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Resumen

El inminente incremento de la resistencia a antibioticos de las bacterias, genera una
gran preocupacion a nivel mundial, ya que esto resulta en la aparicion de nuevas
cepas que limitan el uso de los antibidticos de eleccidn para el tratamiento. Al ser el
Ecuador, un pais multidiverso en flora y fauna, surge la necesidad de explorar su
medicina ancestral. Con ello, el motivo de este trabajo de investigacion fue analizar
los extractos metandlicos de Uncaria guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga
jussieui en bacterias del grupo gram negativo, como alternativa terapéutica.

Los extractos fueron probados en bacterias gram negativas (S. typhi, K.
pneumoniae P. aeruginosa) causantes de enfermedades nosocomiales. El extracto
Baccharis latifolia presento efecto para S. typhi, con valores de p significativos (0.0197
y 0.033) durante las 12 y 24 horas de ensayo. Mientras que los extractos Uncaria
guianensis y Chuquiraga jussieui fueros eficaces para P.aeruginosa con valores de
p=0.035 y K. pneumoniae. p=0.008. El ensayo de difusibn en disco presentd
resultados Unicamente para S. typhi en los extractos totales Uncaria guianensis y
Chuquiraga jussieui con halos de inhibicion iguales y mayores respecto al control
positivo, entre 9 y 15mm, determinando asi la sensibilidad de los extractos frente a la
bacteria. Estos resultados obtenidos en este estudio son alentadores puesto que se

pudo demostrar que si existe efectividad en los tres extractos.

Palabras clave: Uncaria guianensis, Baccharis latifolia, Chuquiraga jussieuli,

microdilucion en caldo, difusién en disco, extracto metandlico.
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Abstract:

The imminent increase in antibiotic resistance of bacteria generates great
concern worldwide, since this results in the appearance of new strains that limit the
use of the antibiotics of choice for treatment. As Ecuador is a multidiverse country in
terms of flora and fauna, the need arises to explore its ancestral medicine. With this,
the reason for this research work was to analyze the methanolic extracts of Uncaria
guianensis, Baccharis latifolia and Chuquiraga jussieui in bacteria of the gram negative
group, as a therapeutic alternative.

The extracts were tested on gram negative bacteria (S. typhi, K. pneumoniae, P.
aeruginosa) that cause nosocomial diseases. The Baccharis latifolia extract showed
an effect for S. typhi, with significant p values (0.0197 and 0.033) during the 12 and 24
hours of testing. While the extracts Uncaria guianensis and Chuquiraga jussieui were
effective for P.aeruginosa with values of p=0.035 and K. pneumoniae. p=0.008. The
disk diffusion assay presented results only for S. typhi in the total extracts Uncaria
guianensis and Chuquiraga jussieui with equal and greater inhibition halos compared
to the positive control, between 9 and 15mm, determining the sensitivity of the extracts
against the bacteria. These results obtained in this study are encouraging since it was

possible to demonstrate that there is effectiveness in the three extracts.

Keywords: Uncaria guianensis, Baccharis latifolia, Chuquiraga jussieui, broth

microdilution, disk diffusion, methanolic extract.
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1. INTRODUCCION

Los antibidticos son los farmacos con mayor importancia en la salud publica
debido que el uso de éstos ha disminuido considerablemente las tasas de morbilidad
y mortalidad en seres humanos, relacionadas con enfermedades bacterianas. Sin
embargo, una amenaza a nivel mundial es la aparicion de bacterias resistentes a la
terapia tradicional con antibiéticos, ya que limita considerablemente el tratamiento de
infecciones y puede terminar en fallo terapéutico (Mojica, Ramirez & Espitia, 2015 &
Corzo, 2012).

Segun la OMS, el agotamiento de antibiéticos eficaces frente a infecciones
bacterianas, del grupo gram negativo, ha generado que las tasas de resistencia
oscilen entre el 8.4% al 92,95, frente al tratamiento de eleccién con fluoroquinolonas
y cefalosporinas. En Latinoamérica los patdgenos que muestran mayor resistencia a
los antibioticos son Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa. (OMS, 2020).
En el Ecuador, los casos reportados para estos patdgenos han ido incrementado del
58% al 64% entre el 2014 a 2017 (MSP, 2018).

En las dltimas décadas, la creacion de nuevos antibiéticos ha representado un
logro trascendente frente a enfermedades infecciosas, pero su uso inadecuado y
masiva comercializacibn han ocasionado que las bacterias patdgenas generen
resistencia, permitiéndoles crear clones multirresistentes (Rocha, 2015 & Ponce de
Ledn, 2015).

La OMS menciona que la aparicion de bacterias multiresistentes (MDR, por sus
siglas en inglés) a nivel hospitalario ocasionara un alto costo y riesgo para el paciente
ya que el tratamiento médico debera posponerse y la aparicion de enfermedades

nosocomiales incrementara (OMS, 2020).
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La produccion de medicamentos en la industria farmacéutica cubre varias

lineas de patdgenos, los cuales se clasifican conforme a su estructura y mecanismo
de accion. La mayoria de estos farmacos son el resultado de productos de moléculas
naturales, como la penicilina que se deriva de hongos, la tetraciclina de polipéptidos
de bacterias; y muy pocos son completamente sintéticos. En base a su modo de
accion, estructura y componentes, los farmacos pueden actuar como bactericidas o
bacteriostaticos, disminuyendo la proliferacion de bacterias o generando en el
organismo del ser humano, mecanismos para erradicar la infeccion (Ponce de
LednRosales, Arredondo & Lopez, 2015).

Sin embargo, con el pasar de los afios se ha podido observar como el principio
activo de estos farmacos ha ido disminuyendo su efecto sobre los patdgenos, por lo
gue la aplicacion de la medicina tradicional ya no es tan atil y se ve limitada (Ponce
de Ledn-Rosales, Arredondo & Lépez, 2015).

Es por ello que en la actualidad se investigan nuevas alternativas terapéuticas
y una de ellas es explorar en profundidad la medicina ancestral, la etnomedicina,
donde el componente principal es el estudio de las plantas y sus productos naturales.
La terapia medicinal basada en plantas ha sido aplicada desde la antigtiedad, sin
embargo, los hallazgos cientificos no son suficientes como para sustentar la
sustitucién de la medicina moderna, aungue tal vez si para complementarla (Gallegos-
Zurita, 2016).

En el afio 2018, segun la OMS, el uso de plantas medicinales es aplicado por
el 80 % de las comunidades de los paises en desarrollo, como parte del sistema de
salud en la atencién primaria. Dentro de sus terapias, el uso de productos naturales
llega a ser del 70% (Lopes et al, 2019). El bajo costo que las terapias basadas en

plantas representan, la accesibilidad y el riesgo minimo de toxicidad, las posicionan
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como una alternativa principal para el tratamiento de atencion primaria en la salud.
(Gallegos-Zurita, 2016).

En el Ecuador, el uso de plantas medicinales en el area de la salud ha venido
evolucionando con el tiempo, y con ello ha surgido el desarrollo de multiples trabajos
de investigacion enfocados en las enfermedades producidas por patégenos
resistentes (Gallegos-Zurita, 2016 & Rios et al. 2007).

La mayor parte de grupos indigenas en el pais se encuentran en los andes y
la amazonia ecuatoriana, en estas regiones se han llevado a cabo estudios
etnobotanicos donde se destaca el uso de plantas estimulantes, alucinégenas,
antimicéticas entre otras. Dentro de este grupo plantas se han logrado identificar
algunas propiedades medicinales, como el efecto antimicrobiano, en las cuales se
destacan Uncaria guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga jussieui (De la Torre &

Macias, 2016).

Uncaria guianensis

También conocida como ufia de gato, es una planta de origen amazoénico
perteneciente a la familia Rubiaceae del género Uncaria, identificada por ser un
arbusto trepador de hojas simples y elipticas. Se caracteriza por tener un alto potencial
terapéutico y gran accesibilidad econdémica. Es utilizada en la medicina tradicional de
comunidades indigenas por su poder antiinflamatorio, anticancerigeno, antiviral e
inmunoldgico y ha sido aplicada en el tratamiento de afecciones como prostatitis,
artritis reumatoide, enfermedades virales e incluso el cancer (Lopez, 2006 & IKIAM,

2019).
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Su actividad se atribuye a la presencia de dos tipos de alcaloides, inddlicos y

oxindoles; asi como compuestos polifendlicos como los flavonoides. También posee
una pequefia concentracion de triterpenos, polihidroxilados y saponinas. Estudios
realizados sobre esta planta sugieren que el potencial curativo se debe a sus
metabolitos ya que estos presentaron bajo nivel de citotoxicidad y genotoxicidad en

los analisis fitoquimicos que se realizaron (Lopes et al., 2019 & Aguilar el al., 2002).

Baccharis latifolia
Perteneciente a la familia Asteraceae, esta planta es caracteristica de climas
templados, lugares humedos y crece cerca de rios, debido a su gran capacidad de
adaptacién. Esta planta, conocida también por su nombre comun, chilca, ha sido
aplicada en la industria alimenticia, medicinal e industrial por sus propiedades
biologicas y farmacolégicas (Prada et al., 2016).

Su uso en la medicina ancestral se debe a su poder antiinflamatorio, anestésico
y antibacteriano presente en sus hojas, gracia a sus metabolitos como flavonoides y
compuestos fendlicos. Esta composicion fitoquimica le atribuye una gran capacidad
de proteccion frente a microorganismos por la accion de diterpenos y cumarinas
presentes en ella (Martinez et al. 2010 & Kurdelas et al., 2010).

La actividad antiinflamatoria de estos, se debe a que actian permeabilizando
las membranas celulares de microorganismos, alterando su equilibrio y provocando
trastornos metabdlicos; generando una resistencia contra patdgenos y otorgandole
esta caracteristica a la planta (Tubén & Sandoval, 2019; Loja et al, 2017).
Geograficamente, Baccharis se encuentra distribuida dentro del Ecuador a una altitud
de 1500 hasta 3200 msnm en las provincias d Pichincha, Imbabura, Cafar, Cotopaxi,

Chimborazo, Bolivar, Azuay, Loja, Sucumbios y Zamora Chinchipe, se caracteriza por
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ser un arbusto, de abundante follaje, tronco cilindrico y hojas simples y pecioladas

(Tubbn & Sandoval, 2019).

Chuquiraga jussieui

La chuquiragua es una planta propia de los andes ecuatorianos, es muy conocida por
su propiedades medicinales y poderes curativos como cicatrizacion, antiinflamatorio
y potenciador inmunoldgico. Dentro de sus componentes principales se encuentran
los alcaloides, fenoles, cumarinas y antocianinas; a las que se atribuyen
caracteristicas anticancerigenas, antifingicas, insecticidas y antibacterianas (Palma,
2019).

Esta planta ha sido utilizada para tratar afecciones como fiebre, dolores musculares,
fracturas, inflamaciones, heridas, asi como en enfermedades de la préstata y ulceras
por su efecto antibiético y antioxidante. La fitoquimica de esta planta le permite tratar
diversas patologias gracias a la presencia de triterpenos, esteroides y flavonoides,
por su gran potencial farmacolégico (Duefas, 2014).

Las bacterias Gram negativas estan agrupadas por familias y existen muchas
especies, es por ello que se clasifican de acuerdo a su forma, temperatura, pH del
medio o requerimiento de oxigeno. Su patogenicidad esta relacionada con la
presencia de endotoxinas en la parte externa de su membrana celular, mismas que le
otorgan caracteristicas para desencadenar una respuesta inmune ya que su antigeno
genera un amplio espectro de efectos fisiopatolégicos (Mollinedo &

Gonzales, 2014).
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Klebsiella pneumoniae

Se caracteriza por ser un microorganismo saprofitico que se encuentra
colonizando el tracto gastrointestinal, piel y mucosas del ser humano y otros
mamiferos; asi como el medio ambiente. Por su importancia clinica, este patdgeno es
considerado como nosocomial debido a que es la causa principal de infecciones
dentro del ambiente hospitalario, capaz de generar un niUmero importante de brotes a
nivel mundial generando altas tasas de letalidad convirtiéndose en un peligro para la
salud publica. Su alto grado de resistencia frente a medicamentos antimicrobianos,
genera una gran limitacion y falla en los tratamientos (Espino et al., 2018).

K. pneumoniae presenta en su estructura una cipsula gruesa de polisacarido
gue actia como antifagocitico. Su multiresistencia se debe a una gran variedad de
betalactamasas como BLEE, KPC y NDM-1. Esta dltima es una super enzima que ha
aumentado su presencia en aislados de la bacteria resistente a carbapenemasas.
Esto se debe a la difusion de elementos genéticos moviles relacionados con la
codificacion de betalactamasas (Daza, 2019).

Intrinsecamente esta bacteria presenta resistencia a la penicilina por la
presencia de la penicilinasa SHV-1 en su cromosoma. Su resistencia se debe a las
mutaciones cromosomicas o la adquisicion de genes de resistencia a través de

transmision horizontal, mediante plasmidos conjugados (Daza, 2019).

Salmonella typhimurim

En el afio 2017, la OMS consideré este patdgeno como microorganismo
prioritario para el desarrollo urgente de nuevas dianas terapéuticas, debido a la
resistencia presentada a los farmacos de primera linea, como las fluoroquinolonas,

en la mayoria de cepas de Salmonella de origen clinico. Esto se debe a varios
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mecanismos moleculares que el patégeno desarrolla frente al medicamento de uso
tradicional (Cuypers et al., 2018).

La resistencia presentada en Salmonella se debe a las mutaciones en los
genes que codifican la ADN girasa, hiperexpresion de bombas de expulsion activa y
alteraciones en las proteinas de membrana externa. A la expresion de betalactamasas
asi como la presencia de bombas de achique, contribuyen las alteraciones en la
permeabilidad y la alteracion en las PBP (proteinas fijadoras de penicilina) (Mir6 et al.,
2004).

Segun el estudio de Mir6 y colaboradores en 2014, la multiresistencia en
Salmonella se debe a las mutaciones presentes en la topoisomerasa (gyrA, gyrB y
parC) asi como las alteraciones en la permeabilidad celular. Esto debido a la
disminucién de la expresion de la porina OmpF y la presencia del mecanismo de
eliminacion activa, haciendo que estos dos ultimos influyan en la baja sensibilidad a

betalactamicos.

Pseudomona aeruginosa

Este patdégeno es comunmente aislado del ambiente y del entorno hospitalario,
principalmente de dispositivos médicos, como los catéteres. P. aeruginosa, presenta
una resistencia natural y adquirida a antibiéticos. Estudios metabolémicos sugieren
gue esta resistencia se debe a la formacion de biopeliculas, tintes fluorescentes, y
secrecion de nuevos metabolitos que aumentan su capacidad de adaptacion, y por
ende sus factores de virulencia; haciendo que este patdégeno sea dificil de erradicar

con la terapéutica convencional (Mielko el al., 2019).
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Esta bacteria se caracteriza por tener una gran cantidad de pigmentos y

sideroéforos, portadores de Fe3+, que le permiten evadir el sistema inmune y dotan a
su membrana celular la propiedad de impermeabilidad; siendo los mecanismos de
resistencia principales de P. aeruginosa, la presencia de betalactamasas, bombas de
expulsion y mutaciones de porinas transmembrana (Daza, 2019).

Existen dos clases de betalactamasas propias de P. aeruginosa, que son Ampc
y BLEE (betalactamasa de espectro extendido). La primera se encuentra codificada
por el cromosoma de la bacteria y puede ser inducida por los mismos betalactamicos
pero la represion de Amp-c sera la que otorgue el grado de resistencia; mientras que
las BLEE se encuentran codificadas por pladsmidos y son adquiridas mediante
transporte de ADN extracromosomico (Daza, 2019).

Las Bombas de expulsién son complejos enziméticos que expulsan sustancias
gue pueden destruir a la bacteria. P. aeruginosa posee el complejo llamado
MexABOprM el cual presenta una bomba en la membrana citoplasmatica, una
proteina ligada al espacio periplasmico y un canal de salida a la membrana externa lo
gue le otorga a la bacteria la impermeabilidad a los antibidticos (Daza, 2019).

En la membrana externa se encuentran las porinas transmembrana, esta
bacteria presenta la porina de membrana OprD la cual capta aminoacidos de la parte
externa y permite el paso de carbapenémicos pero no de algunos betalactamicos, sin
embargo las mutaciones que se dan en esta afecta su capacidad y afinidad de difusion
para el transporte de antibiéticos (Daza, 2019).

Por todo lo anteriormente expuesto surge la necesidad de impulsar la medicina
tradicional en base a la herbolaria con el fin de encontrar alternativas
fitofarmacoldgicas en base el principio activo de plantas medicinales. El presente

trabajo se plantea analizar el efecto antibacteriano de los extractos de Uncaria
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guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga jussieui, obtenidos por maceracion
(extracto total) en metanol y subfracciones obtenidas tras la extraccién con cloroformo

frente a las bacterias gram negativas S. typhimurium, K. peumoniae y P. aeruginosa.

HIPOTESIS
Los extractos metandlicos de Uncaria guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga
jussieui pueden inhibir el crecimiento de las bacterias gram negativas Klebsiella

pneumoniae, Salmonella typhimurium y Pseudomona aeruginosa

OBJETIVO GENERAL

- Evaluar el efecto antibacteriano del extracto de Uncaria guianensis, Baccharis

latifolia y Chuquiraga jussieui frente a patégenos gram negativos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Analizar el efecto de los extractos de estas plantas sobre el crecimiento de K.
pneumoniae, S. typhimurium y P. aeruginosa mediante microdilucién en caldo
y difusion en disco.
- Comparar la actividad antibacteriana de las distintas fracciones (total,
sobrenadante metandlico, extracto cloroférmico) de los extractos de las plantas

mencionadas
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 REACTIVOS Y EQUIPOS
En latabla 1 se describen las bacterias de interés. Todos los materiales, equipos
y reactivos fueron proporcionados por la UISEK (Tablas 2 y 3). Las cepas ATCC

fueron adquiridas de la casa comercial Medibac.

Tabla 1. Bacterias empleadas y principales caracteristicas.

Bacteria Cédigo ATCC Capacidad para generar
resistencia
Pseudomona aeruginosa ATCC® 27853™ Si.
Klebsiella pneumoniae ATCC® 13883™ Si.
S ] ATCC® 14028™
Salmonella typhimuriummurium Si.

Tabla 2. Reactivos.

Nombre Férmula Casa Comercial
Metanol CH4O J.T. Baker

Acido sulftrico 1% H2S04 PHARMCO

Cloruro de Bario 1% BaCl: Casa de los Quimicos

Tabla 3. Equipos.

Nombre Modelo Marca

Lector ELISA Multiskan Sky ThermoScientific
Camara de Flujo Laminar BSC-1500I1A2-X BIOBASE
Incubadora PSD/C6(5)000 Rebelk
Autoclave 25X-1 All American
Centrifuga Compact Il Clay Adams
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Rotavapor RE301 Yamato
pH-Metro ORION STAR A111 ThermoScientific
Balanza Analitica BAS31PLUS Boeco
Refrigeradora 2015DLXB Durex
Refrigeradora RMA230FVEL Mabe
Licuadora industrial Professional series Oster
Horno microondas EMDL31G3MLS Electrolux

2.2 METODOS

2.2.1 Recoleccion de material vegetal

Se recolectaron hojas de las especies Uncaria guianensis del canton Puyo-
Pastaza, Baccharis latifolia del canton Quito y Chuquiragua jussieiu del canton
Cuenca para la obtencion del extracto, de acuerdo a sus caracteristicas
morfolédgicas. Se realiz6 una seleccidbn muy cuidadosa del material limpio, sin
insectos, hongos o liquenes. Se recolecto la cantidad de 500 g de hojas de cada
especie para obtener 100 gr de polvo seco de las mismas. El material se almacen6
en fundas de plastico con su correspondiente etiqueta para su identificacion, en
ambiente seco y oscuro.
2.2.2 Preparacion del material vegetal para obtencién de extractos
2.2.2.1 Proceso de secado

Se utilizaron Unicamente hojas de Uncaria guianensis, Baccharis latifolia

y

Chuquiraga jussieui, las cuales fueron secadas a temperatura ambiente en un lugar

oscuro y seco, durante 5 dias
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2.2.2.2 Proceso de molienda

El material vegetal completamente seco fue triturado en un procesador de
alimentos hasta pulverizarlo y obtener una textura muy fina. Se recolecté una cantidad
de 100 gr de cada planta, las cuales fueron almacenadas y empaquetadas en bolsas
de plastico selladas y etiquetadas hasta su utilizacion en ambiente seco y oscuro.
2.2.3 Preparacion de extractos
2.2.3.1 Maceracion

El material vegetal pulverizado, fue macerado en metanol en una relacion peso
volumen de 1/4, durante 72 horas a 4°C en una botella de cristal &mbar, asegurando
condiciones de oscuridad. Posteriormente se realizé el proceso de filtrado utilizando
papel filtro. (Anexo 1)
2.2.3.2 Concentracion

El material obtenido de la filtracion se concentré en el rotavapor con las
siguientes condiciones: 100 rpm., 60° y a una presion de 54KPa. Se obtuvo el extracto
seco, por cada planta, en el fondo del balon. Estos fueron colocados en le estufa para
eliminar toda la humedad posible. EIl extracto seco fue reconstituido del bal6n con
22.6 ml de metanol para chuquiragua, 32.6 ml para chilca y ufia de gato con 80ml,
estos fueron almacenados en tubos Falcom a -4°C hasta su utilizacion (Anexo2). Este
extracto se consideré como el extracto crudo del que se retir6 una parte para el
posterior analisis de sus efectos antibacterianos. El resto se emple6 para la extraccion
liguido — liqguido mediante cloroformo. Las concentraciones del extracto seco del
extracto total se indican en la tabla 4.

Tabla 4. Concentracién de extractos totales
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Extracto X Y2 mg/ml Ya 1/8 mg/ml  1/10 mg/ml
mg/ml mg/ml
Baccharis latifolia 200 100 50 25 125

Uncaria guianensis

Chuquiraga jusseiu

2.2.3.3 Acidificacion

El extracto filtrado y concentrado lo llevamos a pH acido utilizando HCI al 2%
en una proporcién 1:3 (v/v) (extracto: HCI). Colocamos el extracto en una probeta de
1L y de forma lentamente se vertio por las paredes, el HCI. Se dejo precipitar por 24
horas a 4 °C y, luego de este tiempo, se centrifugd en tubos Falcon de plastico estéril
de 15 mL a 3500 rpm por 5 minutos con el fin facilitar la posterior filtracion. Tras el
filtrado se procedié a la basificacion.
2.2.3.4 Basificacion

Una vez obtenido el extracto acidificado y filtrado, fue tratado con una solucion
saturada de KOH hasta lograr un pH=10. De igual forma que el proceso de
acidificacion, el extracto basificado se centrifugé a 3500 rpm por 5 minutos y se filtro.
2.2.3.5 Extraccion liquido-liguido

El extracto obtenido se mezclé con cloroformo en una relacion 2:1
volumen/volumen (extracto: cloroformo). Colocamos en un embudo de decantacion
de 1L, agitamos vigorosamente por 1 minuto para facilitar el contacto del extracto con

el disolvente y se dejé decantar por 10 minutos. Después de este tiempo, se pudo
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observar la separacion de dos fases: una superior acuosa — metandlica y otra inferior

cloroférmica. Se retirg esta fase inferior y se midié su volumen, obteniendo un volumen
final de 80ml para chilca, 60ml de ufia de gato y 130ml de chuquiragua.
(Anexo3)
2.2.3.6 Lavado del extracto

Con el fin de eliminar cualquier contaminante o impureza de la fase
cloroférmica, limpiamos el extracto con KCI al 0,88% en proporcion 1:2 (v/v) (KCI:
extracto). Con el uso de un nuevo embudo de decantacidén, colocamos todo lo
obtenido y realizamos agitacion vigorosa durante 1 minuto, para posteriormente dejar
reposar por 15 minutos. Luego de ello, recogimos la fase organica volatil ya limpia.
Para tener un mayor lavado, filtramos en un embudo con papel filtro que contenia un

gramo de Naz2SOa.

2.2.3.7 Concentraciéon y resuspension

La fase cloroférmica lavada se evapor6 en el rotavapor a 100 rpmy 60 °C hasta
su secado completo. El extracto seco colocado en el balén del rotavapor fue
resuspendido en 10 mL de metanol y almacenado a 4 °C hasta su utilizacion. De esta
manera se obtuvieron los extractos E1 (Baccharis latifolia/Chilca), E2 (Uncaria

guianensis/Ufia de gato) y E3 (Chuquiraga jussieui/Chuquiragua)

2.2.4 Evaluacion del efecto antibacteriano de los extractos de Uncaria
guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga jussieui.
2.2.4.1 Cultivos de microorganismos

En la tabla 5 se detalla los medios utilizados para el cultivo y sus componentes.
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Tabla 5. Medios de cultivo

Medio de Cultivo Composicion por litro
Caldo Nutritivo Peptona de carne 5.0 g; extracto de carne 3.0 g. pH final 7,4 O
0,2.

Agar Mueller Hinton
Infusion de carne 2.0 g; hidrolizado de caseina 17.5 g; almidon

1.5 g; agar-agar 13.0 g; pH 7,4 £ 0,2.

Caldo Mueller Hinton I Extracto de carne bovina 3.0 g; hidrolizado acido de caseina 17.5
g; almidén 1.5 g. pH final 7,3 0 0,1.

Se utilizé agar Mueller Hinton para el crecimiento de Pseudomona aeruginosa
(ATCC® 27853™), Klebsiella pneumoniae (ATCC® 13883™) y Salmonella
typhimurium (ATCC® 14028™) los cultivos en medio liquido fueron sembrados en
Caldo Mueller-Hinton. Todas las bacterias fueron cultivadas en condiciones de
temperatura controlada (37°C) durante 24 horas. Salmonella typhimurium ATCC®
14028™ presentd colonias grandes, irregulares de color amarillento y mucoide
(Figura 1A). K. pneumoniae ATCC® 13883™ formé colonias grandes, de forma
irregular, blancas y de aspecto mucoides (Figura 1B). P. aeruginosa ATCC® 27853™

colonias amarillo verdosas, con irregulares y mucoides de gran tamafio (Figura 1C)
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Figura 1. Cultivos en placa de bacterias de estudio en agar nutritivo. A) Colonias de S.
typhimurium. B) Colonias de K. pneumoniae. C) P. aeruginosa.

2.2.4.2 Ensayo de difusién en disco de extractos totales y sobrenadantes
(acuoso-metandlicos)

Para evaluar el efecto antibacteriano de los extractos crudos y sobrenadantes

metandlicos en estudio, se realizaron antibiogramas mediante el procedimiento de

difusion disco. Para la obtenciéon de las bacterias en condiciones Optimas, se
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inocularon de 3 a 5 colonias dentro de los tubos Falcom estériles que contenian 15 ml
con caldo Mueller Hinton Il, y se incubaron por 24 horas. Pasado de este tiempo y con
la ayuda de un hisopo se sembraron las bacterias de estudio dentro de cajas Petri que
contenian agar Mueller Hinton. Se dividid a las cajas Petri en 4 secciones iguales
donde, en la primera se coloco el disco de antibiodtico como control positivo y en los 3
restantes se colocd discos de papel filtro (5mm) que contenia diferentes
concentraciones de cada extracto, 10 ul, 20 ul y40 ul, respectivamente.

Se utiliz6 Levofloxacina (10mg) como control positivo para P.aeruginosa y K.
pneumoniae y Ampicilina (5mg) para S. typhimurium. La medicion de los halos se llevd
a cabo, en 12 y 24 horas de incubacién a 37°C, de forma manual y se evidencio
fotograficamente la formacién de los mismos para su caracterizacion (Anexos 5,6y
7).
2.2.4.3 Ensayo de microdilucion en caldo

Para evaluar el efecto antibacteriano de los extractos cloroférmicos se emple6
el ensayo de microdilucion en caldo. La concentracion de las células de los cultivos
liquidos a partir de los cuales se preparé el indculo, se estimé mediante escala de
turbidez con estdndar McFarland. En la tabla 6 se observa el estandar empleado y el

valor aproximado de UFC/ml.

Tabla 6. Valores de turbidez McFarland frente a su densidad celular equivalente

Standard BacClz (mL) H2S04 (mL) Conteo Densidad Celular
McFarland Aproximada (x108UFC/mL)
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(U.A)

0,5 0,05 9,95 1,5 x108
1,0 0,1 9,9 3,0 x108
2,0 0,2 9,8 6,0 x108
3,0 0,3 9,7 9,0 x108

Para la preparacion del in6culo incubamos las bacterias durante 24 horas,
luego de ello se seleccionaron de 5 a 8 colonias y se colocaron dentro de un tubo de
vidrio que contenia 5 ml de caldo Mueller-Hinton. De forma visual se realizé el ajuste
de turbidez hasta llegar al estdndar McFarland 0,5 U.A, de aqui se tom6 0,2 ml y se
colocd en otro tubo que contenia 3,8 ml de caldo Mueller Hinton, siendo este el
preindculo. Para finalizar, de este tubo se tomé 0,72 mly se diluyeron en 19,73 ml de
caldo Mueller-Hinton obteniendo asi el indculo final.

El ensayo de microdilucion en caldo se realizé en una placa de 96 pocillos por
triplicado. Se empled una placa para cada bacteria. En un volumen final de 200 pL se
colocaron 196 de inéculo (descrito en el apartado anterior) mas 4 pL del extracto en
sus diferentes diluciones (1/10 x, 1/8 x, 1/4 x, 1/2 X, y 1x) o 4 uL de metanol en el caso
de control negativo. Asi, tanto los pocillos que contenian extracto como el control
negativo tuvieron el mismo 4% de metanol. El control positivo contenia 4 pL de
antibidtico: levofloxacina (10mg/ml) para Pseudomona aeruginosa y Klebsiella
pneumoniae y ampicilina (5ml/ml) Salmonella typhimurium (Anexo 4). La placa se
incubo por 12 y 24 horas a 37°C, y la absorbancia se ley6 a 600nm en un
espectrofotometro de placas.

2.2.5 Andlisis estadistico

Mediante los ensayos realizados se obtuvieron resultados que se expresan

como media aritmética = error estandar (SE). Para realizar el analisis de la

significancia estadistica de las diferencias observadas entre las medias de las
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distintas concentraciones de los extractos evaluados, utilizamos el analisis de
varianza de una via (ANOVA) junto a un post test de Dunnet, donde cada valor de
concentracion fue comparado con el control negativo. Para considerar un resultado
estadisticamente significativo, los valores de P obtenido en las pruebas de ANOVA
eran menores 0,05. El analisis estadistico y la representacion grafica se realizé
mediante el uso del programa informatico GraphPad Prism 9.1, de la casa comercial

GraphPad Software (EEUU)

3 RESULTADOS
3.1 Ensayo de difusion en disco de extractos totales y sobrenadantes

Se realizé la medicion de halos de inhibicion de cada una de las bacterias a
diferentes concentraciones de los extractos de interés. Este ensayo se llevd a cabo
con extracto total y sobrenadante; este ultimo se obtuvo de la decantacion tras la
extraccion cloroférmica, correspondiendo a la fase superior acuosa - metandlica.
Estos extractos tenian un color verde intenso, lo que impidié analizar su efecto
mediante microdilucion en caldo que permite evaluar mejor la potencia y eficacia a
traves del célculo de ICso. Como ya se indico en materiales y métodos, las fotografias

de las placas y sus halos de inhibicion se muestran en Anexos 5,6y 7.

Extracto total Sobrenadante
Disco 5mm Ufa J
Hrs |Ab [ 10|20|40|Ab |10|20|40|Ab |10|20|40(|Ab | 10{20(40|Ab |10|20|40|Ab | 10| 20|40
. 12| 27| 9| 9| 9| 28(12|12|14| 21|- |- |- 24|- |- |- 24|- 7| 9| 24|- |- |-
P.aeruginosa
24| 27| 9| 9| 9| 28(12(12|14| 28|- |- |- 26(- |- |- 26|- 7| 9| 25|- |- |-
12| 24/11|12|13| 21|11|11|13| 23|- |- |- 22|- |- |- 22|- 7| 8| 23|- |- |-
K. pneumoniae
24| 25(11|13(14| 26|11|11|13| 28| 7|- |- 24|- |- |- 24|- 7| 8| 24|- |- |-
< Wk 12| 8| 9|10(11| 12|11|11|15| 10| 8| 8| 8| 22|- |- |- 9| 8| 9|10 9|- |- |-
; i
P 24| 8| 9(10|11| 12|12({11|16| 10| 8| 8| 8| 22|- |- |- 9| 8| 9|10 9|- |- |-

Tabla 7 Diametro de halos: extracto total y sobrenadante de chilca, ufia de gato y chuquiragua
en las bacterias de interés en concentraciones de 10ul, 20ul y 4ul.
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En la tabla 7 se muestran los resultados del ensayo de difusion en disco, es

decir, los valores del didmetro de los halos de inhibicion provocados por los extractos
totales y sobrenadantes metandlicos asi como de sus controles positivos. Las
indicaciones 10, 20 y 40 hacen referencia a los microlitros aplicados en cada disco de
5 mm.

Tal y como puede observarse, los extractos totales de chilca y ufia de gato
provocaron halos de inhibicion que, si bien fueron inferiores a los de los controles
positivos (en torno a 25 mm), oscilaron entre los 9 y los 15 mm de manera dependiente
de la concentracion en las tres especies bacterianas. No se observaron diferencias
apreciables entre las 12 y las 24 horas de incubacion.

En el caso del extracto total de chuquiragua, éste no provocé halos de inhibicién
para K. pneumoniae ni P. aeruginosa, pero si para S. typhimurium, aunque fueron
menores que los provocados por los extractos de chilca y ufia de gato. Para
K. pneumoniae, tanto ufia de gato como chilca tuvieron efectos similares, pero para
P. aeruginosa y S. typhimurium, ufia de gato fue méas potente. Chuquiragua fue el
extracto de menor efecto sobre el crecimiento bacteriano.

Los sobrenadantes no provocaron efectos apreciables sobre el crecimiento de
las tres bacterias salvo en el caso de ufia de gato, aunque éste fue inferior al del
extracto crudo. Esto sugiere que los principios activos se encuentran en la fase
cloroférmica, indicando cierto grado de hidrofobicidad.

3.2 Ensayo de microdiluciéon en caldo de extractos cloroférmicos

En la figura 2 se muestran los resultados de absorbancia a 600 nm y el % de
viabilidad calculada a partir de los mismos para S. typhimurium. Como podemos
observar, el extracto de chilca tuvo un efecto significativo a las 12 horas y un efecto

moderado, no significativo, a las 24 horas, llegando a un a inhibicion
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aproximadamente del 5%. Los extractos de ufia de gato y chuquiragua no presentaron

resultados significativos sobre la bacteria (Figuras 2B y 2C).

A
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Figura 2. Absorbancias a 12h y 24h de incubacidon y % de inhibicion para S. typhimurium:
A (Extracto de chilca), B (Extracto de ufia de gato), C (Extracto de chuquiragua). C+: control
positivo (Ampicilina). Post test de Dunnet (C- vs extractos) (* = p-value < 0,05; ** = p-value <

0,01; *** = p-value < 0,001; **** = p-value < 0,0001).

En cuanto al ensayo en P. aeruginosa, Unicamente el extracto de ufia de gato mostro
efectos significativos a las 24 horas de ensayo, un porcentaje de inhibicion de
aproximadamente 20% (Figura 3B). Como podemos observar, no existieron valores
de P estadisticamente significativos para los extractos cloroférmicos de chilca y
chuquiragua, determinando asi que no hay efecto de estas plantas en la bacteria.

(Figura 3A 'y 30).
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Figura 3. Absorbancias a 12h y 24h incubacién y % de viabilidad celular para P. aeruginosa: A
(Extracto de chilca), B (Extracto de ufia de gato), C (Extracto de chuquiragua). C+: control positivo
(Levofloxacina). Post test de Dunnet (C- vs extractos) (* = p-value < 0,05; ** = p-value < 0,01; *** =

pvalue < 0,001; **** = p-value < 0,0001).
Por dltimo, en la figura 4 se muestran los resultados para K. pneumoniae. El
extracto de chilca no mostré ningun un efecto significativo. El extracto de ufia de
gato llego a ser altamente significado en el test de ANOVA, sin embargo su efecto
fue muy débil sobre la bacteria en las 12 horas del ensayo, mientras que a las 24
no presentd efecto con un porcentaje de inhibicion menor al 5% (Figura 4B). Con

chuquiragua se obtuvo un efecto solo a las 24 horas con una inhibicién de

crecimiento de aproximadamente el 10%, logrando un efecto débil. (Figura 4C).
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Figura 4. Absorbancias a 12h y 24h de incubacion y % de inhibicion para K. pneumoniae: A
(Extracto de chilca), B (Extracto de ufia de gato), C (Extracto de chuquiragua). C+: control positivo
(Levofloxacina). Post test de Dunnet (C- vs extractos) (* = p-value < 0,05; ** = p-value < 0,01; *** =

pvalue < 0,001; **** = p-value < 0,0001).

4 DISCUSION
Segun Heakal et al. (2022), el incremento acelerado de bacterias MDR es el
principal problema dentro de la salud publica, y es que el desarrollo de la
resistencia a los antibidticos, representa uno de los puntos mas criticos a

considerar para evitar un posible colapso de la terapia tradicional frente a la

31



EVALUACION DE LA FUNCION ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO DE Uncaria
guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga jussieui FRENTE A PATOGENOS
GRAM NEGATIVOS

emergente evolucion de bacterias resistentes. El grupo de patégenos gram

negativos se caracteriza por desarrollar cepas muy virulentas capaces de adquirir
multiresistencia, generando asi altas tasas de mortalidad.

Por tal motivo se deben seguir buscando alternativas terapéuticas para evitar
un fallo en el sistema de salud o en su defecto reducir el impacto del problema.
Las OMS impulsa el uso y la aplicacion de medicina natural mediante el uso de
plantas nativas para el desarrollo de nuevos farmacos con propiedades altamente
potenciales (OMS, 2019).

Es por ello que este estudio tuvo la finalidad de evaluar el efecto antibacteriano
de extractos de plantas nativas ecuatoriana (Uncaria guianensis, Baccharis latifolia
y Chuquiraga jussieui) frente a las bacterias gram negativas K. pneumoniae, S.
typhimurium y P. aeruginosa.

Nuestros resultados muestran que los extractos de chilca, ufia de gato y
chuquiragua tuvieron efectos inhibitorios sobre el crecimiento bacteriano de las
especies mencionadas.

Segun Bayas et al. (2020), la sensibilidad de microorganismos a extractos
naturales esta relacionada con el tamafio del halo de inhibicion de crecimiento
microbiano, clasificAndose como: resistentes (d<8mm), sensible (9 mm.<d<14
mm), muy sensible (14 mm<d<19 mm) y extremadamente sensible (d>20 mm). K.
pneumoniae, S. typhimurium y P. aeruginosa presentaron halos de inhibicion
entre 9 y 14 mm para el extracto total de chilca y ufia de gato por lo que se
determina que estas bacterias son sensibles a estos dos extractos, para el extracto
de chuquiragua la formacién del halo fue menor a 8 mm, determinando asi una

resistencia de la bacteria frente al extracto.
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Estos resultados concuerdan hasta cierto punto con lo observado en el estudio
de Moncayo (2022) donde al realizar el método de difusién, los halos no llegaron
a superar el diametro de referencia al control positivo, puesto que para poder
evidenciar una actividad antimicrobiana, los halos de inhibicion debian ser
mayores a 17mm. Esto puede deberse a las diferencias en la caracterizacion de
los extractos puesto que los disolventes empleados pueden extraer metabolitos
secundarios que potencien o inhiban su accion (Moncayo, 2022 & Calle et al,
2017).

Los resultados obtenidos en los extractos totales de las tres plantas nativas
mostraron efectos inhibitorios sobre el crecimientos de K. pneumoniae, P.
aeruginosa y S. typhimurium, sin embargo los sobrenadantes derivados de la
extraccion liquido — liquido de los extractos totales no tuvieron ningun efecto sobre
ninguna de las tres bacterias, indicando que, con probabilidad, los principios
activos antibacterianos que pudiera haber en los extractos tienen mas afinidad por
el cloroformo y en todo caso estarian presentes en los extractos cloroférmicos.
Debido al color verde intenso tanto del extracto total como del sobrenadantes
acuoso — metandlico, estas fracciones no pudieron ser evaluadas por
microdilucién en caldo, ya que el maximo de absorbancia de los extractos coincidia
con la absorbancia a 600 nm. Sin embargo, si pudo evaluarse el efecto del extracto
cloroférmico mediante esta técnica, permitiendo calcular porcentajes de viabilidad

(o su contrario, porcentaje de inhibicion).
Los extractos cloroférmicos de las tres plantas nativas tuvieron efectos

significativos, siendo mas efectivo el de ufia de gato frente K. pneumoniae, P.
aeruginosa ya que se pudo evidenciar un porcentaje de inhibicion de hasta el 20%

durante las 24 horas, corroborando estos resultados con la publicacion realizada

33



EVALUACION DE LA FUNCION ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO DE Uncaria
guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga jussieui FRENTE A PATOGENOS
GRAM NEGATIVOS

por Hernandez et al. (2021) donde sugieren que este efecto se debe a los

metabolitos presentes como esteroides, fenoles, triterpenos y flavonoides
(Hernandez, L., Pabdn, L. & Hernandez, P., 2021).

U. guianensis, uia de gato, presenta un compuesto tipo clorina denominado
éter etilico de feoforbida y una mezcla se esteroles B-sitosterol y estigmasterol,
compuestos hidréfobos solubles en disolventes organicos como cloroformo (Prieto
et al. 2011).

En el 2008, Chin y colaboradores, pudieron determinar el efecto inhibitorio de
Uncaria frente a Salmonella typhimurium, donde se pudo evidenciar el aumento
progresivo del % inhibicion en relacion con la dosis aplicada de extracto. Del
mismo modo nuestro estudio evidencio que el extracto de ufia de gato tiene efecto
antibacteriano en bacterias gran negativas.

El extracto de chilca, Unicamente presento un efecto muy débil sobre S.
typhimurium, mientras que para P. aeruginosa y K. pneumoniae no tuvo efecto
alguno, concordando con lo observado en el estudio realizado por Benito A. & De
La Cruz F. (2019), donde el extracto de Baccharis latifolia no presenta una
actividad antimicrobiana frente a estas dos ultimas bacterias. Segun Calle et al.
(2017) los resultados obtenidos con chilca no fueron favorables ya que el
crecimiento bacteriano fue mayor al 90 %, coincidiendo nuestro estudio ya que
Baccharis logré Unicamente inhibiciones menores al 5%. Esta variacién suele
deberse a la estabilidad de sus componentes flavonoides, diterpenos, triterpenos,
taninos y quinonas ya que se pueden encontrar libres o glicosilados, siendo esta
la caracteristica principal para que los compuestos no puedan mantenerse dentro

de las bacterias gran negativas, ya que estas poseen una delgada capa de
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peptidoglicano que facilita su rapida disociacion en al medio extracelular (Benito &
De La Cruz, 2019).

En definitiva el presente trabajo evidencia el efecto antibacteriano de extractos de
Baccharis latifolia, Uncaria tomentosa y Chuquiraga jussieui, si bien los efectos no

son muy potentes.

5 CONCLUSIONES
Los extractos de Uncaria guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga jussieui
representan una posible alternativa a la antibioticoterapia tradicional frente a
bacterias gram negativas o, al menos, podrian emplearse como coadyuvantes en
combinacién con antibioticos comerciales. El extracto E1 presento efecto débil
para S.typhimurium mientras los extractos E2 y E3 fueros eficaces para
P.aeruginosa y K.pneumoniae El efecto encontrado en los bioensayos de las
plantas se le atribuye en gran parte a sus componentes principales como
flavonoides, fenoles y triterpenos caracteristicos del extracto total y cloroférmico,

mas no asi en sobrenadante puesto la formacion de halos de inhibicion fue nulo.

6 RECOMENDACIONES
Los resultados obtenidos son muy prometedores, sin embargo, se recomienda
probar la combinacidon entre extractos y en concentraciones mas altas. Se
recomienda también realizar la caracterizacion de los extractos, con el fin de
determinar los componentes fitoquimicos, mediante técnicas de analisis de

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, combinado con
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cromatografia de gases. Adicional, es de suma importancia continuar con

investigaciones sobre los efectos antibacterianos de plantas nativas para fomentar

el uso de la medicina ancestral.
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20ul y 4ul.
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10 ANEXOS

Anexo 1. Filtracion de extractos metandlicos. A. extracto de Uncaria tomentosa,
B. extracto de Chuquiraga jusseiu. C. extracto de Baccharis latifolia
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Anexo 2. Destilacidon de extractos metandélicos
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Anexo 3. Extraccion liquido —liquido

Anexo 4. Ensayo de microdilucién en caldo. Placa con el inéculo de bacterias gram

negativas con sus respectivos controles y los tres extractos de plantas nativas A.
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extracto de Baccharis latifolia, B. extracto de Uncaria guianensis, C. extracto

Chuquiraga jusseiu

Anexo 5. Ensayo de difusion en disco: extracto total y sobrenadante de chilca, ufia
de gato y chuquiragua en P. aeruginosa.
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Anexo 6. Difusion en disco: extracto total y sobrenadante de chilca, ufia de gato y
chuquiragua en K. pneumoniae
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Anexo 7 Difusién en disco: extracto total y sobrenadante de chilca, ufia de gato y
chuquiragua en S. typhi
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