis. De esta forma, se evaluara la capacidad antibacteriana in vitro de los extractos
acuosos y metandlicos de las hojas de Lippia alba frente a cepas de Staphylococcus

aureus.
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Meétodo de la investigacion

Segln Hernandez, Ferndndez y Baptista (2014) “el término experimento tiene al
menos dos acepciones, una general y otra particular” (p.129). Se refiere a elegir o
realizar una accion y despues, observar las consecuencias. La esencia de esta concepcion
de experimento es que requiere la manipulacién intencional de una accién para analizar

sus posibles resultados.

Debido a lo anterior se puede fundamentar que la presente investigacion sigue un
método experimental; del cual, la parte de extraccion y del tamizaje fitoquimico, se
llevara a cabo en los laboratorios de Quimica de la Universidad Internacional de las
Américas (UIA) y la evaluacién microbiologica in vitro de los extractos, se llevaran a

cabo en el Laboratorio de Microbiologia Analitica.
Variables
Segun Hernandez et al. (2014):

Una variable es una propiedad que puede fluctuar y cuya variacion es
susceptible de medirse y observarse. Ejemplos de variables son el género,
la presion arterial, el atractivo fisico, el aprendizaje de conceptos, la
religion, la resistencia de un material, la masa, la personalidad autoritaria,
la cultura fiscal y la exposicion a una campafia de propaganda politica. El
concepto de variable se aplica a personas y otros seres Vvivos, objetos,
hechos y fendmenos, los cuales adquieren diversos valores respecto de la
variable referida. Por ejemplo, la inteligencia, ya que es posible clasificar
a las personas de acuerdo con su inteligencia; no todas las personas la
poseen en el mismo nivel, es decir, varian en inteligencia.

Las variables adquieren valor para la investigacion cientifica cuando
llegan a relacionarse con otras variables, es decir, si forman parte de una
hipotesis 0 una teoria. En este caso, se les suele denominar constructos o

construcciones hipotéticas (p.105).
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Objetivo Variable o Definicion Definicion  Instrumentalizacion
Variables conceptual operacional

Obtener los Extractos Resultado de Extraccion Maceracion por
extractos separar una mezcla  acuosay infusion acuosa y
acuosos y de sustancias, por extraccion Maceracion
metanolicos de disolucion de cada  metandlica +destilacion en
la planta componente. Se mediante rotavapor para
Lippia alba. pone en contacto maceracion. extracto

directo el material Metandlico.

organico con una

fase liquida, de uno

0 varios

disolventes.

(Martinez,2016,p.8)
Caracterizar Metabolitos ~ Productos de Cromatografia Cromatografia de
los principales  activos reacciones de capafinay capafina
componentes catalizadas por Pruebas Lampara de UV-
del extracto de enzimas que cualitativas de VIS Reactivos y
Lippia alba ocurren dentro de identificacion  tubos de ensayo
mediante las células para la de grupos para llevar a cabo
métodos obtencion de funcionales. las pruebas de
quimicos y energia, grupos funcionales.
quimico- reproduccion y
instrumentales. reparacion. (Harris,

E.s.f)
Evaluar y Actividad Alteracionesenla  Medir los Placas petri,
comparar la antibacteriana estructura o halos de medios de cultivo
actividad funcionamiento de  inhibicion del  preparados,
antibacteriana una bacteria, extracto enel incubadora,
del extracto consecuencia del medio de cristaleria, regla de
frente a cepas uso de agentes cultivo medicion, cultivo
de quimicos externos  Mdller- de Staphylococcus
Staphylococcus los cuales alteran el  Hinton, asi aureus.
aureus, por crecimiento. como también
medio de la un control
medicion de positivo de
halos de Mupiral y
inhibicion. negativo con

los
disolventes.

Nota: Elaboracion propia.
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Instrumentos y técnicas

En la elaboracion del siguiente apartado, se describen métodos, técnicas e
instrumentos por utilizar en la realizacion de esta investigacion, de esta forma se
explicara el “coémo” del estudio. Los métodos se desarrollaron en las instalaciones de la
Universidad Internacional de las Américas y en el Laboratorio de Microbiologia
Analitica ubicado en Desamparados, bajo la supervision del Dr. Esteban Mena Jara.

Procesos de recoleccion de Lippia alba

Previamente a la recoleccion de las hojas de Lippia alba, una rama del material
natural fue llevada a la Escuela de Biologia de la Universidad de Costa Rica para una
primera identificacion de la planta. El botdnico Mario Blanco comprobd la identidad y
dio una breve descripcion de la misma. Recomendd que la recoleccion se hiciera en la
mafiana, antes del periodo comprendido entre 11:00 y 2:00 pm, ya que durante estas
horas el sol emite radiacién intensa; al aumentar el calor y la luz, la planta utiliza los
nutrientes generados para el dinamismo fotosintético. De recolectarse durante este
periodo, se corre el riesgo de que los componentes requeridos para el estudio no estén

presentes, lo que produciria variaciones en los analisis microbiolégicos.

Sobre la base de las consideraciones anteriores se obtuvo el material vegetal
recolectado de un terreno ubicado en EI Carmen, Nicoya, Guanacaste durante el mes de
Mayo del 2019. Las hojas frescas fueron sometidas a un proceso de secado al aire libre
bajo el sol, durante cuatro dias; una vez seco, se guardd en papel toalla y bolsas
herméticas, hasta el momento de la extraccion. En la figura 15 se observan las muestras

de material por tratar.
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Figura 15. Hojas secas de la planta Lippia alba para la realizacion del extracto

Nota: Elaboracion propia.

Extracciones de las hojas de Lippia alba

Materiales y equipo para la obtencion de los extractos metanolicos y acuosos de
Lippia alba

Balanza granataria marca Bayar, modelo WTB2000, capacidad 2000 + 0.01g
Calentador agitador marca Corning, modelo PC-420D

Sistema de filtracion de bomba de vacio Zeny, modelo FHI200(X)
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Colador

Buchner

Kitasato

Papel filtro marca Fisher, cualitativo P4

Frascos &mbar con cierre hermético

Probetas

Beaker

Agitador de vidrio

Espatulas acanaladas grandes
Reactivos

Metanol al 99%

Agua destilada

Hojas secas de Lippia alba finamente trituradas: 100g para cada extracto

Se tomaron las hojas verdes y frescas de Lippia alba y se limpiaron con papel
toalla himeda, se sacaron al aire libre para someterlas a un proceso de secado durante
cuatro dias. Cuando las hojas estuvieron secas, se empacaron debidamente para ser
trasladadas a los Laboratorios de Quimica de la Universidad Internacional de las
Américas.

Una vez en el laboratorio, se procedi6 a pesar la totalidad de la muestra
recolectada en una balanza marca Bayar de 2000.00 +0.01g y se obtuvo un total de

209.58 g que se dividieron en 2 partes. De esta forma 100 g de la muestra se utilizaron
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en la extraccion metanolica y otros 100g en la extraccion acuosa. EI material sobrante se

almacend en papel toalla dentro de una bolsa con cierre hermético.

Figura 16. Material seco de hojas de Lippia alba para la extraccion con metanol

Nota: Elaboracion propia.
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Figura 17. Material seco de hojas de Lippia alba para la extraccion con agua

Nota: Elaboracion propia.
Extracciones metandlicas por técnica de maceracion de las hojas de Lippia alba

En un frasco grande color &mbar con cierre hermético, se colocé 100g de hojas
de Lippia alba finamente trituradas y se le agreg6 200 mL de una dilucién de metanol-
agua 70:30, con el prop6sito de mantener una proporcion de una parte de soluto por dos
partes de disolvente. Para la preparacion de la dilucion Metanol-agua 70:30, se

mezclaron 140 mL de metanol y 60 mL de agua.

El frasco se cerr6 adecuadamente y a pesar de ser un envase ambar, se decidid
cubrir el frasco con papel aluminio. Se dejé macerar la muestra en un lugar seco, oscuro
y a temperatura ambiente durante ocho dias. Concluido el proceso de maceracion, con

un colador se procedié a colar la muestra y de esta manera separar el extracto de las
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hojas. El extracto se filtré con un sistema de filtracion integrado por: Bichner, kitasato,

papel filtro marca Fisher, cualitativo P4 y una bomba de vacio marca Zeny.

Figura 18. Proceso de maceracion y posterior filtracion al vacio en desarrollo del

extracto metandlico de L.alba

Nota: Elaboracion propia.

Destilacién del extracto metandlico

Se recolectaron cerca de 195 mL de extracto metandlico filtrado al vacio, a los
cuales se les realizé el proceso de destilacion por rotavapor. Se colocé en un sistema de
rota vapor, para lograr la eliminacion del metanol. Durante 2h y 30min la temperatura se
mantuvo en 64°C hasta observar que el condensador ya no destilaba mas metanol.
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Figura 19. Método de destilacion del extracto metanolico acoplado al rotavapor

Nota: Elaboracion propia.

Del baldn se recogieron cerca de 56mL de un liquido oscuro que se colocé en un
envase ambar, de los cuales, 3mL fueron utilizados para la prueba de sélidos disueltos y
los restantes 53mL se almacenaron para posteriormente ser sometidos a pruebas
microbiologicas. Se cubrio el envase con papel aluminio y se mantuvo en refrigeracion
(4 °C) hasta el momento de ser utilizado, el liquido tenia un aspecto entre verde musgo y

café oscuro.
Extracciones acuosas por técnica de infusion de las hojas de Lippia alba

En un beaker, se coloc6é 100g de hojas de Lippia alba finamente trituradas y se le
adiciond6 200mL de agua destilada recién hervida a 100°C durante 5 minutos. La
cantidad de disolvente procur6é mantener la relacion de 1:2 g/mL soluto-disolvente. Cabe

destacar que el extracto acuoso se obtuvo a partir de una infusion del material botanico y
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no durante un proceso de decoccion. Ademas, al tratarse de agua, la infusion no se
realiz6 al mismo tiempo que la maceracion; la infusion se realizo cercana al analisis

microbioldgico de los extractos para asi evitar la posible contaminacion de la muestra.

La infusién se dejé reposar durante una hora y se tapo el beaker con un vidrio
reloj, el extracto color verde oscuro, fue separado de las hojas utilizando un colador y
posteriormente se filtré al vacio con ayuda de una bomba marca Zeny, Bichner, kitasato
y papel filtro marca Fisher, cualitativo P4. De los 196 mL recolectados
aproximadamente, 3 mL fueron utilizados para la prueba de soélidos disueltos y los
restantes 193 mL se trasladaron a un frasco color &mbar con cierre hermético. Se cubrio
el frasco con papel aluminio y se mantuvo en refrigeracion a 4°C para posteriormente

ser utilizado en las pruebas microbiologicas.

Figura 20. Extracto acuoso de las hojas de Lippia alba durante el proceso de

filtracion

Nota: Elaboracion propia.



74

Sélidos disueltos

Esta prueba fue realizada por triplicado tanto a los extractos acuosos como a los

metanolicos dispuestos para la misma.
Materiales y métodos.
Pipeta de 1mL
Viales con tapa
Beaker de 50mL
Vidrio reloj
Estufa DIGISYSTEAM, modelo DN-500
Balanza analitica ADAM Nimbus, modelo NBL-254e, capacidad 250g +0.0001g
Reactivos.
Extracto acuoso de las hojas de L.alba
Extracto metandlico concentrado de las hojas de L.alba
Procedimiento.

1- Se encendi6 la estufa a 105°C para que al momento en que se realizo la
prueba ya se encontraba en la temperatura necesaria.

2- Serotularon 3 viales para el extracto acuoso como Al, A2y A3.

3- De la misma forma se rotularon 3 viales para el extracto metanolico como
M1, M2y M3.

4- Cada uno de los viales se pesaron vacios y con tapa en la balanza analitica.

Se registro el dato.
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5- Se tomd con pipeta 1mL de cada extracto y se colocaron en los viales
correspondientes.

6- Se tomaron las masas de cada vial + extracto y se anotaron los resultados.

7- Los viales se colocaron sin tapa en dos beaker para ser introducidos en la
estufa a 105°C durante tres horas.

8- Se dejaron secar las muestras.

9- Una vez secas, se dejaron enfriar a temperatura ambiente tapando ambos
beaker con el vidrio reloj.

10-Ya a temperatura ambiente, se les colocaron las tapas a cada vial y se
procedi6 a pesarlos en la balanza analitica. Se registré el dato.

11-Con las masas obtenidas anteriormente, se procedio a realizar los célculos

para obtener la masa de sélidos disueltos en cada extracto.

Figura 21. Viales para la determinacion de sélidos disueltos de los extractos

acuosos y metanolicos concentrados de las hojas de Lippia alba
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Nota: Elaboracién propia.
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Pruebas de caracterizacion Fitoquimica

En la caracterizacion cualitativa de los principales componentes fitoquimicos de
las hojas de Lippia alba; se decidié realizar un tamizaje completo a partir de un extracto
etanolico al 70% que fue tratado para la eliminacién completa del etanol, posterior a la

extraccion.
Extraccién etanolica por técnica de maceracion de las hojas de Lippia alba

En un frasco grande color &mbar con cierre hermético, se colocé 100g de hojas
de Lippia alba finamente trituradas y se le agregé 200 mL de una dilucion de etanol-
Agua 70:30, con el propdsito de mantener la proporcion de una parte de soluto por dos
partes de disolvente. Para la preparacion de la dilucién etanol- agua 70:30, se mezclo
140 mL de etanol y 60 mL de agua.

El frasco se cerrd adecuadamente y se cubrié con papel aluminio. Se dejé
macerar la muestra en un lugar seco, oscuro y a temperatura ambiente durante ocho dias.
Concluido el proceso de maceracion se procedié a colar la muestra con un colador y de
esta manera separar el extracto de las hojas. El extracto se filtrd con un sistema de

filtracion con bomba de vacio descrito anteriormente.
Destilacién del extracto etanélico

Se recolectd aproximadamente 190mL del filtrado, a los cuales se les realiz6 el
proceso de destilacion por rotavapor. Se colocd en un sistema de rotavapor, para lograr
la eliminacion del etanol. Durante 2h y 30min la temperatura se mantuvo en 64°C vy al

cabo de este periodo se logré observar que el condensador ya no destilaba mas etanol.

Del balon se recogid cerca de 51mL de un liquido oscuro que se coloco en un
envase ambar, para posteriormente ser sometido a tamizaje fitoquimico. Se cubrio el
envase con papel aluminio y se mantuvo en refrigeracion a 4 °C hasta el momento de ser

utilizado, el liquido tenia un aspecto entre verde musgo y café oscuro.
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Las pruebas de identificacion se realizaron en el Laboratorio de Quimica de la
Universidad Internacional de las Américas. Varias de estas requerian el uso de reactivos
quimicos, solventes y preparados de alta toxicidad, los mismos fueron manipulados

dentro de la cAmara de gases Biobase, modelo FHI 200 (X).

Figura 22. Algunos reactivos utilizados durante la caracterizacion fitoquimica del
extracto metandlico de L.alba dentro de la camara de gases y suministrados por el

Laboratorio de Quimica, Universidad Internacional de las Américas (UIA)

Nota: Elaboracion propia.

Caracterizacion fitoquimica del extracto etandlico de L.alba

En la realizacion del tamizaje fitoquimico, es importante mencionar que se siguio
el procedimiento descrito en el Manual de Laboratorio de Farmacognosia de la
Universidad Internacional de las Américas, elaborado por el Licenciado Javier Rodrigo

Alpizar Cordero, quien toma como referencia a Dominguez (1973).



Materiales y equipo.

Embudo separador

Aro metalico

Goteros

Capilares

Vidrio reloj

Espéatulas

Pizeta

Soporte Universal

Erlenmeyer de 250 mL

Calentador-agitador Corning, modelo PC-420D

Beaker 500 mL, 250 mL, 100 mL y 50mL

Tubos de ensayo

Papel filtro

Lampara UV-Vis Cole-Parmer, longitud de onda 254 nm y 365 nm

Cromatoplacas TLC Silica Gel 60 F2s4

Capilla extractora Biobase, modelo FHI 200 (X)
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Reactivos

Eter etilico

HCI 2%

Reactivo Dragendorff

Metanol

Virutas de Magnesio

HCI concentrado

KOH 0.5 mol/L

Cloroformo

Anhidrido Acético

Acido Sulfdrico concentrado

Hidroxido de Amonio 25%

FeCls 1%

Hexano

Acetato de Etilo

Reactivo de Vainillina 1%

Yodo metalico

Etanol

79
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Reactivo de Lugol

Reactivo de Benedict

NaOH 10%

Extracto etanolico concentrado de las hojas secas

Extraccion

-
1

N
)

Se tom6 50mL del extracto etanolico concentrado dispuesto para el analisis y
se colocd en un embudo separador, se agregd 25mL de éter etilico, agitando
levemente y liberando el gas de forma constante mediante la llave del
embudo. Se logro observar que una vez equilibradas las presiones ya no salié
mas gas.

Se agit6 vigorosamente, asegurandose una buena mezcla entre la fase etérea
y la fase acuosa.

Se colocd el embudo de separacion en el soporte y se retird la tapa del
embudo.

Se dej6 reposar el sistema hasta que se observd una division clara de dos
fases. La fase mas densa, en este caso el agua, se observo en el fondo del
embudo y la fase menos densa en la superficie, en este caso el éter etilico.

Se recolect6 las dos fases en recipientes diferentes, la fase méas densa se retird
primero por abajo, posteriormente se retird por la boca superior del embudo
el extracto etéreo.

Se rotul6 ambos recipientes, uno como extracto etéreo y otro como extracto
acuoso.

Se coloc6 nuevamente el extracto acuoso en el embudo separador y se agregé
25mL de éter etilico, se repitid el procedimiento descrito anteriormente. El
proceso de adicion de 25mL de éter se realizd 4 veces mas hasta que se

observé ausencia de color en el extracto etéreo.
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El extracto acuoso se guardd en un frasco &mbar y en el refrigerador, ya que
es propenso al crecimiento de microorganismos; de igual forma el extracto

etéreo se almacend en un frasco ambar pero a temperatura ambiente.

Extracto etéreo

Una vez que se requirio el uso del extracto etéreo, fue sometido a los siguientes

puntos:

Se concentro el extracto hasta un volumen no mayor de 30mL.

Para esto se colocd el extracto en bafio maria en la capilla y se cuidd que la
temperatura no sobrepasara los 36.4°C.

El extracto se dejo enfriar a temperatura ambiente y posteriormente se le
realizaron las diferentes pruebas de identificacion de metabolitos secundarios.

Métodos Quimicos utilizados en la caracterizacion de componentes.

Prueba de identificacion de alcaloides (Dragendorff).

Se toméd 4mL del extracto etéreo y se colocd en un tubo de ensayo.

Se evapor6 completamente en un bafio maria. Se debe tener cuidado con la
temperatura del bafio para que el extracto no suba por el tubo de ensayo y asi
no tener pérdida del metabolito.

Se disolvio el residuo en 3mL de HCI al 2%.

Se agreg0, deslizado a las paredes del tubo de ensayo, 3 gotas del reactivo de
Dragendorff.

Se observo si hubo cambio de coloracion, formacion de precipitado,

turbidez. .. etc.
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Prueba de identificacion de flavonoides (Shinoda).

Se tomo 4mL del extracto etéreo y se coloco en un tubo de ensayo.

La muestra se evaporo por completo en bafio maria.

Se agregd 2mL de metanol para disolver el residuo.

En bafio maria se calentd la muestra y se agregé una pequefia punta de
espatula de limaduras de Magnesio.

Una vez en la capilla de extraccion se le agregé 1mL de HCI concentrado y
se observo un burbujeo violento.

La muestra se observd para determinar si hubo cambio de coloracion,

formacion de precipitado, turbidez.

Prueba de identificacion de cumarinas (KOH).

Se tomé 4mL del extracto etéreo y se coloco en un tubo de ensayo.

Se evaporo completamente en bafio Maria.

Se disolvié el residuo en 1mL de agua hirviendo.

Con un capilar se aplico dos gotas en un papel de filtro (las gotas deben estar
bastante separadas).

Se utiliz6 lampara UV a una longitud de onda de 366 nm.

Se coloco el papel de filtro debajo de la lampara apuntando a una de las
muestras anteriormente aplicadas.

Sobre la muestra se aplic6 una gota de KOH 0,5 mol/L.

Se observé para determinar si hubo cambio de coloracién.

Prueba de identificacion de triterpenos (Lieberman Buchard).

Se coloco 4mL del extracto etéreo en un tubo de ensayo.

Se evaporo completamente en bafio Maria.

Se traslado el tubo a la capilla de extraccion y se disolvié el residuo en 1mL
de CHCIs (cloroformo).

Se adiciond al tubo de ensayo 1mL de anhidrido acético y se agit6 bien
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5- Posteriormente se inclind el tubo y se agregd lentamente 3 gotas de H2SO4
concentrado por las paredes del tubo para no agitar la muestra.
6- La muestra se observd para determinar si hubo cambio de coloracion,

formacion de precipitado o turbidez.

Prueba de identificacion de antraquinonas (Borntrager-Kraus).

-
1

Se tomé 4mL del extracto etéreo y se coloco en un tubo de ensayo.

N
1

Se evaporé completamente la solucion en un bafio Maria y se observé un
residuo.
Se disolvio el residuo en 1mL de NH4OH al 25%.

AW
1 d

La muestra se observé para determinar si hubo cambio de coloracién.
Prueba de identificacion de taninos.

1- Setomd 4mL del extracto etéreo y se coloco en un tubo de ensayo.

2- Se evapor6 completamente el disolvente en un bafio Maria y se observé un
residuo.

3- Se disolvio el residuo en agua caliente y se adicion6 cinco gotas de FeCls al
1%.

4- La muestra se observé para determinar si hubo cambio de coloracion.

Método Quimico-Instrumental utilizado en la caracterizacion de

componentes.
Cromatografia de capa fina TLC para identificacion de terpenos.

1- Para la realizacion de esta prueba se tomaron 4 placas cromatograficas cuya
fase estacionara debe ser silica gel con fluorescencia a 254nm (TLC silica gel
F2s4). Se ajusto a la medida 5 x 2,5 cm. Se traz6 una linea en la parte superior
e inferior desde los bordes a 0.5 cm y se colocd un punto en la parte central e

inferior donde se realizo la aplicacion de la muestra. (Ver figura 23).
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Se tomé con un capilar la muestra del extracto etéreo y se aplicd una pequefia
cantidad en tres de las placas cromatograficas de capa fina, luego se dejé
evaporar el disolvente.

Se procedio a la elaboracion del eluyente o la fase movil en la cual se colocd
27mL de Hexano y 3mL de acetato de etilo para su uso por triplicado.

Se arm¢ el sistema cromatografico, tal y como se muestra en la figura 23. Se
tuvo el cuidado de que la cantidad de eluyente que se agregd en el sistema no
estuviera por encima del punto de aplicacién de la muestra. Para el ajuste, se
utilizo la placa cromatogréfica extra, elaborada con anterioridad, la cual no
contenia muestra.

Una vez ajustados los tres sistemas se colocaron las placas y se observo el
avance de la fase movil.

Se retird la placa cuando el eluyente llego a la marca de 0.5 cm de la parte
superior.

Se dejo secar bien todas las placas y una se observo con la luz UV a 254 y
365nm.

La segunda placa se reveld con el reactivo vainillina- &cido sulfurico en
etanol, se agitd bien y con un gotero se colocé varias gotas del reactivo hasta
que la placa quedd bien impregnada. Se realizé desde la parte superior de la
placa y se dejé correr en linea recta. Se dejo secar.

Esta placa se quemé en el calentador-agitador con la parte metalica en
contacto con el calentador y se retird cuando la coloracion se observé intensa.
La tercer placa se reveld utilizando Yodo metalico, se observo el resultado y

se tomo nota.



85

Figura 23. Dimensiones de la placa y sistema cromatografico para identificacion de

terpenos en cromatografia de capa fina
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Nota: Elaboracion propia.

Extracto acuoso (AQ1)

Del refrigerador se sac6 la muestra acuosa y se separd en dos recipientes
pequerios color ambar, en volimenes iguales rotulados como AQ: y AQ2 en el

refrigerador.
Métodos Quimicos utilizados en la caracterizacion de componentes.
Prueba para determinacion de almidon (Lugol).

1- Se tom6 2mL de AQ: y se coloco en un tubo de ensayo.
2- Se agreg6 gota a gota el Lugol esperando que la muestra se mostrara azul, si
no hay cambio de color se afiade méas hasta un maximo de 2mL del reactivo.

3- Se observé el cambio o la usencia de cambio en la coloracion.
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Prueba para determinacién de saponinas (Espuma).

1-

2-

Se agregd 3mL de AQ: a un tubo de ensayo, se tapo el tubo de ensayo con
papel parafina, se agitd por un minuto y se dejé reposar en la gradilla por 20
min.

Se observd si hubo presencia de espuma en la muestra.

Prueba para determinacion de azlcares reductores (Benedict).

e R

Se tom6 3mL de la muestra y se coloc6 en un tubo de ensayo.
Se agregd 10 gotas del reactivo rotulado como Benedict.
En bafio Maria, se agito, se calentd la muestra y se esperd de 5 a 10 min.

Se observo si hubo presencia de un precipitado.

Prueba de taninos y Prueba de Dragendorff.

Para estas pruebas se siguié el procedimiento que fue descrito anteriormente pero

utilizando como muestra el extracto AQ1.

Extracto acuoso AQ2

Se saco del refrigerador la muestra rotulada como AQ2.

Se agregd 10mL de HCI 3M, se agitd bien y se calento por 20 min.

Se dej6 enfriar a temperatura ambiente.

La muestra se colocé fria en un embudo separador y procedi6 a realizar de 3
a 5 extracciones con éter etilico de igual manera como se realizé al extracto
original. Para esto se siguié el mismo procedimiento denominado Extraccion.
Se separd el extracto etéreo como AQ-2E y el acuoso como AQ2A. La muestra
AQ:2A no se refrigerd pues tenia mucha presencia de acido que no permite el

crecimiento de microorganismos.
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Muestra AQZE.

Se concentrd la muestra a un volumen aproximado de 30 mL vy se realizo las
pruebas que se indican a continuacion, siguiendo los procedimientos descritos

anteriormente:
Meétodos Quimicos utilizados en la caracterizacion de componentes.
Prueba de Dragendorff
Prueba de Shinoda
Prueba de KOH
Prueba Liberman Buchard

Prueba de Borntréger-Kraus

Muestra AQ2A.

La muestra se tomd directamente y se le realizé la prueba de Borntréger-Kraus,

el cual es un método quimico utilizado en la caracterizacion de antraquinonas.

Prueba de Borntrager-Kraus.

1- Se tom61mL de muestra y se llevo a un pH de 9 agregando lentamente y con
agitacion constante gotas de una disolucion de NaOH al 10%. El pH se
verificd con tiras reactivas. Si no se tornd azul la disolucién la prueba se
cataloga como negativa.

2- Se desecho el resto de la muestra AQ2A.
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En la figura 24 se observa un resumen de la metodologia empleada en la
caracterizacion de los metabolitos de las los extractos E, AQL, AQ2E y AQ2A basado
en el Manual de Laboratorio de Farmacognosia de la Universidad Internacional de las

Américas, elaborado por el Licenciado Javier Rodrigo Alpizar Cordero.
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Figura 24. Metodologia empleada en la caracterizacion de los metabolitos en los
extractos E, AQ1, AQ2E y AQ2A de las hojas secas de Lippia alba

Extracto Aq

3-5 extracciones de 25 mL

Terpenos
Fase acuosa Fase etérea
/Taninos

Draggendorf

Separar en 2 partes

Shinoda

\ KOH

Liebermann

Bomtrager
Taninos

Draggendorfe-——

Fase acuosa Fase etérea

RN Borntrager

Nota: Alpizar, J. (2019).
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Pruebas microbioldgicas para la evaluacion de la capacidad antibacteriana
de los extractos metanolicos y acuosos de Lippia alba (Juanilama)

Evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos acuoso y metanolico

frente a cepas de Staphylococcus aureus

En esta etapa, se evaluo la posibilidad de que distintas diluciones de los extractos
metanolicos y acuosos de las hojas secas de Juanilama tuvieran actividad antibacteriana
frente a cepas de Staphylococcus aureus. Las cepas fueron facilitadas por el Laboratorio
de Bacteriologia Médica de la Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa

Rica, brindadas por el Dr. Carlos Chacén Diaz.

Los analisis microbiologicos se desarrollaron en los Laboratorios de
Microbiologia Analitica, bajo la supervisién y guia del Dr. Esteban Mena Jara
(microbiodlogo), estando presente durante todo el proceso. Todos los materiales, insumos
y equipo fueron suministrados por el laboratorio microbioldgico. La actividad fue
evaluada a dos extractos: Primero se utilizd el extracto metandlico y en segundo lugar,

el extracto acuoso.

En la tabla 4, se muestran las concentraciones y diluciones aplicadas durante la
evaluacion de ambos extractos, utilizando como disolvente agua estéril. EI volumen de
disolvente utilizado se agregd en procura de lograr concentraciones de los extractos al
100%, 80%, 60% Yy 40%.

Como control positivo para las muestras se utilizd: Mupirocina al 2% ungiiento
(Mupiral ®), este es un antibiotico topico de amplio espectro, se utiliza en infecciones
primarias y secundarias de la piel. Se aplicé como blanco los solventes utilizados para
las extracciones con el objetivo de comprobar si pudieron intervenir o no en el ensayo.

La identificacion cualitativa del S. aureus se realiz6 con Agua Oxigenada al 3%.
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Tabla 4. Concentraciones y volimenes de los extractos metandlicos y acuosos que se
emplearon en la evaluacion de la actividad antibacteriana sobre una cepa de S.

aureus Y los volumenes de disolvente utilizado

Concentracion del Volumen de Volumen de
extracto acuoso o extracto utilizado solvente utilizado
metandlico % (mL) (mL)
100% 10 0
80% 8 2
60% 6 4
40% 4 6

Nota: Elaboracion propia.

Tabla 5. Cantidad de los extractos metano6licos y acuosos a diferentes
concentraciones que se emplearon en la evaluacion de la actividad antibacteriana

sobre una cepa de S. aureus

Concentracion del
extracto acuoso o
metanolico %

Volumen de extracto
utilizado (uL)

100% 40
80% 40
60% 40
40% 40

Nota: Elaboracion propia.
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Equipos y materiales para las pruebas microbioldgicas

2 Micropipetas Graduadas: Una de 10-100 pL marca Huawei y otra marca
Shcheer de 1 a 5mL.

Puntas estériles de micropipetas

Lampara de alcohol para esterilizacion

Torunda estéril

Goteros

Placas de Petri con agar Muller-Hinton estandar

Portaobjetos

Regla con escala métrica

Céamara de flujo laminar horizontal tipo 1, marca High Ten, modelo 3HT-24

Incubadora Thermo Scientific, modelo Hera Therm
Reactivos a utilizar

Cepa fresca de Staphylococcus aureus ATCC 25923

Caldo tripticasa de soya

Mupiral ®

Alcohol etilico al 90%

Extractos metanolicos de Lippia alba

Extractos acuosos de Lippia alba
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Metanol (tomado del laboratorio de Universidad Internacional de las Américas)

Agua estéril (proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia analitica)

Ensayo microbioldgico 1 realizado al extracto metandlico de las hojas de Lippia

alba

Cultivo de cepas Bacterianas.

Una vez que las cepas bacterianas de S.aureus ATCC 25923 fueron recibidas de

parte de la Universidad de Costa Rica UCR, se realizd una prueba de identificacion

Ilamada Peroxidasa, colocando una pequefia cantidad de la bacteria en un vidrio y se

agregaron entre dos y tres gotas de Perdxido de Hidrégeno (H.02) al 3%, luego se

prepard un cultivo de éstas, para ello en una camara de flujo laminar:

Se tomé una colonia aislada de la cepa con una torunda estéril.

Se inocul6 en 5mL de caldo de tripticasa de soya.

Se incub6 durante 24 horas a 37 °C.

Se estandarizd la concentracion de bacterias, para ello se introdujo una
torunda estéril en el caldo de cultivo joven para la luego sumergirla en un
tubo con 5mL de solucion salina al 0.85%, se compar6 su turbidez contra la
de un estdndar de 0.5 en la escala de McFarland correspondiente a una
concentracion bacteriana de 1.5 x108 UFC/mL.

Se prepararon los medios de cultivos para el ensayo y se dejaron solidificar
durante 20 minutos.

Se rotularon y midieron las placas para que fuera mas facil la incorporacion
de los extractos en el agar.

Se le realiz6 a cuatro placas, cuatro agujeros con las bases estériles de
micropipetas y con ayuda de un aza de micologia también estéril, se tomod
como guia las marcas azules previamente realizadas. Tenian un espacio

aproximado de un centimetro y medio desde el borde de la placa. La
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profundidad de cada pozo se hizo del grosor del agar, cada uno con un
didmetro de 0.5 cm y recogia una cantidad de liquido méaxima de 40 pL.

Se procedio a realizar tres rayados de la cepa estandarizada de S.aureus con
torundas estériles en cuatro placas de Petri con agar estandar, tomando el
caldo preparado del tubo de ensayo con la punta de la torunda. Con un
movimiento en zigzag se hicieron estrias al agar de lado a lado logrando asi

cubrir toda la placa.

Inoculacion por triplicado del extracto metandlico a diferentes

concentraciones, controles positivos y blanco.

Una vez estuvieron listas las placas, se procedio a la colocacion de los extractos,

para ello:

1-

Se realizaron las diluciones de los extractos con agua autoclavada a 121 °C
durante 20 minutos y 15 libras de presion (estéril). Las cantidades de extracto
y disolvente utilizado se especifico en tabla 4.

De cada una de las diluciones del extracto especificados en la tabla 5 se
colocaron 40 pL en 3 de los pozos de las placas.

A las placas con concentracion de 100% y 60% se les coloco en el cuarto
pozo 40 uL del control positivo Mupiral ®.

A las placas con concentracion de 80% y 40% se les coloco en el cuarto pozo
40 pL del blanco (metanol), considerando que aunque se quiso realizar la

evaporacion completa, la misma podria contener trazas del solvente.

Incubacion de las placas con extractos metanodlicos a diferentes

concentraciones, positivos y blanco.

Cuando las muestras estuvieron montadas:
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1- Se taparon las cepas y se guardaron en una incubadora a 37 °C, durante 24
horas

2- Después del tiempo de incubacion, se observo el crecimiento de las bacterias

en las placas y se evaluo si los extractos tuvieron o no efecto antimicrobiano.

Figura 25. Vista frontal y posterior de cepa de S.aureus, ATCC 25923,

proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia de la UCR, para la evaluacion

in vitro de los extractos acuosos y metandlicos de Lippia alba

"v" i AWG N
Nota: Elaboracion propia.
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Figura 26. Placa de Petri rotulada, con pozos, sin inoculos dentro de Camara de

Flujo Laminar

Nota: Elaboracion propia.

Figura 27. Preparacion de las diluciones de los extractos sometidos al ensayo

microbioldgico

Nota: Mena, E. (2019).
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Ensayo microbioldgico 2 realizado al extracto acuoso de las hojas de Lippia alba
Cultivo de cepas Bacterianas.

Cuando se dio inicio a esta segunda parte del ensayo, ya se contaba con la
solucidén estandarizada de bacterias y los medios de cultivo en agar Mller-Hinton, los
cuales se habian preparado anteriormente en el ensayo microbioldgico 1, por lo que se
continué el procedimiento con el rotulado de las placas, elaboracion de pozos e
inoculacion del S.aureus (puntos 6, 7 y 8 del cultivo bacteriolégico en el ensayo

microbioldgico 1).

Inoculacion por triplicado del extracto acuoso a diferentes concentraciones y

controles positivos y blanco.

El procedimiento de inoculacién se realizé de la misma forma que con el extracto
metanolico, solamente que en lugar del extracto metanolico, se utilizo el extracto acuoso

(puntos del uno al cuatro de la inoculacion bacteriana en el ensayo microbiolégico 1).

Incubacion de las placas con extractos acuosos a diferentes concentraciones,

positivos y blancos.

Una vez que las muestras estuvieron montadas, se incubaron a 37 °C, durante 24
horas como se explicd anteriormente, luego se analiz6 si los extractos tuvieron o no

efecto antimicrobiano mediante la medicién de halos de inhibicion.
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS

En este capitulo los resultados e informacién que se proporcionan son los
obtenidos durante el desarrollo de la investigacion que se basdé en cada variable
planteada dentro de los objetivos especificos. A continuacidon se muestran los resultados

obtenidos.

Extracciones acuosas y metandlicas de las hojas secas de Lippia alba

Cuando se realizo la recoleccién del material botanico, previo a su utilizacion, se
sometid a un proceso de seleccion de las partes de interés, por lo que se elimin6é material
extrafio, por ejemplo raices. Se procedi6 a realizar una limpieza utilizando papel toalla

himedo, para posteriormente separar el material de interés (hojas) del resto de planta.

Las hojas fueron sometidas a un proceso de secado al aire libre bajo el sol,
durante cuatro dias, revolviendo para tratar de que las hojas recibieran el calor
uniformemente. Posteriormente se envolvié el material con hojas de papel toalla y se
colocaron en una bolsa con cierre hermético hasta el momento de su uso. Cabe
mencionar que las hojas se sometieron al proceso de secado pues estudios previos
recomendaban el uso de las hojas secas como es el caso de Sette et al. (2014) y Nufiez
etal. (2012).

Con el objetivo de determinar cual de los dos disolventes tenia mejor capacidad
de extraccion, se utiliz6 para el extracto acuoso (agua), una técnica de maceracion por
infusion, sencilla de “hogar” y para el otro extracto, una maceracion en frio con
disolvente organico metandlico al 70:30 con agua. Diferentes estudios reportan la
presencia de flavonoides en la planta, lo que le confiere, en parte, un caracter fendlico
cuya solubilidad habilita el uso de dichos disolventes. (Pascual, Slowing, Carretero,
Sanchez, Villar, 2000, pp.201-2014).
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Para cada uno de los métodos se utiliz6 la misma cantidad inicial de material
boténico (100g) y se procur6 mantener una relacion 1:2 g/mL de soluto-disolvente tal y

como se observa en la tabla 6.

Tabla 6. Cantidad de material botanico utilizado en el extracto acuoso y metandlico
y su correspondiente volumen de disolvente para una relacion 1:2 g/mL soluto-

disolvente

Cantidad de hojas secas Volumenes de disolvente
para ambos extractos (g)  para ambos extractos (mL)

100 200

Nota: Elaboracién propia.

Para la obtencion de ambos extractos se utilizd la Técnica de Maceracion, pues
es una forma sencilla de extraer, del material vegetal, los componentes solubles en el
liquido disolvente. (Bonatti, 1991, p. 106).

Después de aplicar las técnicas de extraccion, se obtuvieron liquidos con escasa
viscosidad. El extracto metan6lico presentd caracteristicas organolépticas como:
coloracion verde oscuro, olor intenso, penetrante y caracteristico de hojas verdes
trituradas, no homogéneo incluso después de la filtracion al vacio. El extracto acuoso,
mostrd caracteristicas como: coloracion verde oscura un poco mas clara y cristalina que
el anterior, olor caracteristico de hojas trituradas y verdes, no homogéneo en las mismas

condiciones. En la tabla 7, se resumen los resultados.
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Tabla 7. Caracteristicas de los extractos acuosos y metanolicos después de proceso

de maceracion

Caracteristicas organolépticas

Disolvente
del
extracto Aroma Apariencia Color Consistencia
Agua Olor ahojas  Transltcido con particulas
(H20) trituradas visibles Verde oscuro Liquida
Olor a hojas
metanol trituradas,  Translucido con particulas ~ Verde muy
(CH3OH)  penetrante visibles 0SCuro Liquida

Nota: Elaboracién propia.

Aungue se mantuvo la proporcion soluto disolvente 1:2 g/mL, la cantidad final

recolectada no fue la misma para ambos extractos.

Debido a las consideraciones anteriores resulta oportuno indicar que el volumen
de extracto acuoso recolectado al final de la maceracion fue casi igual al volumen inicial
agregado de agua. El volumen final del extracto metandlico recolectado fue menor al
volumen de disolvente agregado; esto se debié a que el disolvente utilizado era una
mezcla de metanol-agua al 70:30 y el extracto fue sometido a un proceso de destilacion
para eliminar el metanol de la muestra, eliminando de esta forma gran parte del volumen

recolectado. En la tabla 8 se compilan los resultados mencionados.
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Tabla 8. Cantidades finales obtenidas después de los procesos de maceracion del

extracto acuoso y maceracion-destilacion del extracto metandlico

Cantidad final del ~ Tiempo de

Total de extracto obtenida  extraccion

Método de extraccion .
extracciones

(mL) en horas
Maceracion por infusién 1 196 1
Extracto Acuoso
Maceracion en frio 1 56 192

Extracto metanélico

Nota: Elaboracién propia.

Resultados de prueba de sélidos disueltos

En esta prueba se siguié la metodologia mencionada anteriormente para la
determinacion de sélidos disueltos en 1mL de extracto. El primer paso consistio en
registrar las masas de los viales vacios con tapa y ademas las masas de los viales
después del proceso de secado. Una vez recopilados estos datos, por diferencia se obtuvo
la masa de sélidos disueltos, los cuales, mediante una sencilla conversion de unidades de
gramos a miligramos y un calculo del promedio de esos miligramos, se convierten en los
mg de solidos disueltos en 1mL de extracto. En la taba 9 se describen los resultados
obtenidos. Es importante mencionar que este resultado, sera utilizado posteriormente
para determinar la concentracion de extracto presente en las diluciones preparadas
durante el ensayo microbioldgico. La realizacion del anélisis posterior a la prueba de
solidos disueltos, esta condicionada a la formacion de halos de inhibicion dentro de las

placas.
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Tabla 9. Masas de las variables consideradas para la obtencién de la masa de los

solidos disueltos en un mililitro del extracto

Masa de los Promedio de
Masa de los viales Masa de
, . . Lo - masa de
NUmero de viales vacios +s6lidos solidos -
Extracto . . . solidos
vial con tapa disueltos disueltos di
isueltos
(mg) con tapa (mg) (Mg)
(mg)
1 28246 2855,9 31,3
ACU0S0 2 28247 2854,0 29,3 30
3 2814,2 2843,6 29,4
1 2817,4 2825,7 8,30
Metandlico 2 2831,6 2840,5 8,90 8,7
3 2818,6 28277 9,10

Nota: Elaboracion propia.

Caracterizacion fitoquimica de las hojas secas de Lippia alba por medio de la
identificacion de metabolitos activos a través de métodos quimicos y quimico-

instrumental

En la caracterizacion de los componentes activos de las hojas secas de Lippia
alba, se procedid a realizar un tamizaje fitoquimico mas completo del extracto etandlico,
para esto se analizo la presencia de: alcaloides, flavonoides, cumarinas, triterpenos,
antraquinonas, taninos, terpenos, almidon, saponinas y azucares reductores. Se siguio el
procedimiento descrito en la metodologia para obtener los extractos: etéreos, acuosos
(AQ1ly AQ2)y a partir de AQ2 (AQ2E y AQ2A). En la figura 28 se observa el color de
cada extracto previo a la realizacion de las pruebas; de izquierda a derecha se ubican:
Extracto etéreo (E), AQL, AQ2A y AQZ2E.
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Figura 28. Coloracion inicial de los extractos, previo a las pruebas de

caracterizacion fitoquimica

Nota: Elaboracion propia.
Métodos Quimicos
Identificacion de alcaloides.

Esta prueba se le realizd a los extractos rotulados como: etéreo (E), AQL y
AQZ2E. Es importante mencionar que la prueba seria considerada como positiva si se
formaba un precipitado anaranjado en el momento en que la gota del reactivo de

Dragendorff entra en contacto con la solucion.

En el tubo de ensayo E, la prueba resultd negativa. En el AQL, se observo un
cambio en la coloracion de verde oscuro a café probablemente por el color del reactivo,
pero no se observa precipitacién naranja y por Gltimo en el AQ2E, se observa una

coloracion rojiza que no corresponde con la prueba.

Si bien en algunos estudios mencionan la presencia de alcaloides en la planta
(Medina-Lopez et al. 2011), en otros estudios no reportan presencia de alcaloides y
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atribuyen éste fendmeno a las diferentes condiciones medio ambientales en las que crece
la planta (Ming 1992, Ricciardi 2000; Blanco y Agudelo 2007). Se sabe que la
composicion y contenido de metabolitos presentes puede variar de acuerdo a
condiciones de tipo geogréafico, clima, suelo y estado de la planta al momento de la
recoleccion. En la figura 29 se observa de izquierda a derecha la prueba a E, AQl y
AQZ2E.

Figura 29. Aplicacion de pruebas de alcaloides con reactivo de Dragendorff a
extractos: E, AQly AQ2E

Nota: Elaboracion propia.

Identificacion de flavonoides.

La prueba de Shinoda, se le realizo a los extractos rotulados con: E y AQ2E. La
prueba seria considerada como positiva si se da coloracion del rojo al magenta que
puede variar hacia el rosado claro, si la presencia de flavonoides no es tan alta. Para
Carvajal, Hata, Sierra y Rueda (2009), la prueba de flavonoides da positiva cuando

aparecen coloraciones rojizas, violetas o naranjas.
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El extracto E dio positivo, aunque la muestra inicial era verde oscura se logré
observar con la prueba una coloracion vino muy oscura, al mover el tubo de ensayo se
logré ver algunos pequefios precipitados rojos. En esta prueba se genera hidrdégeno
debido a la reaccion entre el acido clorhidrico y el magnesio, este gas produce la
reduccién del ion flavilo responsable de los cambios de color. Todos los flavonoides,
excepto chalconas, auronas e isoflavonas, provocan una reaccion positiva al realizar esta
prueba (Marcano y Hasegawa, 2002, p. 58). En el caso del extracto AQ2E dio positivo
pues la coloracion observada fue naranja. En la figura 30 se pueden observar los
resultados del extracto E y AQ2E de izquierda a derecha, lo que confirma lo descrito la
mayoria de la literatura consultada, acerca de que es uno de los principales componentes
de la planta.

Figura 30. Aplicacion de pruebas de flavonoides con extracto E y AQ2E

T—

Nota: Elaboracion propia. Pefia, A. (2019).
Identificacion de cumarinas.

Esta prueba fue realizada a los extractos E y AQZ2E, segun Orantes (2008), las
cumarinas se caracterizan por su intensa absorcion en la region ultravioleta del espectro,

las cuales al ser examinadas a la luz ultravioleta presentan coloracion exaltada en
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presencia de un medio basico. El resultado positivo se veria como una coloracion verde
alrededor de la muestra. En este caso ambos extractos resultaron positivos. En la figura
31 se puede observar la coloracion verde de E y AQ2E de izquierda a derecha.

Figura 31. Aplicacion de prueba de KOH para la identificacion de las cumarinas en
los extractos E y AQ2E

Nota: Elaboracién propia.
Identificacién de triterpenos y esteroles con reactivo de Liberman Buchard.

Esta prueba se realizd a los extractos E y AQZ2E con el objetivo de identificar
triterpenos y esteroles. Se empled una mezcla acida compuesta de &cido acético, acido
sulfurico y anhidrido acético. El color se debe a que el grupo hidroxilo (-OH) del esterol
reacciona con los reactivos y existe un aumento en la conjugacion de la saturacion del
anillo fusionado lo que dio un color de verde claro a verde esmeralda. (Chavez,
Hernandez, Leon, 2012).

Cuando se realizé el ensayo dentro de la capilla se pudo observar una coloracion
verde esmeralda en el extracto E y un verde mas claro en el AQ2E. En la figura 32 se

observa la coloracion de la muestras.
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Figura 32. Aplicacion del reactivo de Liberman para la identificacion de

triterpenos en los extractos E y AQ2E

-

Nota: Elaboracion propia.
Identificacién de antraguinonas.

Después de someter el ensayo al extracto E, AQ2E y AQ2A, el color que indica
la presencia del metabolito es el rojo oscuro y entre mas claro sea, menos presencia del

metabolito. Para ambos extractos la prueba fue negativa.
Identificacion de taninos.

Se sometieron a esta prueba los extractos E y AQ1. Para Coy, Parra y Cuca,
(2014), quimicamente los taninos son polimeros de polifenoles con 1 a 2 % de
hidroxidos fendlicos libres, estos compuestos al igual que los compuestos fendlicos
precipitan en presencia de cloruro férrico. Esta respuesta se debe al ataque producido por
el lon cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo provocando una ruptura de enlace y la

union del grupo fendxido al hierro (formacién de complejo).
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Una coloraciéon azul indicaria la presencia de taninos galicos y verde para
catéquicos (Sharapin, 2000). Bajo las anteriores afirmaciones el extracto E cambio la
coloracion de verde oscuro a verde un poco mas claro y AQ1L pasé de verde oscuro a
negro. Para AQL, si se considera la presencia de taninos galicos éste tipo de coloracion
seria valida ya que el FeCls utilizado es de color café rojizo y ante la presencia de este
tipo de taninos (coloracién azul), el color esperado es negro. En la figura 33 se observan

los cambios mencionados.

Figura 33. Desarrollo de la prueba de taninos para la identificacion en los extractos
EyAQ1l

Nota: Elaboracion propia.
Identificaciéon de almidon.

En este caso se utilizo el extracto AQL y no se observd cambio de color hacia el

azul, por lo tanto el resultado es negativo como se puede observar en la figura 34.
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Figura 34. Aplicacion del reactivo Lugol para la identificacién de almidon en el
extracto AQ1l

in

Nota: Elaboracion propia.

Identificacion de saponinas.

De la misma forma que la prueba anterior el extracto utilizado fue AQ1 con

resultados negativo sin la formacion de espuma.

Identificacion de azucares reductores con reactivo de Benedict.

El extracto AQ1 se sometio a la prueba de azlcares reductores con resultado
positivo. Segun Berg, Stryer, y Tymoczko, (2007), si se da la formacién de un
precipitado naranja, se cuenta con azucares reductores. El reactivo de Benedict esta
formado por: Sulfato caprico, Citrato de sodio y Carbonato anhidro de sodio. En un
medio alcalino, el ion cuprico (otorgado por el sulfato clprico) es capaz de reducirse por
efecto del grupo aldehido del azucar (-CHO) a su forma de Cu+. Este nuevo ion forma
un complejo llamado 6xido cuproso (Cu20) que se observa como un precipitado rojo

ladrillo que se puede observar en la figura 35.


https://www.google.com/search?sa=X&biw=861&bih=603&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22Jeremy+Mark+Berg%22&ved=0ahUKEwjE0rjT1LHjAhVDBs0KHX04DLMQ9AgIKTAA
https://www.google.com/search?sa=X&biw=861&bih=603&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22Lubert+Stryer%22&ved=0ahUKEwjE0rjT1LHjAhVDBs0KHX04DLMQ9AgIKjAA
https://www.google.com/search?sa=X&biw=861&bih=603&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22John+L.+Tymoczko%22&ved=0ahUKEwjE0rjT1LHjAhVDBs0KHX04DLMQ9AgIKzAA
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Figura 35. Identificacion de azucares reductores en el extracto AQ1 para

comprobar la presencia de azucares reductores

AQ 7

Nota: Elaboracion propia.
Método quimico instrumental
Identificacion de Terpenos mediante Cromatografia de capa fina.

Para este ensayo se utilizd el extracto E. Para Carvajal, Hata, Sierra y Rueda
(2009), se considera resultado positivo si aparecen manchas en cualquier tonalidad del
rojo, azul, morado o verde. Como se puede observar en la figura 36, se revelaron las
placas inmersas en el sistema cromatogréafico, de izquierda a derecha las placas fueron

reveladas de la siguiente forma:

e Inicialmente en el Ultravioleta UV a 254 nm, aqui se observaron manchas

bien marcadas.
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e Luego con el reactivo Vainillina y quemadas en el calentador, donde se
ven distintas manchas de colores moradas, verdes y azules.
e Por Gltimo, se revel6 una placa con Yodo metélico en donde se observan

manchas amarillentas.

Figura 36. Identificacion de Terpenos en el extracto etéreo por medio de

cromatografia de capa fina y reveladas con UV (a), Vainillina (b) y Yodo metalico

(c) respectivamente

Nota: Elaboracion propia.

En la tabla 10 se puede observar un resumen de resultados obtenidos en las
pruebas de caracterizacion de componentes en los extractos de las hojas de Lippia alba.
Es importante mencionar que el resultado se dara en términos de una presencia fuerte (+
+ +), presencia moderada (+ +) y presencia débil o trazas (+) o de lo contrario, ausencia

del metabolito (-).
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Tabla 10. Resultados obtenidos durante la caracterizacion o tamizaje fitoquimico

del extracto etandlico de las hojas de Lippia alba

Tipo de Componente Lectura de Extracto Observaciones Resultado
prueba a identificar positivo
Dragendorff Alcaloides Precipitado E De verde oscuro a claro -
naranja AQ1 De verde oscuro a café -
AQ2E De verde muy claro a -
rojo
Shinoda Flavonoides Coloracion de E De verde oscuro a rojo 4+
rojo a magenta 0Scuro
AQ2E De verde muy claro a +++
naranja
KOH Cumarinas Coloracién E Coloracion verde tenue +
verde AQ2E Coloracién verde tenue +
alrededor
Liberman Triterpenos Verde claro a E De verde oscuro a ++
Burchard esmeralda esmeralda
AQ2E De verde muy claro a ++
verde
Borntrager-  Antraquinonas Rojo oscuro E Sin cambio -
Kraus AQ2E De verde muy claro a -
verde
AQ2A De verde muy oscuro a
verde oscuro i
FeClI3 Taninos Azul o verde E De verde oscuro a +++
negro
AQ1 De verde oscuro a +
verde
Cromatografia Terpenos Manchas E Manchas de varios
(TLC) verdes, azules colores t++
y moradas
Lugol Almidon Azul AQ1 De verde oscuro a muy -
0SCUro
Espuma Saponinas Espuma AQ1 Sin cambio -
Benedict Azlcares Precipitado AQ1 Formacion de +++
reductores naranja precipitado

Nota: Elaboracién propia.
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Evaluacion de la posible actividad antibacteriana del extracto acuoso y
metandlico de Lippia alba (Juanilama) en el crecimiento in vitro de Staphylococcus
aureus, mediante la medicion de halos de inhibicion

En esta etapa de la investigacion se realizaron dos ensayos microbioldgicos. A

continuacion se exponen los resultados obtenidos en cada uno:
Ensayo 1

Como primer paso se procedid a la identificacion del S.aureus, para esto se
realizd la prueba de la Peroxidasa pues segun McFaddin, (2003), ésta bacteria posee una
enzima llamada Peroxidasa que degrada el peroxido de hidrégeno (H202) en oxigeno y
agua, una vez que entra en contacto con éste y de esta forma se protege pues el H2O>
tiene propiedades oxidativas y la acumulacion del mismo resultaria toxica para la
bacteria. Se logra observar en la figura 37 el burbujeo producido por S.aureus al

degradar el peroxido de hidrégeno.

Figura 37. Prueba de identificacion Peroxidasa a la cepa de S.aureus suministrada

por el Laboratorio de Bacteriologia de la UCR

TR TN
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Nota: Elaboracion propia.
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El primer ensayo consistié en tomar muestras a diferentes concentraciones del
extracto metandlico y colocarlas en cuatro placas de Petri con sus respectivos blancos y
controles negativos, las placas estaban rayadas con una concentracion estandar de
bacterias de S.aureus. A cada placa le fue asignada una concentracion diferente, se les
hizo cuatro agujeros para asi realizar las mediciones por triplicado y en el cuarto agujero

se le coloco ya fuera el blanco o el control positivo.

Los resultados de éste proceso se muestran a continuacion.

Tabla 11. Resultados de la prueba de sensibilidad microbiana de S.aureus con las

extracciones Metandlicas de Lippia alba

Diluciones de
extracto de . Halode
metanol Actividad inhibicion
(CH3OH) % (mm)
100 Positiva 11
80 Positiva 8
60 Positiva 6
40 Negativa 0

Nota: Elaboracion propia.

Al concluir la incubacion de las muestras, se pudo observar que el extracto
metanolico presenta efecto antimicrobiano frente a S.aureus. Teniendo un mayor efecto
el extracto concentrado al 100%. Conforme se fue diluyendo el extracto, el mismo iba
disminuyendo el efecto, hasta llegar a la concentracion de 40% donde no hubo
formacion de halo de inhibicion. En las concentraciones de 100% y 60% se coloco un
control positivo de Mupirocina que obtuvo halos de inhibicion de 40mm., mientras que
en las placas con 80% y 40% se coloco un blanco de metanol previendo trazas del

solvente en el extracto. No obtuvo halos.
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En la figura 38 se puede observar la distribucion de los halos de inhibicion de las

concentraciones de extracto metanolico al 100, 80, 60, 40% de izquierda a derecha.

Figura 38. Prueba de sensibilidad Microbiana de S.aureus frente a extracciones

Metanolicas de L.alba

Nota: Elaboracion propia.

Tomando en cuenta lo descrito en la tabla 10, el extracto metandlico al 100%
presentd halos de inhibicion con un didmetro de 11 mm que, segln los estandares del
Clinical Laboratory Standars Institute CLSI, corresponde a un halo resistente, por lo

tanto, el extracto metandlico evaluado, considerando los estandares, posee accion baja.

Con respecto a la concentracion del extracto metandélico al 80%, éste presentd
halos de inhibicién con un diametro de 8 mm, que clasificaria el halo como resistente.
De la misma forma el extracto etandélico al 80% posee accion baja.

El halo de inhibicion para la concentracion al 60% de extracto metandlico, se
considera un halo resistente, es mucho mas pequefio ya que tiene un didmetro de 6 mm.

Asi mismo que con los extractos anteriores, éste extracto se considera de accion baja.

Finalmente con la concentracion del extracto metanélico al 40%, no se obtuvo

formacion de halo de inhibicion, por lo que se consider6 que el extracto a esta
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concentracion no presentd ninguna actividad antibacteriana frente al microorganismo.
Lo anterior, permite consolidar el concepto de Concentracién Minima Inhibitoria CMI,
pues al no presentar halos de inhibicion, la CMI seria la concentracion de extracto

etanodlico al 60%.

El control positivo, se clasificaria como sensible pues obtuvo un didmetro de
inhibicion de 40mm. Este medicamento se escogid pues es un antibidtico de amplio
espectro que cubre accion tanto para bacterias Gram-positivas como Gram-negativas.
(Quesada 2017)

Relacion con la prueba de solidos disueltos.

Como se comprobo con anterioridad, la cantidad de solidos disueltos por mililitro
de extracto metandlico equivale a 8.7mg y teniendo en cuenta que la cantidad inoculada
del extracto en el ensayo microbioldgico fue de 40uL, se procedié a calcular las

concentraciones de extracto en cada una de las diluciones testadas microbiol6gicamente.

El extracto aplicado al 100% contiene una concentracion de 8.7 pg/uL, el
extracto al 80% contiene una concentracion de 6.96 pg/pL, el de 60% contiene 5.22
ug/uL y el de 40% fue de 3.48 pg/pL. Dados los planteamientos anteriores y tomando
en cuenta que el extracto metandlico utilizado al 60% era la CMI, se deduce que la
cantidad minima de extracto que produce inhibicion es 208.8 pg por pozo, en la tabla 12

a continuacion se agrupan los resultados.



117

Tabla 12. Concentraciones de extracto metandlico y cantidad presente en cada pozo
con relacion a los porcentajes del extracto utilizados durante el ensayo

microbioldgico.

Diluciones de Concentracion Cantidad del
extracto de
del extracto extracto por
Metanol (Lg/uL) 020 (u1g)
(CHaOH) % HOH Pozo (Hg
100 8,7 348,0
80 6,9 278,4
60 52 208,8
40 3,5 139,2

Nota: Elaboracién propia.

Ensayo 2

Durante el segundo ensayo se tomd muestras a diferentes concentraciones del
extracto acuoso y se colocaron sobre placas Petri previamente inoculadas con una
solucion estandar S.aureus. Las placas contaban con cuatro pozos para realizar por
triplicado el ensayo, mas la colocacién de un blanco o control positivo segtn fuera el

caso. Los resultados de éste proceso se muestran en la tabla 13.
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Tabla 13. Resultados de la prueba de sensibilidad microbiana de S.aureus

con las extracciones Acuosas de Lippia alba

Diluciones de

extracto de Agua  Actividad Halo de

inhibicién (mm)

(H20) %
100 Negativa 0
80 Negativa 0
60 Negativa 0
40 Negativa 0

Nota: Elaboracion propia.

Al finalizar la incubacidén de las muestras, y teniendo en cuenta lo estipulado por
el Clinical Laboratory Standars Institute (CLSI) (2017), se pudo observar que en todas
las concentraciones del extracto acuoso, no hubo formacidon de halos de inhibicion por lo
que se considera que el extracto acuoso no posee actividad antibacteriana frente al
microorganismo probado, quizés por la capacidad de extraccion del solvente utilizado.
De acuerdo con la prueba de solidos disueltos, se decidié no realizar el analisis pues el

extracto no mostré halos de inhibicién en ninguna de las concentraciones.

Figura 39. Prueba de sensibilidad Microbiana de S.aureus frente a extracciones

acuosas de L.alba

Nota: Elaboracion propia.
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A pesar de que hay estudios que evidencian la actividad antibacteriana de los
extractos acuosos obtenidos por técnica de maceracion de las hojas secas de L.alba
frente a Staphylococcus aureus, como es el caso de Sette et al. (2014), hay otros
estudios que reportan que el extracto acuoso no posee efecto inhibitorio, por ejemplo el
estudio de Sena et al. (2006) donde explican que las diferencias pueden estar sujetas a
una cantidad considerable de variables, pero la més importante es la naturaleza de
planta. Asi lo demostré Ciccié y Ocampo, (2006), donde mencionan que las muestras de
material botanico obtenidas de la planta L.alba presentan variaciones en sus Metabolitos
activos si se recogen en diferentes épocas del afio. Las diferencias no se limitan a la
época del afio, sino que incluyen factores como estado del suelo, procesos de

recoleccion, tratamiento de la muestra, entre otros.

No se debe perder de vista que el extracto metandlico de las hojas secas de
Lippia alba, posee actividad antibacteriana, lo que estd sustentado en estudios
consultados durante la investigacion. Se puede relacionar entonces los resultados con la

presencia de metabolitos activos identificados en la planta a partir del extracto etandlico.

La actividad antibacteriana del extracto podria estar dada por la presencia de
compuestos fenodlicos como flavonoides, cumarinas y taninos pues segin Carrada y
Castellon (2018) estos “inhiben de manera dosis dependiente la actividad hemolitica y
disminuye la secrecion de alfa toxina en sobrenadantes de cultivos de S.aureus”. (p.131).
De la misma forma Melo et al. (2015) reportan que los terpenos son sustancias toxicas
moduladoras de la actividad microbiana. (p.98). Por otro lado los azUcares reductores
presentan propiedades antiestafilocdcicas que describen Martinez, Soto, Almeida,
Hermosilla y Martinez, (2012).

Si se toma en cuenta que el halo de inhibicion se clasifica en tres niveles:
sensible (S), intermedio (I) y resistente (R), de esta forma una bacteria sensible a la
sustancia produce un halo de 30 mm y 35mm; el intermedio seria entre 15mm y 30 mm
y es considerado resistente cuando los halos son menores a 15 mm; se deduce que el

mejor disolvente utilizado para las extracciones es el metanol.
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Asi mismo no se puede obviar que la accion antibacteriana de los extractos puede
variar por muchas razones y no solo por el disolvente utilizado. También se debe tomar
en cuenta la diferencia en el tiempo durante los procesos de maceracion, el tratamiento
que se le de a las muestras, el correcto almacenamiento de los extractos, una
concentracion adecuada de las bacterias para el ensayo, las variaciones en la
concentracion de metabolitos debidas a las condiciones ambientales y geograficas en que
crecio la planta e incluso, el proceso de recoleccion de las mismas que pueden producir

alteraciones durante los ensayos microbioldgicos.

La formacidn de halos resistentes en la evaluacién microbioldgica también puede
deberse a que los extractos no fueron sometidos a procesos de semipurificacion o
purificacion, donde se puede potenciar el efecto antimicrobiano de los metabolitos
secundarios. Resultaria conveniente entonces llevar acabo dichos procesos para observar

el comportamiento de los extractos en estas nuevas condiciones.

Para el método de extraccion acuoso se selecciond una técnica sencilla que es
muy usada en los hogares y asi poder determinar si esa forma era viable o no. Dado los
resultados obtenidos, la técnica de maceracion por infusién no es una buena técnica para

la extraccion de metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES
Una vez finalizado el presente trabajo de investigacion, se concluye lo siguiente:

e La utilizacion del material botanico de forma seca proporciona una facil
preservacion, manipulacion y transporte del mismo.

e La coloracién verde oscura y el olor penetrante son mucho més intensos
en el extracto metanodlico que en el extracto acuoso.

e Las hojas secas de Lippia alba presentan metabolitos como flavonoides,
taninos, terpenos, azlcares reductores, cumarinas Yy triterpenos
identificados en el tamizaje fitoquimico.

e El burbujeo producido en la prueba de Peroxidasa realizada al
Staphylococcus aureus, confirma la identidad del mismo.

e Se observa actividad antibacteriana en las concentraciones 100%, 80% y
60% del extracto metandlico.

e La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se dio en el extracto
etanolico al 60% que corresponde a una cantidad de 208,8ug por pozo.

e El extracto acuoso no presento actividad inhibitoria bacteriana.

e La técnica de maceracion por infusién no es un buen método para la
extraccion de metabolitos secundarios con capacidad antibacteriana.

e El mejor disolvente para realizar las extracciones fue el metanol.

e El extracto metandlico de las hojas secas de Lippia alba, es una
alternativa natural para el tratamiento de infecciones causadas por

Staphylococcus aureus.
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RECOMENDACIONES

Realizar una investigacion en donde se evalle a la planta en diferentes
épocas del afo, para asi comprobar si las variaciones encontradas son
significativas (debido a las diferencias encontradas de un estudio a otro
entre los metabolitos reportados en las hojas de Lippia alba).

Realizar estudios microbiologicos del extracto Lippia alba, contra otros
microorganismos patogenos frente a los cuales, segin la literatura,
presenta efecto antimicrobiano.

Estudiar otras propiedades reportadas en Lippia alba, por ejemplo las
antifangicas y las antiinflamatorias.

Contar en la Universidad con los equipos necesarios para poder realizar
destilaciones mas eficientes, por ejemplo un rotavapor con mayor
rendimiento. De la misma manera, seria provechoso contar con un
laboratorio microbiol6gico que esté bien equipado, por ejemplo que

cuente con camara de flujo laminar, incubadora y autoclave.



123

REFERENCIAS
Articulos de revistas cientificas

Calixto, J. (2000). Efficacy, safety, quality control, marketing and regulatory guidelines
for herbal medicines (phytotherapeutic agents). Brazilian Journal of Medicinal
and Biological Research, 33: 179-189.

Carvajal, L.; Hata, Y.; Sierra. N. y Rueda, D. (2009). Analisis fitoquimico preliminar de
hojas, tallos y semillas de cupata. Revista Colombiana Forestal. VVolumen 13.
pp.164-167.

Cea de Amaya, R. (2013). Célula Inventa Quimica y Farmacia. Recuperado de:

http://www.dbbe.fcen.uba.ar/contenido/objetos/Cea2013.pdf

Cervantes, E; Garcia, R; Salazar, P. (2014). Caracteristicas generales de los Staphylococcus

aureus. Revista Latinoamericana de Patologia Clinica. México. 61 (1). pp 28-40.

Chies, C; Branco, C; Scola, G; Agostini, F; Gower, A y Salvador, M. (2013). Antioxidant effect
of Lippia alba (Miller) N. E. Brown. Antioxidants, v.2. (pp. 194-205).

Ciccio, J. y Ocampo, R. (2006). Variacion anual de la composicion quimica del aceite

esencial de Lippia alba (Verbenaceae) cultivada en Costa Rica. 6 (3): 149-154.

Isaza, J. (2007). Taninos o polifenoles vegetales. Scientia et Technica. 33:13-18.
DOI:10.22517/23447214.5817.

Jarraud, S; Mougel, C; Thiolouse, J; Gerard, L; Meugnier, H. y Forey, F. (2002).
Relationships between Staphylococcus aureus Genetic Background, Virulence
Factors, Groups (Alleles), and Human Disease. American Society for
Microbiology. 70:631-641.



124

Lopez, M; Stashenko, E y Fuentes, J. (2011). Chemical composition and antigenotoxic
properties of Lippia alba essential oils. Genetics and Molecular Biology, v.34(3).
(pp. 479-488).

Madaleno, 1. (2007). Etno-farmacologia en Iberoamérica, una alternativa a la
globalizacién de las practicas de cura. En Revista Cuadernos Geograficos de la
Universidad de Granada, vol. 41. Recuperado de https://dialnet.unirioja.es/

Martinez, S; Gonzales, J; Culebras, J y Tufién, M. (2002). Los flavonoides: propiedades
y acciones antioxidantes. Nutricion Hospitalaria, 6: 271-278.

Medina, L; Araya, J; Tamayo, G y Romero, R. (2011). Comparacion de metodologias de
extraccioén para limoneno y carvona en Lippia alba usando cromatografia de
gases. Ciencia y Tecnologia, 27 (1y2), (pp.1-13).

Nufiez, M; Torres, C; Aguado, M; Bela, A; Dudik, H y Bregni, C. (2012). Polyphenols
and antimicrobial activity in extracts of Lippia alba (Mill.).
Int.J.Med.Arom.Plants. N°3, (pp.361-368).

Pascual, M; Slowing, K; Carretero, E; Sanchez, D y Villar, A. (2000). Lippia:
Traditional uses, chemistry and pharmacology. Journal of Ethnopharmacology.
(pp. 201-2014).

Pierre, P. y Ryser, E (2006). Inactivation of Escherichia coli O157:H7, Salmonella
typhimurium DT 104, and Listeria monocytogenes on inoculated alfalfa seeds
with a fatty acid-based sanitizer. Journal of Food Protection. 69(3):582-589.

Pochettino, M.L. (2008). La variable tiempo en la caracterizacion del conocimiento
botanico tradicional. Darwiniana, 46(2), parr.1.

Prashant, T., Bimlesh, K., Mandeep, K., Gurpreet, K. and Harleen, K. (2011).
Phytochemical Screening and Extraction: a Review. Internationale
Pharmaceutica Sciencia. (1) 1: 98-106.


https://dialnet.unirioja.es/

125

Quesada, A. (2008). Las Plantas Medicinales. Revista Biocenosis, Vol. 21(1-2).

Séenz, C. (1999). Pruebas de sensibilidad antimicrobiana Metodologia de laboratorio.
Revista médica del Hospital Nacional de Nifios. Costa Rica. Vol.34. (parr. 15,
19-22).

Sena, J.; Melo, J.; Saraiva, A.; Goncalves, A.; Caetano, M. y Haroudo, X. (2006).
Antimicrobial activity and phytochemical profile form the roots of Lippia alba
(Mill) N.E.Brown. Revista Brasileira de Farmacognosia, 16(4), (pp.506-509).

Sette, P; Rego, S; Macedo, M; Batista, S; Rocha, A; Oliveira, T; Amaro, L; Correia, HYy
Costa, K. (2014). Antibacterial activity and phytochemical screening of extracts
of Lippia alba (Mill). African Journal of Microbiology Research, Vol. 8(29),
(pp.2783-2787).

Universidad Tecnoldgica de Pereira. (2009). Metodologias para evaluar in vitro la
actividad antibacteriana de compuestos de origen vegetal. Scientia et Technica,
15(42), (pp. 239-268).

Vera, J; Pastrana, P; Fernandez, K y Vifia, A. (2007). Actividad antimicrobiana in vitro
de volétiles y no volétiles de Lippia alba y extractos organicos y acuoso de
justicia pectoralis cultivadas en diferentes pisos térmicos del departamento del
Tolima. Scientia et Technica, N°33 (pp.345-348).

Yuste, J. y Fung, C. (2004) Inactivation of Salmonella typhimurium and Escherichia coli
O157:H7 in apple juice by a combination of nisin and cinnamon Journal and
Food Protection. (67.2), (pp. 371-377).



126

Fuentes consultadas en linea

Hernandez, A. (16/02/2018). Centro de investigaciobn en productos naturales
(CIPRONA). Universidad de Costa Rica. Recuperado de:

http://ciprona.ucr.ac.cr/historia/

Harris, E. (s.f.). Biochemical Facts behind the Definition and Properties of Metabolites.
Facultad de Nutricion. California, Florida: Texas A&M University. Recuperado
de:https://pdfs.semanticscholar.org/22c7/77dcad42d4166a6454032418a81ec4cd?
572.pdf

Meérida, A. (s.f.). Mecanismos de adaptacion de las plantas a estreses abidticos. Espafia:
Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis. Recuperado de:

https://www.ibvf.us-csic.es/en/node/82

Ocampo, R. (1994). Domesticacion de plantas medicinales en Centroamérica. (Informe

N°245). Costa Rica: CATIE. (pp.6-7). Recuperado de: https://books.google.co.cr

Organizacion Mundial de la salud (OMS). (2002). Pautas generales para las
metodologias de investigacion y evaluacién de la medicina tradicional. Ginebra.

Recuperado de: https://apps.who.int/medicinedocs/es/d/Js4930s/

Organizacion Mundial de la salud (OMS). (2004). Nuevas directrices de la OMS para
fomentar el uso adecuado de las medicinas tradicionales. Recuperado de:

https://www.who.int/mediacentre/news/releases/2004/pr44/es/

Organizacion Mundial de la Salud (OMS). (2017). Definicién fitofarmacos.
Octubre2017.Recuperadode:http://apps.who.int/medicinedocs/documents/s18840
es/s18840es.pdf

Organizacién Mundial de la Salud (OMS). (2018). Datos recientes revelan altos niveles

de resistencia a los antibioticos en todo el mundo. (Enero 2018). Recuperado de:


http://ciprona.ucr.ac.cr/historia/
https://www.ibvf.us-csic.es/%C3%A1ngel
https://apps.who.int/medicinedocs/es/d/Js4930s/
https://www.who.int/mediacentre/news/releases/2004/pr44/es/

127

https://www.who.int/es/news-room/detail/29-01-2018-high-levels-of-antibiotic-

resistance-found-worldwide-new-data-shows

Restrepo, M; Romeo, P y Fraume, N. (2005). EI milagro de las plantas. Recopilado de:
https://books.google.co.cr/books?id=ss3tcgKgh_UC&pg=PT203&dg=nombre+c
om%C3%BAn+de+lippia+alba&hl=es-
419&sa=X&ved=0ahUKEwis75f5y7jjAhVRW1kKHbU9AG4QBAEILTAB#v=0
nepage&qg=nombre%20com%C3%BAN%20de%20lippia%20alba&f=false

Ramos, W; Soares, M; do Nascimento, L; do Nascimento P; Costa, F; Ataide, A;
Carréra, J; Melo, M y Ribeiro, D. (2012). Selecting Medicinal Plants for
Development of Phytomedicine and Use in Primary Health Care, Bioactive
Compounds in  Phytomedicine, InTech, Available. Recopilado de:
http://www.intechopen.com/books/bioactive-compounds-in-
phytomedicine/selectingmedicinal-plants-for-development-of-phytomedicine-

and-use-in-primary-health-care
Libros
Alpizar, J. (2018). Manual de Laboratorio de Farmacognosia.
Berg, J; Stryer, L y Tymoczko, J. (2007). Bioguimica. 62 Edicion. Espafia: Reverte.

Beyer, H. y Walter, W. (1987). 192 Edicion. Manual de Quimica Organica. Espaiia:
Editorial Reverte.

Bonati, A. (1991). Formulation of plant extracts into dosage forms. London: The medicinal plant

industry.

Caéceres, A. (1996). Plantas de uso medicinal en Guatemala. Guatemala: Editorial Universitaria.

Casado, E; Durén, P; Mird, T y Paredes, A. (2012). Operaciones basicas de Laboratorio.

Espafia: Paraninfo.


https://www.who.int/es/news-room/detail/29-01-2018-high-levels-of-antibiotic-resistance-found-worldwide-new-data-shows
https://www.who.int/es/news-room/detail/29-01-2018-high-levels-of-antibiotic-resistance-found-worldwide-new-data-shows
https://books.google.co.cr/books?id=ss3tcgKqh_UC&pg=PT203&dq=nombre+com%C3%BAn+de+lippia+alba&hl=es-419&sa=X&ved=0ahUKEwis75f5y7jjAhVRw1kKHbU9Ag4Q6AEILTAB#v=onepage&q=nombre%20com%C3%BAn%20de%20lippia%20alba&f=false
https://books.google.co.cr/books?id=ss3tcgKqh_UC&pg=PT203&dq=nombre+com%C3%BAn+de+lippia+alba&hl=es-419&sa=X&ved=0ahUKEwis75f5y7jjAhVRw1kKHbU9Ag4Q6AEILTAB#v=onepage&q=nombre%20com%C3%BAn%20de%20lippia%20alba&f=false
https://books.google.co.cr/books?id=ss3tcgKqh_UC&pg=PT203&dq=nombre+com%C3%BAn+de+lippia+alba&hl=es-419&sa=X&ved=0ahUKEwis75f5y7jjAhVRw1kKHbU9Ag4Q6AEILTAB#v=onepage&q=nombre%20com%C3%BAn%20de%20lippia%20alba&f=false
https://books.google.co.cr/books?id=ss3tcgKqh_UC&pg=PT203&dq=nombre+com%C3%BAn+de+lippia+alba&hl=es-419&sa=X&ved=0ahUKEwis75f5y7jjAhVRw1kKHbU9Ag4Q6AEILTAB#v=onepage&q=nombre%20com%C3%BAn%20de%20lippia%20alba&f=false
http://www.intechopen.com/books/bioactive-compounds-in-phytomedicine/selectingmedicinal-plants-for-development-of-phytomedicine-and-use-in-primary-health-care
http://www.intechopen.com/books/bioactive-compounds-in-phytomedicine/selectingmedicinal-plants-for-development-of-phytomedicine-and-use-in-primary-health-care
http://www.intechopen.com/books/bioactive-compounds-in-phytomedicine/selectingmedicinal-plants-for-development-of-phytomedicine-and-use-in-primary-health-care
https://www.google.com/search?sa=X&biw=861&bih=603&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22Jeremy+Mark+Berg%22&ved=0ahUKEwjE0rjT1LHjAhVDBs0KHX04DLMQ9AgIKTAA
https://www.google.com/search?sa=X&biw=861&bih=603&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22Lubert+Stryer%22&ved=0ahUKEwjE0rjT1LHjAhVDBs0KHX04DLMQ9AgIKjAA
https://www.google.com/search?sa=X&biw=861&bih=603&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22John+L.+Tymoczko%22&ved=0ahUKEwjE0rjT1LHjAhVDBs0KHX04DLMQ9AgIKzAA

128

Cavalieri, S; Harbeck, R; McCarter, Y; Ortez, J; Rankin, I; Sautter, R; Sharp, S. y Spiegel, C.
(2005). Manual de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana. 1* Edicion. Estado
Unidos.

Cruz, A. (2001). Antibioticos Naturales, México.

Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). (2017) Performance Standars for
Antimicrobial Susceptibility Testing. Clinical Laboratory Standards Institute.
27th Ed.

Entralgo, P. (2004). Historia de la medicina. Espafia: Salvat S.A.

Fitzpatrick, T. (2008). Dermatologia en Medicina General. 7% Edicion, Espafia: Editorial

Panamericana.

Garcia, M., Gavilanes, J., Martinez, A., Montero, F., Ofiaderra, M. y Vivanco, F. (1999).

Técnicas Instrumentales de Analisis en Bioquimica. Espafa: Sintesis.

Garcia, P; Fernandez, M. y Paredes, F. (1997).Microbiologia Clinica Aplicada. 3? Edicion,
Espafia: Editorial Diaz de Santos.

Hammer, G. y Mcphee, S. (2014). Fisiopatologia de la enfermedad. 7% Edicién,
Editorial McGraw-Hill, México.

Hernéndez, R; Fernandez, C y Baptista, P. (2014). Metodologia de la investigacion. México:
McGraw-Hill.

Jawetz, Melnick y Adelberg. (2011). Microbiologia Médica. China, 25% Edicion, Mc
Graw Hill.

Lezaeta, M. (1997). Medicina natural al alcance de todos. (Digitalizado en 2006). Recuperado
de:https://www.casadellibro.com/libro-medicina-natural-al-alcance-de-todos-2aa-
ed/9789688602256/228988


http://informacionfiabledesalud.com/?p=3516

129

McFaddin, J. (2003). Pruebas Bioguimicas para la Identificacion de Bacterias de Importancia

Clinica. 3% Edicion. Estados Unidos: Ed. Médica Panamericana. (pp. 74-76).

Medina, A. (2000). Guia de antimicrobianos y tratamiento de las infecciones. Espafia: Diaz de

Santos.

Negroni, M. (2009). Microbiologia estomatoldgica. 22 Edicion. Argentina: Editorial Médica

Panamericana.

Pahissa, A. (2009). Infecciones producidas por Staphylococcus aureus. Espafia: Marge Medica
Books.

Rivas, C; Orandy, M. y Verde, M. (2016). Investigacion en plantas de importancia médica.
México: OmniaScience.

Roach, L. (2010). Lo esencial en Metabolismo y nutricion. 32 edicién. Espafia: Elsevier. (pp. 3,
8).

Rodriguez, H. (2007). La utilidad de las plantas naturales en Costa Rica. Heredia, Costa Rica:
EUNA. (p.109). Recuperado de:
https://books.google.co.cr/books?id=j_J4hXSzgEC&pg=PA109&qg=juanilama+plantas+
medicinales&hl=es419&sa=X&ved=0ahUKEwi8yKiwyY zjAhVhvIKKHb6 WAWMQG6A
ElJzAA#v=0nepage&qg=juanilama%20plantas%20medicinales&f=false

Sharapin, N. (2000). Fundamentos de la tecnologia de productos fitoterapeuticos.

Colombia: Roberto pinzén.
Taiz, Ly Zeiger, E. (2006). Fisiologia vegetal. 32 Edicion. Universitat Jaume |.

Tortora, G; Funke, B. y Case, C. (2007). Introduccién a la Microbiologia. 92 Edicion. Argentina:

Editorial Panamericana.

Vanaclocha, B. y Cariigueral, S. (2006). Fitoterapia. Espafia: Elsevier. Recuperado de:

https://books.google.co.cr


https://books.google.co.cr/books?id=j_J4hXSzgEC&pg=PA109&q=juanilama+plantas+medicinales&hl=es419&sa=X&ved=0ahUKEwi8yKiwyYzjAhVhvlkKHb6WAwMQ6AEIJzAA#v=onepage&q=juanilama%20plantas%20medicinales&f=false
https://books.google.co.cr/books?id=j_J4hXSzgEC&pg=PA109&q=juanilama+plantas+medicinales&hl=es419&sa=X&ved=0ahUKEwi8yKiwyYzjAhVhvlkKHb6WAwMQ6AEIJzAA#v=onepage&q=juanilama%20plantas%20medicinales&f=false
https://books.google.co.cr/books?id=j_J4hXSzgEC&pg=PA109&q=juanilama+plantas+medicinales&hl=es419&sa=X&ved=0ahUKEwi8yKiwyYzjAhVhvlkKHb6WAwMQ6AEIJzAA#v=onepage&q=juanilama%20plantas%20medicinales&f=false
http://www.tenda.uji.es/pls/iglu/!GCPPA00.GCPPR0002?lg=ES&isbn=978-84-8021-601-2

130

Tesis y trabajos de graduacion

Cambronero, M. y Cordero, C. Determinacion de la actividad antiinflamatoria topica del
aceite esencial, del extracto etanolico y del extracto etéreo de Lippia alba

(Verbenaceae), empleando un modelo animal. UCR. Costa Rica.

Colina, A.C. (2016). Andlisis fitoquimico, determinacién cualitativa y cuantitativa de
flavonoides y taninos, actividad antioxidante, antimicrobiana de las hojas de
“Muehlenbeckia hastulata (J.E.Sm) .M. Johnst” de la zona de Yucay (Cusco).
Tesis para optar por el titulo de licenciada en Quimica en la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos, Lima.

Orantes, E. (2008). “Tamizaje fitoquimico de la especie vegetal guatemalteca
Quararibea yunckeri Standley Subsp. izabalensis W.S. Alverson ex Véliz
(Bombacaceae)”. (Licenciatura en Quimica y Farmacia). Universidad de San

Carlos de Guatemala.

Ramirez, N. (2013). Obtencién del latex del targua (Croton Draco) y analisis in vitro de
su efecto antibacteriano contra la cepa Staphylococcus aureus causante del
impétigo, durante el periodo de enero a abril, 2013. (Grado de Doctor en

Farmacia). Universidad Internacional de las Américas. Costa Rica.

Reyes, N. y Renderos, A. (2002). Elaboracion de una locion capilar a base de extractos
naturales de ajo y romero (Licenciado en Quimica y Farmacia). Universidad del

Salvador.

Rejia, B. (2007). Estudio estructural y dinamico de sistemas organizados mediante
sondas fluorescentes. (Doctorado en Quimica Fisica). Universidad de Santiago
de Compostela.



131

ANEXOS

Anexo 1. Carta de solicitud de cepa de S.aureus para el Laboratorio de

Microbiologia de la Universidad de Costa Rica.
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