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RESUMEN

En el presente trabajo, se evalu6 la actividad antimicrobiana de
los extractos metandlicos de cuatro especies vegetales: Piper
sp., Piper ecuadorense, Lepechinia mutica Benth, y Niphogeton
dissecta, conocidas en la medicina tradicional por sus
propiedades terapéuticas en el tratamiento de afecciones
respiratorias, trastornos digestivos, antiinflamatorios,
expectorantes, etc.

Se aplicé la técnica de Bioautografia en Agar Overlay la cual
permite la localizacion de compuestos con actividad bioldgica
sobre placas de Cromatografia de Capa Fina En la
determinacion de la actividad antibacteriana se utilizaron las
cepas bacterianas de: Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis y Proteus vulgaris, evaluandose frente a cada una de
ellas los extractos de L. mutica y Piper sp., a las concentraciones
de 200/10, 100/5, 40/2, 20/1 ug/uL. En las mismas condiciones
se evalué la actividad antifangica de L. mutica, P. ecuadorense y
N. dissecta frente a los dermatofitos Trichophyton rubrum vy
Trichophyton mentagrophytes. Los resultados se expresan
mediante la visualizacién de zonas de inhibicién alrededor del
compuesto activo el cual se localiz6 segin el Rf en los
cromatogramas. Ademas se determiné la capacidad de inhibicion
del extracto minima que fue de 1uL.

La especie que presentd mayor actividad fue L. mutica (Rf 0,8)
frente a S. aureus, P. vulgaris, T. mentagrophytes y T. rubrum
hasta 1uL, seguido por P. ecuadorense (Rf 0,6; 0,7) frente a T.
rubrum y T. mentagrophytes hasta 1 uL; Piper sp., mostro
actividad intermedia (Rf 0,7), frente a S. aureus y E. faecalis
hasta 5 uL y N. dissecta (Rf 0,6), se presento activo hasta 5 uL
frente a T. mentagrophytes y hasta 2 uL contra T. rubrum. Los
resultados obtenidos nos brindan la oportunidad de encontrar
nuevos agentes activos desde el punto de vista farmacologico, a
partir de una fuente de materia prima natural como lo son las
plantas medicinales.

Palabras claves: Bioautografia, Cromatografia de Capa Fina,
dermatofitos, Rf.
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ABSTRACT

In this study, we evaluated the antimicrobial activity of methanolic
extracts of four plant species: Piper sp., Piper ecuadorense,
Lepechinia mutica Benth, and Niphogeton dissecta, known in
traditional medicine for their therapeutic properties in the
treatment of respiratory disorders, digestive disorders, anti-
inflammatory, expectorant, and so on.

Agar Overlay Bioautography technique was applied, which allows
the location of compounds with biological activity on plates of thin
layer chromatography. In order to determine the antibacterial
activity, the Dbacterial strains  Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis and Proteus vulgaris were assesed against
each one of the extracts of L. mutica and Piper sp., at
concentrations of 200/10, 100/5, 40/2, 20/1 ug/uL. Under the
same conditions the extracts of L. mutica, P. ecuadorense and N.
dissecta were evaluated against dermatophytes Trichophyton
rubrum and Trichophyton mentagrophytes. The results are
expressed by displaying inhibition zones around the active
compound which is located under the Rf on the chromatograms.
Besides determining the activity minimum of inhibition of the
extracts was 1uL.

The species with the highest activity were L. mutica (Rf 0.8)
against S. aureus, P. vulgaris, T. mentagrophytes and T. rubrum
with a minimal dose of 1uL, followed by P. ecuadorense (Rf 0.6,
0.7) with a minimal dose of 1 uL against T. rubrum and T.
Mentagrophytes while as Piper sp., (Rf 0.7) showed intermediate
activity, against S. aureus and E. Faecalis untill dose of 5 uL. The
specie N. dissecta (Rf 0.6), showed activity in the dose of 5 uL
against T. mentagrophytes and 2 uL to T. rubrum. Our findings
provide an opportunity to find new active agents from the
pharmacological standpoint, from a natural source such as
medicinal plants.

Keyworks: Bioatographic agar overlay method, thin Ilayer
chromatography, dermatophytes, Rf.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos remotos el hombre se ha valido de las plantas para
satisfacer sus necesidades mas elementales y, dentro de sus
propiedades para curar sus dolencias y enfermedades (Baquero.,
et al. 2007).

A pesar del tiempo transcurrido y los adelantos en la esfera de la
Quimica Orgéanica y el desarrollo alcanzado en la industria
farmacéutica, el hombre continla por diversas razones,
valiéndose de los beneficios que le proporcionan las plantas del
entorno en el que se encuentra, independiente de su ubicacion
geogréfica, de su grado de desarrollo cultural y econdmico
(Bussmann y Sharon. 2006).

De acuerdo con las estimaciones de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), el 80 por ciento de la poblacién de los paises en
desarrollo dependen de sistemas tradicionales de curacién como
principal fuente de atencion de la salud (Barthlott et al. 1995;
Bussmann y Sharon. 2006).

En los paises andinos de América del Sur, como Ecuador la
medicina tradicional desempefia un importante papel en la
atencion de la salud de las comunidades indigenas, de hecho
esta zona, constituye uno de los pocos lugares del planeta donde
aun es posible descubrir y describir plantas vasculares nuevas
para la ciencia, debido, a que es uno de los paises con mayor
biodiversidad por Km® del mundo (Cerén. 2002). En las
provincias de Loja y Zamora se han reportado mas de 3000 y
2000 especies respectivamente, que representan el 36% del total
de las especies del Ecuador (Myers et al. 2000; Ordoriez et al.
2006; Richter et al. 2005).

En la actualidad el panorama de las enfermedades infecciosas es
muy preocupante debido a la aparicion de cepas multiresistentes a
los agentes quimioterapéuticos utilizados cominmente para tratar
estas enfermedades, por esta razén es urgente el descubrimiento y
desarrollo de nuevas sustancias antimicrobianas para combatir de
manera mas efectiva a dichos agentes infecciosos y sus formas
resistentes. Para esto las plantas han demostrado ser un enorme



reservorio a partir del cual se han encontrado una gran diversidad
de sustancias antimicrobianas que pueden servir para el desarrollo
de nuevos medicamentos (Couvalin. 1988; Elliot. 1999; Gesta.
1997).

Desde el centro de investigacion de la Planta de Productos
Naturales del Instituto de Quimica Aplicada de la Universidad
Técnica Particular de Loja, se ha realizado el proyecto de
“Determinacién de actividad antimicrobiana de Plantas medicinales
del Sur del Ecuador” con el fin de afianzar el estudio de especies
vegetales con actividad bioldgica, que nos permitan buscar nuevos
compuestos activos con posible aplicacion terapéutica en
enfermedades infecciosas.

Para el desarrollo de la presente investigacién se han considerado
cuatro especies vegetales de la Provincia de Loja y Zamora, las
mismas que son muy apreciadas por los lugarefios de cada zona
debido a sus propiedades terapéuticas. Las especies
seleccionadas son: Piper sp., Piper ecuadorense de la familia
PIPERACEAE; Lepechinia mutica Benth (Turuyante) de la familia
LAMIACEAE vy Niphogeton dissecta de la familia APIACEAE.
Segun la bibliografia consultada se ha encontrado que cada una de
estas especies posee compuestos con actividad antimicrobiana,
entre los que tenemos a los flavonoides (Crisina), taninos,
cumarinas, aceites esenciales, terpenoides (Capsaicina), alcaloides
(piperina), entre otros (Baquero et al. 2007; Mongeli y Pomilio.
2002).

Actualmente se han desarrollado varios métodos para determinar
actividad antimicrobiana en especies vegetales, entre los cuales se
encuentra la bioautografia que es una técnica de laboratorio que
permite detectar sustancias con actividad biolégica en mezclas
complejas (Choma. 2005; Marston. 2002). Esta técnica es muy (til
en la realizacion de esta investigacion ya que proporciona
informacion rapida sobre la actividad biolégica de los extractos
vegetales y su localizacion (Hostettmann. 1999; Nostro. 2000).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. Plantas Medicinales y Medicina Tradicional,

En el contexto Latinoamericano y de acuerdo con la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), al hacer referencia a la medicina
tradicional, se incluye la medicacion a base de materiales
elaborados con hierbas que contienen ingredientes activos de
plantas u otros materiales vegetales solos o combinados
(Bussmann y Sharon. 2006; Dorman y Deans. 2000).

Las plantas contienen mdltiples componentes quimicos que se
pueden tipificar como activos porque provocan diversos efectos
0 respuestas en el organismo, el perfil que los describe es
referido como actividad biolégica. En el contexto del uso
tradicional de plantas medicinales, en general se propone que la
actividad deriva de las combinaciones quimicas presentes en la
planta en su forma natural, en vez de considerar un componente
especifico como el responsable de la actividad biolégica o de los
beneficios atribuidos (Encarnacién. 1996; Gurib. 2006).

2.2. Metabolitos Secundarios

Un gran porcentaje de los principios activos de plantas esta
comprendido dentro de los llamados Productos Naturales o
Metabolitos Secundarios (MS), que son compuestos quimicos de
estructuras relativamente complejas y de distribucion mas
restringida y mas caracteristica de familias botanicas especificas,
que los llamados metabolitos primarios. De los primeros (MS),
podemos decir que son indispensables en las plantas en la cual
ellos intervienen, en las interacciones ecolégicas entre la planta 'y
su ambiente, por tal razén son considerados articulos de lujo en
la planta (Gurib. 2006; Levin. 1976).

Por muchos afios el valor adaptativo de la mayoria de los MS fue
desconocido. El estudio de estas sustancias fue iniciado por
quimicos organicos del siglo XIX y de principios del siglo XX, que
estaban interesados en estas sustancias por su importancia
como drogas medicinales, venenos, saborizantes, pegamentos,



aceites, ceras, y otros materiales utilizados en la industria. De
hecho, el estudio de los MS de las plantas estimulé el desarrollo
de las técnicas de separacion, la espectroscopia para dilucidar su
estructura, y metodologias de sintesis y de actividad biolégica
que hoy constituyen la fundacion de la quimica organica
contemporanea (Gurib. 2006; Kagale et al. 2004; Levin. 1976).

En estudios biolégicos mas recientes se determind que la
mayoria de los MS cumplen funciones de defensa contra
predadores y patégenos (Levin. 1976). El reconocimiento de las
propiedades biol6gicas de muchos MS ha alentado el desarrollo
de este campo, por ejemplo en la busqueda de nuevas drogas,
antibidticos, insecticidas y herbicidas. Ademas, la creciente
apreciacion de los altamente diversos efectos bioldgicos de los
MS ha llevado a reevaluar los diferentes roles que poseen en las
plantas, especialmente en el contexto de las interacciones
ecoldgicas (Okunade., et al. 2004).

2.3. Clasificacion de los Metabolitos Secundarios.

En el siguiente esquema simplificado (Fig. 1) se muestra la
interconexién existente entre el metabolismo primario y
secundario, en este caso los metabolitos secundarios se dividen
a grandes rasgos y considerando Unicamente los grupos de
mayor importancia, en tres grupos: compuestos terpenicos,
compuestos fendlicos y compuestos con nitrégeno (Cuellar.
1983; Dorman y Deans. 2000; Taiz y Zeiger. 2006).



mevalonico

‘malonico

Fuente: Dewick Paul M. (2001).

Fig. 1. Vias generales del metabolismo secundario de las plantas.

Las relaciones existentes entre estas rutas y los grupos de
metabolitos secundarios son las siguientes (Dewick. 2001):

e Los compuesto terpenoides se biosintetizan por las rutas
Metil eritritolfosfato (MEP) o acido mevaldnico (MVA).

e Los compuestos fendlicos por la ruta del &cido siquimico,
a partir de los amino4cidos aromaticos o por la ruta del
acido malonico. Estas vias pueden actuar solas o
combinarse de las siguientes maneras: ruta acido
siquimico - aminoacidos aromaticos y aminoacidos
aromaticos - ruta acido malonico.

e Los compuestos de nitrogeno fundamentalmente
provienen de los aminodcidos aroméaticos y/o alifaticos
(Dewick. 2001).


http://biosintesismetabolitossec.blogspot.com/2008/11/medicinal-natural-products-biosynthetic.html

2.3.1. Terpenoides: Son compuestos quimicamente diversos y
estructuralmente complejos constituidos de unidades de isopreno
de 5 carbonos. Se estima que en las plantas sintetizan mas de
30.000 diferentes terpenoides lo cual los constituye como la clase
mas grande de MS. Los terpenoides tienen diferentes funciones,
como son las de estabilizadores de membranas (fitoesteroles),
hormonas (giberelinas y acido abcisico), pigmentos fotosintéticos,
transportadores de electrones, vitaminas como tocoferol
(vitamina E), filoquinona (Vitamina K1). En adicion a esas
funciones fisioldgicas, metabdlicas y estructurales, muchos
terpenoides especificos (familias C10, C15 y C20) sirven para
comunicacion y defensa (Taiz y Zeiger. 2006).

2.3.2. Compuestos fendlicos como los fenilpropanoides y
sus derivados: Los mas de 8.000 compuestos fendlicos que se
conocen estan formados o bien por la via del acido siquimico o
bien por la via del malonato/acetato. La accion farmacologia es
también extensa y variada, son bien conocidas sus actividades
en la fragilidad capilar, como dilatadores de las coronarias,
espasmolitica, antihepatotéxica, colerética, estrégena y diurética.
Destacaremos asi mismo la actividad antimicrobiana y la accién
fungitoxica (Taiz y Zeiger. 2006; Williams y Grayer. 2004).

2.3.3. Compuestos nitrogenados o alcaloides: Los alrededor
de 12.000 alcaloides que se conocen, que contienen uno o0 mas
atomos de nitrégeno, son biosintetizados principalmente a partir
de aminoacidos. Los alcaloides poseen una gran diversidad de
estructuras quimicas. Son fisiolégicamente activos en los
animales, aln en bajas concentraciones, por lo que son muy
usados en medicina (Dewick. 2001; Taiz y Zeiger. 2006).

En la (Fig. 2), se muestra de manera mas detallada los
metabolitos secundarios y las rutas metabodlicas que le dan
origen. Ahora ya es posible distinguir como aminoéacidos alifaticos
precursores al ftriptéfano, lisihna y a la ornitiha y como
aminoacidos arométicos a la fenilamina y a la tirosina. A la par
ya podemos reconocer nuevos intermediarios como el acido
galico, acido cinamico y los isoprenoides (Dewick. 2001).


http://es.wikipedia.org/wiki/Terpenoides
http://es.wikipedia.org/wiki/Fenoles_(metabolitos_secundarios_de_las_plantas)
http://es.wikipedia.org/wiki/Fenoles_(metabolitos_secundarios_de_las_plantas)
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcaloides
http://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido

Los grupos de metabolitos secundarios que se presentan a
continuacion pueden ser reordenados segun la clasificacion
anterior de la siguiente manera (Dewick. 2001).

Compuestos terpenoides: Terpenos y esteroides.
Compuestos _ fendlicos: fenilpropanoides, lignanos,
cumarinas, taninos gdlicos, antraquinonas, flavonoides y
taninos condensados.

e Compuestos con nitrégeno: alcaloides inddlicos,
quinolinicos, pirrolidinicos, tropanicos, pirrodizilinicos,
piperidinicos y quinolizidinicos; protoalcaloides
isoquinoleicos y benzilisoquinoleicos (Dewick. 2001).

Gicosdodll R T —
“metileritritolfosfato

Ruta ac. Siqul{@

Ciclo de‘l Ruta é;ﬁﬂ
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tirosina

cetogeninas

Fuente: Dewick Paul M. (2001)

Fig.2. Rutas Biosintéticas y Metabolitos Secundarios


http://biosintesismetabolitossec.blogspot.com/2008/11/medicinal-natural-products-biosynthetic.html

2.4. Extractos Vegetales

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado
obtenido por tratamiento de productos vegetales con solventes
apropiados, tales como agua, etanol o éter, de elementos
solubles, constituidos por una mezcla de principios activos y
sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes de
una planta fresca o seca (Barreto. 1997).

2.4.1. Caracteristicas de los extractos.

Estudios realizados por Corpas y Barrero entre 1988 y 1991,
permitieron  fundamentar las siguientes caracteristicas
especificas de los extractos:

a. Los extractos bien preparados son de color mas 0 menos
oscuros; cuando han sido preparados al vacio, son
ligeramente mas claros.

b. Algunos son de color café amarillento, otros rojizos; los

extractos provenientes de hojas son verdosos debido a la

clorofila

Su aspecto debe ser liso, fino y homogéneo.

Su olor y sabor son propiedades caracteristicas de la

materia prima que les ha dado su origen. Cuando son

mal preparados, adquieren olor a caramelo o confitura
poco conocida.

e. La solubilidad de los extractos es variable y esta en
relacion directa con el tipo de preparacion al cual fueron
sometidos.

f. Los extractos acuosos son completamente solubles en
agua y producen una solucién transparente, algunas
veces ligeramente turbia, debido a que han sido
preparados con mucha anterioridad.

g. Los extractos alcohdlicos son parcialmente solubles en
agua y algunas veces son totalmente insolubles
especialmente los extractos que han sido preparados con
alcohol fuerte tienen un excelente indice de disolucion,
en el mismo titulo alcoholimétrico del alcohol con el cual
han sido preparados.
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h. Los extractos alcohodlicos preparados con hojas, dan
soluciones coloreadas de verde, pues la eliminacién de la
clorofila no puede ser total. Cordell (1995), propuso
ensayos generales para someter a los extractos a
pruebas especificas para observar su calidad y
composicion final (Barreto. 1997).

2.4.2. Usos de los extractos

Diversos productos derivados de las plantas han mostrado un
efecto antimicrobiano: entre estos compuestos se destacan los
flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales, alcaloides,
lectinas y polipéptidos (Barreto. 1997; Botz et al. 2001; Carrillo et
al. 2001).

En los extractos de las plantas se han evidenciado propiedades
antifingicas, antibacterianas, estimuladoras del desarrollo
fisioldgico de la planta o activando mecanismos de defensa
contra plagas y enfermedades (Barreto. 1997; Cowan. 1999).

Las plantas poseen una diversidad de compuestos bioactivos
como lipidos, grasas, fragancias, pigmentos y sabores que son
ampliamente utilizados en la agroindustria alimentaria,
farmacéutica y cosmética (Barreto. 1997; Duan., et al. 2002).

2.5. Especies vegetales de Estudio

Para desarrollar el presente estudio se han considerado cuatro
especies vegetales que fueron recolectadas en las Provincias de
Loja y Zamora, las cuales son usadas tradicionalmente por los
habitantes de dicha region para tratar diversas afecciones.

A continuacion se presenta la clasificacion etnobotanica de las
plantas a estudiar y su respectiva fotografia tomada en la zona
de recoleccién de las mismas y en el Herbario de la Universidad
Técnica Particular de Loja en la Planta de Productos Naturales.
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Piper sp.

Fig.3. Fotografa de Piper sp., tomada en el canton Numbani
Provincia de Zamora (izquierda) y Piper sp., tomada en el Herbario
de la LITPI - PPN (derecha)

FAMILIA: PIPERACEAE.

DISTRIBUCION: Estatus nativo de los andes y la Amazonia
encontrado desde 0 a 1164 m s.n.m.

PROVINCIAS: Carchi,Pichincha,Zamora-Chinchipe
DESCRIPCION BOTANICA: El género Piper se caracteriza por ser
arbustos mas o menos lefiosos, sus tallos presentan nudos
engrosados, hojas enteras Iobuladas, nudosidades e
inflorescencias en amento (Steyermark. 1984).

USOS: Se emplea los tallos, hojas, raices para afecciones
respiratorias, trastornos digestivos, antiinflamatorio, expectorante,
antitusigeno (Steyermark. 1984).

MODO DE USO: Tintura, Infusion, decoccibn y maceracion
(Steyermark. 1984).

2.5.2. Piper ecuadorense Sodiroi (Matico)

Fig. 4. Fotografia de Piper euadorense, tomada en el céﬁtén
Numbani Provincia de Zamora (izquierda) y P ecuadorense,
tomada en el Herbario de la UTPL- PPN (derecha).
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FAMILIA: PIPERACEAE

DISTRIBUCION: Estatus nativo de los andes y la Amazonia
encontrado desde 0 a 2500 m s.n.m.

PROVINCIAS: Carchi, Pichincha Zamora-Chinchipe.
DESCRIPCION BOTANICA: Arbusto delgado de 4 m de alto.
Tallos verdes con nudos hinchados. Hojas con peciolo corto, la
superficie escabrosa, ovada, de 15x9 cm oblicuamente redondeada
en la base, largamente atenuada en el 4pice, nervadura secundaria
mayor. Flores aclamideas e inflorescencia en espiga apretada o
amentos (Steyermark. 1984).

USOS: Se emplea los tallos, hojas, raices para afecciones
respiratorias,  luxaciones, trastornos  digestivos, malaria,
antiinflamatorio, diarreas sanguinolentas, expectorante,
antitusigeno.

MODO DE USO: Tintura, Infusién, decoccién y maceracion
(Steyermark. 1984).

2.5.3. Lepechinia mutica Benth (Turuyante)

Fig. 5. Fotografia de Lepechinia utica, tomada en el Canton
Quilanga de la Provincia de Loja (izquierda), L. mutica, tomada
en el Herbario de la UTPL- PPN (derecha).

FAMILIA: LAMIACEAE

DISTRIBUCION: Estatus endémico de los andes y encontrado
desde 2000-3000 m s.n.m.

PROVINCIAS: Loja

DESCRIPCION BOTANICA: Arbusto anual o perenne, aromatico.
Hojas opuestas, rara vez verticiladas o alternas, simples, sin
estipulas. Flores bisexuales. Fruta seca. Semillas con o sin
endospermo (www.zipcodezoo.com: Agosto del 2009).
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USOS: Se emplea las hojas y el tallo para el tratamiento de
infecciones vaginales, como antiinflamatorio, diarrea.

MODO DE USO: Coccion. (www.zipcodezoo.com: Agosto del
2009).

2.5.4. Nipogheton dissecta Benth (Culantrillo del cerro)

Fig. 6. Fotografia de Niphogeton dissecta tomada en el Cantén
Saraguro Provincia de Loja (izquierda), N. dissecta tomada en el
Herbario de la UTPL- PPN (derecha)

FAMILIA: APIACEAE

DISTRIBUCION: Hierba nativa de los andes encontrado desde
2500-4500 m s.n.m.

PROVINCIAS: Loja, Azuay, Cafar, Carchi, Chimborazo,
Cotopaxi, Morona Santiago, Napo, Pichincha, Azuay, Zamora-
Chinchipe.

DESCRIPCION BOTANICA: Hierba arrosetada, de 5-10 cm de
altura. Hojas compuestas; peciolos 5-10 cm de largo; lanceolada;
con el apice mucronado. Pétalos 0.8 mm de largo, obovados,
blancos a verde claro. Ovario 0.8 mm de largo. Fruto 3 mm de largo
(www.zipcodezoo.com: Agosto del 2009).

USOS: Se emplea las hojas de toda la planta para el tratamiento de
disenteria, colitis, reumatismo, afecciones al higado y rifién.

MODO DE USO: Coccion (www.zipcodezoo.com: Agosto del
2009).
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2.6. Enfermedades Infecciosas

Las enfermedades infecciosas constituyen una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. En el 2001 la
OMS informo que las enfermedades infecciosas, causadas por
bacterias, hongos y parasitos, fueron responsables de mas de
5,7 millones de muertes, en paises en desarrollo, esto debido a la
apariciébn e incremento de microorganismos resistentes a los
antibiéticos a causa de su amplio y mal uso (Organizacion
Mundial de la Salud: www.who.int. Julio del 2009).

En América Latina las enfermedades infecciosas son
responsables del (47%) de las muertes en nifilos menores de 5
afios en los cuales se ha producido neumonia, diarrea,
tuberculosis causada por microorganismos resistentes (Mesa., et
al. 2004).

En el Ecuador la resistencia bacteriana ha incrementado
enormemente convirtiéndose en un preocupante problema de
salud. La mayoria de cepas resistentes son de origen hospitalario
y comunitario (Hart. 1998; Zurita. 2001).

2.6.1. Resistencia Bacteriana

Se entiende por resistencia, el mecanismo mediante el cual la
bacteria puede disminuir la accion de los agentes antimicrobianos
(Elliot. 1999; Gesta. 1997; Hart. 1998).

Desde el punto de vista clinico se considera que una bacteria es
sensible a un antibacteriano cuando la concentracion de este en
el lugar de la infeccion es al menos 4 veces superior a la
concentracion inhibitoria minima (CIM). Una concentracién por
debajo de la CIM califica a la bacteria de resistente y los valores
intermedios como de moderadamente sensibles (Elliot. 1999;
Hart. 1998; Ponce y machado. 2003).

2.6.2. Mecanismos de Resistencia

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos para resistir la
accion de los antibidticos (Fernandez et al. 2003).
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El primero de ellos es por la posicion de un sistema de
expulsién activa del antimicrobiano, una especie de
bomba expulsora que utilizan las bacterias para la
excrecion de productos residuales o téxicos, con la que
puede eliminar ademas muchos de estos agentes
antibacterianos (Fig. 7A).

El segundo, se realiza mediante la disminuciéon de la
permeabilidad de la pared bacteriana, con la pérdida o
modificacién de los canales de entrada porinas (Fig. 7B).
La produccién de enzimas inactivantes de los antibi6ticos
constituye el tercer mecanismo (Fig. 7C). De esta forma
son inhibidos los aminoglucosidos, el cloranfenicol por la
acetil transferasa, y el caso mas tipico, el de las beta-
lactamasas, para el grupo de los beta-lactamicos. En
afios recientes la aparicién de beta lactamasas de amplio
espectro que incluyen a las antibetalactamasas (acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam), dificulta el uso de
estos antibioticos tan utilizados.

Por ultimo, algunos antibitticos ejercen su accién contra
las bacterias uniéndose a una proteina esencial para la
supervivencia de estas. La resistencia bacteriana se
produce cuando el germen modifica la proteina diana, y
cambia su funcion o produce enzimas distintas (Fig. 7D).
(Fernandez et al. 2003).

Fuente: Fernandez F et al (2003)

Fig. 7. Mecanismos de Resistencia Bacteriana

15



2.7. Microorganismos Patégenos
2.7.1. Bacterias

Son organismos unicelulares y microscopicos que miden entre 1
y 10 micrémetros de longitud, carecen de nucleo diferenciado y
se reproducen por divisién celular sencilla. Estan en casi todos
los ambientes: en el aire, el suelo y el agua, desde el hielo hasta
las fuentes termales. (Pelczar y Reid. 1992).

Una bacteria simplificada estd formada por tres capas externas;
la capa pegajosa protege la pared celular rigida, que a su vez
cubre la membrana celular semipermeable. El flagelo es un
medio de locomocién y los pelos que se extienden por fuera de
la capsula ayudan a la bacteria a sujetarse a las superficies. El
material genético esta contenido en una hebra doble de ADN
circular que forma el nucleoide. Los ribosomas que flotan en el
citoplasma intervienen en la sintesis de proteinas (Silva. 1999;
Trabulsi. 1999).

Las células bacterianas se dividen por fision; el material genético
se duplica y la bacteria se alarga, se estrecha por la mitad y tiene
lugar la division completa forméandose dos células hijas idénticas
a la célula madre. Algunas bacterias se dividen cada cierto
tiempo (entre 20 y 40 minutos). En condiciones favorables, si se
dividen una vez cada 30 minutos, transcurridas 15 horas, una
sola célula habra dado Ilugar a unos mil millones de
descendientes. (Pelczar y Reid. 1992; Silva. 1999; Trabulsi.
1999).

Fig.8. Anatomia de una bacteria sencilla
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2.7.2. Clasificacion de las Bacterias:

2.7.2.1 Por la Forma: Las bacterias con forma de baston reciben
el nombre de bacilos. Las bacterias esféricas se llaman cocos y
las que presentan forma espiral se denominan espirilos (Silva.

1999).

2.7.2.2 Clasificaciéon taxonémica: Divide a las bacterias en 4
grupos:

Gracilicutes, bacterias con pared celular delgada del tipo
Gram negativa.

Firmicutes, tienen paredes celulares gruesas del tipo
Gram positivas.

Tenericutes, carecen de pared celular.

Mendosicutes, tienen paredes celulares poco comunes,
formadas por materiales distintos a los tipicos
peptidoglucanos bacterianos (Silva. 1999).

2.7.2.3. De acuerdo con la constitucion de la pared: Tras la
tincion, las bacterias Gram positivas retienen el tinte y se
colorean de violeta, mientras que las bacterias Gram negativas
liberan el tinte y se tifien de color rosado (Silva. 1999).

Gram negativas, estdn formadas por una doble capa
lipidica: una compuesta de fosfolipidos y una externa con
lipopolisacéridos y proteinas. Su interior posee
caracteristicas hidrofébicas debido a los acidos grasos y
la parte polisacarido externo constituye un ambiente
hidrofilico (Silva. 1999).

Gram positivas. presentan una membrana externa
formada por peptidoglicano, que impide el paso de
compuestos hidrofébicos, debido a la presencia de
azlcares y aminoacidos (Silva. 1999).

17



\ | porina

espacio
peripldsmico

A [ pegtdoghcano 3

V [ membrana
fosolipos L cicano ol | plasmitca

pared de Gram negativos pared de Gram positivos
Fuente: www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar: Julio (2009)

Fig. 9. Estructura de las envolturas de Bacterias Gram +y Gram-

2.7.3. Hongos:

Los hongos son células eucaridticas, con nucleo bien definido
rodeado por una membrana nuclear y una membrana celular que
contiene lipidos, glicoproteinas y esteroles (Fisher. 2001;
Trabulsi. 1999).

2.7.3.1. Estructura:

La mayoria de los hongos estan constituidos por finas fibras que
contienen protoplasma, llamadas hifas que estan divididas por
tabiques llamados septos. En cada hifa hay uno o dos nucleos y
el protoplasma se mueve a través de un diminuto poro que
ostenta el centro de cada septo. Las hifas crecen por
alargamiento de las puntas y también por ramificacién. La
proliferacion de hifas, se llama micelio el cual puede llegar a
formar grandes cuerpos fructiferos, tales como las setas y
cuescos de lobo (Fisher. 2001; Trabulsi. 1999).

2.7.3.2. Reproduccion:
La mayoria de los hongos se reproducen por esporas. Las
esporas se originan después de la union de dos 0 mas nucleos,

lo que ocurre dentro de una o de varias células especializadas.
Estas esporas, que tienen caracteristicas diferentes, heredadas
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de las distintas combinaciones de genes de sus progenitores,
suelen germinar en el interior de las hifas (Fisher. 2001).

Los cuatro tipos de esporas que se producen de esta manera
son: Las oosporas se forman por la unién de una célula macho y
otra hembra; las zigosporas se forman al combinarse dos
células sexuales similares entre si. Las ascosporas, que suelen
disponerse en grupos de ocho unidades, estdn contenidas en
unas bolsas llamadas ascas. Las basidiosporas, se relinen en
conjuntos de cuatro unidades, dentro de unas estructuras con
forma de maza llamadas basidios (Fisher. 2001; Trabulsi. 1999).

2.7.4. Dermatofitos

Los dermatofitos son un grupo de hongos filamentosos
queratinoliticos; que tienen la capacidad de digerir y utilizar la
queratina como sustrato produciendo infecciones en la piel, el
pelo y las ufias denominadas dermatofitosis tanto del ser humano
como de los animales (Butty., et al .1995). Las dermatofitosis son
micosis superficiales que, aunque suelen estar restringidas al
estrato corneo de la piel y sus apéndices, también pueden afectar
la dermis y el tejido subcutaneo causando granulomas o
seudomicetomas (Fisher. 2001; Weitzman y Summerbell. 1995).

De acuerdo con su habitat natural, los dermatofitos pueden
dividirse en tres grupos ecolégicos (Tabla 1):

e geofilicos: Se encuentran en el suelo actuando como
saprobios y se nutren de la queratina alli existente (pelos,
escamas y plumas). Pueden infectar al ser humano como
a los animales.

e zoofilicos: especies que infectan animales y éstos, a su
vez, infectan al ser humano.

e antropofilicos: especies que infectan solamente el ser
humano y que son transmisibles por contacto directo o
indirecto (Graser., et al. 2000; Rubio., et al. 1999).
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Tabla 1. Clasificacion de los dermatofitos segiin su nicho

ecologico
Antropofilicos Zoofilicos Geofilicos
E. floccosum M. canis M. amazonicum
M. audouinii M. gallinae M. cookei
M. ferrugineum M. persicolor M. fulvum
T. concentricum T. erinacei M. gypseum
T. interdigitale T. mentagrophytes M. nanum
T. rubrum T. simii M. praecox
T. schoenleinii T. verrucosum M. racemosum
T. tonsurans T. ajelloi
T. violaceum T. phaseoliforme

T. terrestre
Fuente: Graser et al. (2000) y Rubio et al. (1999)

Las caracteristicas morfolégicas macroscépicas y microscopicas
de algunas especies de dermatofitos estan representadas en la
Fig. 10(a-b)

Trichophyron £y 2 7 7

Fuente: Emmons (1934)

Fig. 10. Estructura morfoldgica de los diferentes tipos de géneros dermatofitos.
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2.8. Microorganismos utilizados en la  evaluacion
antimicrobiana.

2.8.1. Bacterias Gram-positivas

2.8.1.1. Staphylococcus aureus: Es una especie bacteriana
integrada por formas cocaceas, que se agrupan regularmente en
racimos. Son inma@viles y carecen de esporas. Son gram positivas
(Richardson et al. 2008).

Su metabolismo es de tipo fermentativo, son aerobios y
anaerobios facultativos, catalasa positiva y oxidasa negativo. La
temperatura Optima de crecimiento va de 35 a 40°C y el pH
Optimo oscila entre 7,0 y 7,5 aunque soportan pHs mucho mas
extremos (Richardson et al. 2008; Silva. 1999).

El'S. aureuses un agente patogénico que actiGa como un
microorganismo saprofito, se encuentra en la piel del individuo
sano pero en ocasiones en que las defensas de la piel caen
puede causar enfermedad. El principal grupo de riesgo son
pacientes hospitalizados o inmunocomprometidos. Cerca de 2 mil
millones de personas han sido colonizadas mundialmente por
este microorganismo. El S. aureus puede causar Infeccién de piel
y partes blandas (Richardson et al. 2008; Silva. 1999).

S. aureus posee resistencia mediante una beta lactamasa
inducible que le confiere resistencia ante la penicilina, esta beta
lactamasa esta codificada en un plasmido presente en mas del
90% de las cepas. La resistencia al 6xido nitrico es una cualidad
peculiar delS. aureus, capacidad que lo distingue de
otros patégenos, incluyendo los comensales S. epidermidisy S.
saprophyticus. Esta resistencia se debe a que el microorganismo
produce una enzima llamada lactato deshidrogenasa, que la
faculta para tolerar el estrés causado por el radical del 6xido
nitrico. Esta observacion se ha hecho en especies resistentes a
la metilcilina como las que son susceptibles al antibidtico, asi
como en cepas hospitalarias como adquiridas en la comunidad
(Richardson et al. 2008; Silva. 1999).

2.8.1.2 Enterococcus faecalis: Es una bacteria Gram-positiva
comensal, que habita en el tracto gastrointestinal de humanos y
otros mamiferos. Esta bacteria es una causa importante de
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hospitalizaciones debido a que la existencia de enterococos se
potencia porque ha tenido la habilidad de adquirir resistencia a
virtualmente todos los antibiéticos en uso (Blaimont et al. 1995).

El habitat normal de este microorganismo es el tubo digestivo de
animales de sangre caliente por lo que son buenos indicadores
de contaminacion fecal, su presencia en los alimentos indica falta
de higiene o defectuosas condiciones de conservacion, excepto
en alimentos en los que interviene como flora bacteriana natural
de procesos fermentativos, como es el caso de quesos,
embutidos crudos e incluso productos cérnicos (Blaimont et al.
1995).

E. faecalis puede causar endocarditis, infecciones
de vejiga, préstata y epididimo; las infecciones de sistema
nervioso son menos comunes (Blaimont et al. 1995).

Fuente: www.netwellness.org/images: Agosto (2009)

Fig. 11. Estructura morfol6gica de las bacterias gram-positivas
a) S.aureus b) E. Faecalis.

2.8.2. Bacterias Gram-negativas

2.8.2.1. Proteus vulgaris: Es un bacilo gram-negativo,
extremadamente mavil, responsable de muchas infecciones del
tracto urinario; (mas del 10% de complicaciones del tracto
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urinario incluyendo calculos y lesiones celulares del epitelio
renal, enteritis (especialmente en nifios), absceso hepatico,
meningitis, otitis media y neumonia con o sin empiema, entre
otros (Largo et al. 1973).

Es un frecuente invasor secundario de quemaduras y heridas, asi
como de infecciones nosocomiales. Todas las especies
de Proteus son resistentes a la ampicilina y a las polimixinas, un
grupo de antibiéticos bastante activo contra las demas
enterobacterias y otros microorganismos Gram-negativos (Largo
et al. 1973).
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Fuente: Laboratorio de bioactividad de la PPN de UTPL

Fig. 12. Estructura morfoldgica de P. vulgaris

2.8.3. Dermatofitos

2.8.3.1. Trichophyton rubrum: Es el agente etiol6gico de la
tinea corporis (dermatofitosis en el cuerpo), barbae
(dermatofitosis en la barba), cruris (dermatofitosis en las ingles),
manum (dermatofitosis en las manos) y onicomicosis de las
manos y pies. Especie antropofilica de distribucién mundial,
alcanza cerca de un 40% de los casos de tinea. Este hongo
puede infectar los vellos y la piel. Procesos inflamatorios
causados por estos agentes son generalmente crénicos, algunas
veces con lesiones profundas llamadas granulomas tricofiticos
(Ajello y Georg. 1957).

2.8.3.2. Trichophyton mentagrophytes: Es un dermatofito
cosmopolita, es la especie mas aislada del hombre y animales.
De acuerdo con la variedad de especies aislada puede ser
zoofilicos o antropofilico. Por ejemplo, la variedad
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mentagrophytes provoca tinea pedis y tinea corporis, algunas
veces invade la lamina ungueal, presentando puntos blancos en
la ufa. Es un agente contagioso, pudiendo ser trasmitido entre
animales, de animales a personas y de persona a persona (Ajello
y Georg. 1957).

Fuente: www.facmed.unam.m: Agosto (2009)

Fig.13. Dermatofitos: a) T. rubrum; b) T. mentagrophytes.
2.9. Tratamiento de las Enfermedades Infecciosas

2.9.1. Antimicrobianos

Desde el siglo XVIII se ha empleado sustancias quimicas para el
tratamiento de las enfermedades infecciosas. Posteriormente se
descubrieron las sulfonamidas y se acrecenté el interés en
sustancias antibacterianas de origen microbiano, llamadas
antibioticos, de ahi surgié la penicilina, estreptomicina,
gentamicina, itraconazol, etc. Las cuales también han sido
obtenidas sintéticamente, a través de modificacion quimica, total
o parcial de las moléculas por biosintesis (Cordiés., et al. 1998;
Croteau., et al. 2000).
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El término antibidtico, se refiere a un producto metabdlico de un
organismo que es perjudicial o inhibitorio para otros
microorganismos en muy pequefias cantidades, estas sustancias
pueden actuar de dos maneras:

a. Como microbicidas, es decir, que matan las formas
vegetativas de los gérmenes, especialmente se denominan
bactericidas, refiriéndose a bacterias vy fungicidas
refiriéndose a hongos.

b. Como microbiostatico, es decir que inhibe el crecimiento de
microorganismos Yy se denominara, bacteriostatico o
fungistatico, segun se refiere a bacterias o a hongos
respectivamente (Barreto. 1997; Cordiés., et al. 1998;
Croteau., et al. 2000).

2.9.2. Principios Antimicrobianos Provenientes de Plantas

Los mecanismos por los cuales las plantas pueden conseguir la
destruccion o inhibicion de los microorganismos pueden ser
atribuidos a los metabolitos antimicrobianos que pueden actuar
en alguno de los siguientes puntos: impidiendo la sintesis de
acidos nucleicos, de proteinas o de la pared celular o bien
alterando la membrana celular bacteriana sobre la que actdan
(Carrillo., et al. 2001; Mongeli y Pomilio. 2002). Por ejemplo:

e Los taninos precipitan las proteinas, fenébmeno que, al
ocurrir en la membrana citoplasmatica bacteriana, altera
la permeabilidad de la misma y, por lo tanto, el
intercambio de sustancias nutritivas y de desecho,
conllevando esto a la muerte celular (Mongeli y Pomilio.
2002; Saenz. 2003).

e Los compuestos esteroidales pueden interferir en
determinados procesos de sintesis vitales en la célula
bacteriana (Mongeli y Pomilio. 2002; Saenz. 2003).

e Los triterpenos siguen diversos mecanismos en
dependencia con su naturaleza quimica: los de
naturaleza hidrocarbdrica, tienen generalmente accion
depresora sobre la tensiéon superficial lo cual, cuando
tiene lugar en el entorno de la célula bacteriana, altera la
selectividad de la membrana citoplasmética para el
intercambio de sustancias. Los triterpenos de naturaleza
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alcohdlica pueden alterar la naturaleza coloidal del
protoplasma de la célula provocando su muerte (Mongeli
y Pomilio. 2002; Saenz. 2003).

e Los flavonoides y cumarinas pueden también actuar por
numerosos mecanismos por cuanto los grupos
sustituyentes que aparecen unidos al nacleo estructural
de los mismos suelen ser de los mas disimiles (Williams
y Grayer. 2004).

2.10. Métodos de Evaluacién Antimicrobiana

Estas técnicas fueron desarrolladas al ver que los
microorganismos eran capaces de inducir resistencia al
antimicrobiano que se ha utilizado contra el durante un periodo
largo de tiempo. Las técnicas que permiten determinar
efectividad de los antimicrobianos nos van ayudar a la seleccién
del compuesto mas adecuado para inhibir el crecimiento
bacteriano. Dentro de las pruebas mas utilizadas se encuentra el
enfrentamiento in vitro de la Dbacteria con distintas
concentraciones del agente (Barreto. 1997; Botz et al. 2001).

Es indispensable en la evaluacién de la actividad antimicrobiana
conocer y controlar las condiciones del laboratorio y del modelo
microbiano, tanto en procedimientos in vivo como in vitro
(Barreto. 1997; Botz et al. 2001; Hostettmann. 1999).

Factores como la composicién y el pH del medio, el método de
extraccion, la solubilidad de la muestra en el medio de cultivo y
los microorganismos utilizados en la prueba pueden hacer variar
los resultados, por lo que es dificil establecer un método
estandarizado para el estudio de la actividad antimicrobiana de
las plantas medicinales (Barreto. 1997; Botz et al. 2001;
Hostettmann. 1999).

La seleccion del método depende de las necesidades del
investigador, las cuales han hecho que los métodos sufran
modificaciones con el fin de optimizar las técnicas empleadas y
por consiguiente obtener resultados confiables (Barreto. 1997;
Botz et al. 2001; Hostettmann. 1999).
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2.10.1. Bioautografia

Esté método consiste en incluir los cromatogramas obtenidos por
cromatografia en capa fina (CCF), en un medio de cultivo. Para
ello se utilizan placas cromatograficas de silica gel 60 F,s, de
MERCK o de celulosa las cuales se colocan en las cajas petri
correspondientes. Previamente se procede a eliminar el
disolvente para evitar falsas bandas de inhibicién (Choma. 2005).

La Bioautografia ha sido considerada como el ensayo mas
eficiente para la deteccion de componentes antimicrobiales,
porque esta técnica permite la localizacion de la actividad en un
complejo matriz y por lo tanto permite un directo aislamiento de
los constituyentes activos (Choma. 2005).

Los métodos de bioautografia son usualmente divididos en tres
categorias:

a. Bioautografia Directa: Se aplica especificamente
cuando los  microorganismos  pueden  crecen
directamente sobre los cromatogramas como es el caso
de los hongos esporulados. En el método de
bioautografia directa los cromatogramas son rociados
con un medio inoculado con el microorganismo a evaluar
puede ser en caldo o agar. Luego las placas de silica gel
60 F,s4 son incubadas y la visualizacion y localizacion de
los compuestos antimicrobianos se realiza usando sales
de tetrazolium (MTT), directamente sobre las placas
(Choma. 2005).

b. Bioautografia de contacto: Llamada también difusién
en agar; en la bioautografia de contacto los compuestos
antimicrobianos se difunden desde los cromatogramas,
hacia una placa de agar inoculado. Los cromatogramas
son colocados sobre la capa de agar inoculado con los
microorganismos a ensayar por algunos minutos u horas
hasta que ocurra el proceso de difusion de los
compuestos. Luego de este proceso los cromatogramas
son removidos del medio y el agar es incubado. Las
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zonas de inhibiciéon son observadas sobre la superficie
del agar (Choma. 2005; Marston. 2002).

Bioautografia en Agar Overlay: Esté método es una
version mejorada del método de difusion en disco
clasico. En la bioautografia en agar Overlay se combinan
la bioautografia de contacto y directa, y es aplicable a un
amplio espectro de microorganismos como son:
bacterias, hongos y levaduras. En esta técnica el medio
inoculado se dispersa sobre la placa formando una capa
muy fina de aproximadamente 1 mm. La sustancia a
evaluar se difunde desde el adsorbente hasta ponerse en
contacto con el inoculo en donde ejerce el efecto.
Después de la incubacion las cromatogramas, son
rociadas con sales de tetrazolio (MTT), lo cual permite
observar zonas de inhibicion claras sobre un fondo
coloreado (Nostro. 2000).

2.10.2. Ventajas y Desventajas de la Bioautografia.

2.10.2.1 Ventajas

a)
b)
c)

d)

Permite la localizacion del compuesto bioactivo.

Requiere poca cantidad de muestra.

Permite la separacion de los compuestos a partir del
extracto crudo mediante cromatografia de capa fina, para
poder simplificar el proceso de aislamiento e
identificacion de los compuestos activos.

Es un bioensayo guia para el fraccionamiento de los
extractos vegetales (Choma. 2005; Marston. 2002;
Nostro. 2000).

2.10.2.2. Desventajas.

a)

e)

Se necesita remover completamente el residuo del
solvente de las placas TLC.

El crecimiento de los microorganismos puede estar
limitado en las placas de silica gel 60 F,s4 (Choma. 2005;
Marston. 2002; Nostro. 2000).

28



Para superar los posibles inconvenientes que se pueden
presentar al aplicar técnicas bioautogréaficas se deben tomar en
consideracion los siguientes parametros los cuales nos permitiran
estandarizar los métodos para obtener mejores resultados
(Choma. 2005; Marston. 2002; Nostro. 2000).

e Fases moviles y sus aditivos:

o Tipo de adsorbente
o Microorganismos de prueba

e Condiciones de viabilidad de los microorganismos

o Tipo de medio de crecimiento
o Densidad del inoculo.

e Desarrollo de los cromatogramas

o Secado
o Eliminacién de restos de solvente.

e Deteccion Post- cromatograficas por ejemplo:

Humedad de la cabina

Tiempo de incubacion
Concentracién del microorganismo
Agente revelador.

o 0 O O
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Capitulo Il




3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General:

Determinar mediante Bioautografia en Agar Overlay la
presencia de compuestos con capacidad antifingica y
antibacteriana presentes en los extractos totales de cuatro
especies vegetales nativas de la Provincia de Loja y Zamora

Chinchipe.
3.2. Especificos:

1. Detectar la presencia de compuestos con capacidad
antibacteriana a partir del extracto metandlico de Piper sp., y
Lepechinia mutica empleando la técnica de Bioautografia de
inmersién o Agar Overlay frente a bacterias Gram positivas:
S. aureus E. faecalis y Gram negativas: P. vulgaris.

2. Detectar la presencia de compuestos con capacidad
antifingica a partir de los extractos metandlicos de Piper
ecuadorense, Lepechinia mutica y Niphogeton dissecta
mediante Bioautografia de inmersién o Agar Overlay, frente
a dos dermatofitos: Trichophyton mentagrophytes vy
Trichophyton rubrum.

3. ldentificar compuestos bioactivos presentes en extractos
totales de las especies ensayadas en base a la presencia de
una zona de inhibicion alrededor del mismo, identificada con
sales de tetrazolio.

3.3. Fin del Proyecto

Lograr mediante el estudio de la actividad antimicrobiana
localizar compuestos activos a partir de extractos totales de
cuatro plantas medicinales frente a microorganismos
patégenos: bacterias y hongos, mediante técnicas
Bioautograficas; con la finalidad de que puedan constituirse
como modelos para la busqueda de nuevos agentes
antimicrobianos con posible aplicacion terapéutica.
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3.4. Proposito del Proyecto

Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos
totales de: Piper sp., Piper ecuadorense (Matico), Lepechinia
mutica Benth (Turuyante), y Niphogeton dissecta (Culantrillo
del cerro), y localizar cuales son los compuestos responsables
de la actividad inhibitoria de los agentes microbianos.

3.5. Componentes del Proyecto

1. Recoleccion de las especies vegetales objeto de estudio

2. Obtencién de los extractos totales.

3. Determinacion de la actividad antimicrobiana de los
extractos totales empleando métodos de Bioautografia
frente a diferentes microorganismos patdgenos: bacterias
Gram-positivas, Gram-negativas y hongos dermatofitos.

3.6. Hipotesis del Proyecto

¢Tendrdn compuestos con actividad antimicrobiana los
extractos vegetales obtenidos de: Piper sp., Piper
ecuadorense (Matico), Lepechinia mutica Benth (Turuyante) y
Niphogeton dissecta (Culantrillo del cerro), contra S. aureus,
E. faecalis, P. vulgaris y los hongos dermatofitos T.
mentagrophytes y T. rubrum?

3.7. Anadlisis e Interpretaciéon de Datos

Previo a la realizacién del bioautograma, se identificaran
cada uno de los compuestos presentes en el cromatograma,
mediante su respectivo valor de Rf; para hacer un
seguimiento de los compuestos responsables de la actividad.
Una vez desarrollados los bioautogramas se detectara la
actividad antimicrobiana en base a la presencia de una zona
de inhibicion alrededor del compuesto bioactivo, manifestado
como ausencia de coloracion en la zona de inhibicién sobre
un fondo coloreado (Choma. 2005; Nostro. 2000).

32



Capitulo IV




4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacién

La presente investigacion se llevé a cabo en las
instalaciones del laboratorio de bioactividad de la PPN del
IQA de la Universidad Técnica Particular de Loja.

4.2. Recoleccion de la Materia Vegetal

Las especies vegetales utilizadas en la realizacion de este
estudio fueron recolectadas en las provincias de Loja y
Zamora Chinchipe como se detalla a continuacion:

Tabla 2. Lugares de recoleccién del material vegetal

Piper sp. Numbani
Piper Numbani Zamora
ecuadorense
Niphogeton Loma de Oro Saraguro
dissecta Loja
Lepechinia Ungunanche via a
mutica Quilanga

Fuente: La autora

Las provincias de Loja y Zamora Chinchipe son consideradas
como una de las zonas mas importantes a nivel nacional y de
gran relevancia internacional, debido a su diversidad de especies
y ecosistemas considerados algunos de ellos Unicos en el
Ecuador (Cerdn. 2002).

Para tener una apreciacion mas detallada del area de estudio a
continuacion se presenta el mapa (Fig. 14), de la provincia de
Loja y Zamora Chinchipe el cual nos indica la ubicacion
geogréfica de las especies vegetales de la presente
investigacion.
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Fig. 14. Area de recoleccion de las especies vegetales

4.3. Tratamiento del Material Vegetal

Las caracteristicas de las especies vegetales fueron
identificadas en el herbario de la UTPL. Las plantas de las
diferentes especies se separaron por partes y se realizé la
seleccion de las partes Utiles, eliminando las partes dafiadas y
se secO a 37°C por 8 dias, una vez secas se cortaron
independientemente con el fin de obtener particulas uniformes
de (1 cm) aproximadamente, para facilitar el proceso de
extraccion.

4.4, Obtencién de los extractos

Para obtener un extracto que contenga la mayor parte de los
constituyentes quimicos del material vegetal se debe utilizar un
solvente de alta polaridad como el alcohol etilico o metanol. En
el caso de que se quiera obtener constituyentes quimicos con
determinadas caracteristicas se emplea solventes de menor
polaridad como por ejemplo el hexano o el diclorometano que
permiten extraer compuestos apolares y grasas vegetales
(Cuellar. 1983).
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Tabla 3. Especies, Parte a evaluar y Extractos a Evaluar

Piper sp. Hojas y flores Extracto Metandlico
Piper Hojas y flores Extracto Metandlico
ecuadorense
Niphogeton Toda la parte aérea de la Extracto Metandlico
dissecta planta
Lepechinia mutica Hojas y flores Extracto Metandlico
(Fraccionado)

Fuente: La Autora
4.4.1. Extracto Metanélico.

La obtencion de los extractos se realizé por maceracion
dinamica a temperatura ambiente por 5 horas, con una relacién
metanol: planta 10:1, luego se separd el residuo vegetal y el
liquido extractivo empleando una filtracién al vacio con la ayuda
de una bomba de succion sobre papel filtro, se procedi6 a la
concentracion de cada uno de los extractos, empleando un
equipo rota-evaporador a presion reducida y a temperatura
moderada de 30-35°C, hasta obtener un extracto seco, para asi
evitar la degradacién de los componentes activos. Finalmente
los extractos obtenidos perfectamente secos fueron
almacenados a -20° C hasta su posterior empleo.

4.4.2. Obtencion del Extracto de Lepechinia mutica Benth.

Se obtuvo el extracto metandlico tal como se describid
anteriormente en el apartado 4.4.1. A partir de este extracto se
realiz6 una particion liguido - liquido con etanol, agua en una
proporcién 1:1. Para eso se pesdé 3 gramos del extracto
metanolico y se disolvié en 200 ml de agua y 200 ml de etanol,
una vez disuelto el extracto se colocé en un decantador y se dejo
en reposo por 3 dias. Posteriormente se separ6 el sobrenadante
del precipitado y se filtro al vacio. Para asegurarse de obtener la
mayor parte de compuestos quimicos de la especie el precipitado
se resuspendio con agua y etanol y se filtro nuevamente.
Finalmente se concentré el sobrenadante con ayuda de un
Rotaevaporador hasta obtener un extracto totalmente seco el
cual tuvo un peso final de 2 gramos y se almacené a -20°C hasta
su utilizacion.
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RECOLECCION Y SELECCION DE LA MATERIA PRIMA

TRITURACION
EXTRiCCIéN
FILTRACION
7 CONCEI&TRACIC’)N
EXTRACTO SECO  ™wmmmmmd> . (LMM) EXTRACCION
l LiQquibo - LiQuiDO
(PEM; PSPL; NDM) DECI-!NTACION
FILTRACION

CONCENTRACION

) . ALMACENAMIENTO ==

ENSAYOS BIOLOGICOS

PEM: Piper ecuadorense Fuente: La Autora
PSPL: Piper sp.

NDM: Niphogeton dissecta

LMM: Lepechinia mutica

* % X *

Fig. 15. Esquema para la obtencién de extractos vegetales
4.5. Microorganismos de Prueba
Los microorganismos utilizados en la evaluacion

antimicrobiana fueron seleccionados bajo los siguientes
criterios:
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e Representan diferentes grupos

e Son agentes patégenos para humanos, por su relacion
con los diferentes cuadros clinicos que causan.

e Crean resistencia con mucha facilidad.

4.5.1. Bacterias: Se emplearon 2 cepas Gram positivas:
Enterococcus faecalis ATCC® 29212 y Staphylococcus aureus
ATCC® 25923 y una cepa Gram negativa: Proteus vulgaris
ATCC® 8427, para la evaluacién de la susceptibilidad bacteriana.

4.5.2. Hongos Dermatofitos: Trichophyton mentagrophytes
ATCC® 28185 y Trichophyton rubrum ATCC® 28188, para la
evaluacion antifingica.

4.6. Evaluacion de los Extractos

4.6.1. Preparacién de los extractos

A partir de los extractos secos se preparé una disolucion de 20
mg de extracto por 1 mL de solvente en este caso metanol. Los
extractos preparados se utilizaron en los ensayos
Bioautograficos.

La evaluacién de la actividad antibacteriana se probd para los
extractos de Lepechinia mutica y Piper sp., y la determinacion de
actividad antifingica se la realiz6 para los extractos de Piper
ecuadorense, Niphogeton dissecta y Lepechinia mutica. Los
criterios de seleccion de los extractos para cada prueba se
basaron en los resultados obtenidos en un estudio anterior de las
especies vegetales en el cual se reporta la actividad de las
mismas frente a determinados microorganismos, aplicando otra
metodologia. Por tal razén se realizd este estudio con el fin de
confirmar la actividad antimicrobiana que presentaron los
extractos y localizar el compuesto o0 los compuestos
responsables de tal actividad.

4.6.2. Cromatografia de Capa fina (CCF)

Los extractos de cada una de las especies a evaluar fueron
sometidos a cromatografia de capa fina, utilizando placas de
silica gel 60 F,s4 (Merck) de 6 cm de largo por 1 cm de ancho.
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Se tom0 para la siembra alicuotas de 1, 2, 5y 10 ul de la muestra
preparada con el extracto, el cual esta a una concentracion de 20
mg/mL de metanol. La separacion de compuestos se llevo a cabo
usando distintas fases moviles las cuales se presentan en la
(Tabla 4), y que permitieron una mejor separacién e identificacién
de los compuestos. La visualizacion posterior se realizé con luz
UV 254 y 366 nm. Como controles se emplearon placas
reveladas con vainillina para identificar los compuestos y
adicionalmente medir el valor de Rf los cuales nos permitieron
localizar los compuestos bioactivos (Choma. 2005).

Tabla 4. Fases moviles utilizadas para cada extracto

n-Butanol: Act de Etilo: Agua 2:0,25,025 mi
PSPL
PEM Act de Etilo: Metanol: Agua 2:0,5:0,5ml
NDM

Fuente: La Autora

Fuente: La Autora

Fig. 16. TLC Directa de: a) L. mutica; b) N. dissecta,
c) Piper sp., d) P. ecuadorense

39



4.6.3. Bioautografia de Inmersién (Agar Overlay)
4.6.3.1. Principio

Esta prueba se basa en la inhibicion del crecimiento
antimicrobiano, mediante la difusion de sustancias activas a
través de placas cromatograficas previamente realizadas. La
técnica nos permite observar zonas de inhibicién sobre las placas
de silica gel 60 F,s4, alrededor del compuesto bioactivo (Nostro.
2000).

4.6.3.2. Preparacion del cultivo microbiano (Cultivo
Overnight)

Se prepar6 los indculos bacterianos a partir de cepas en reserva
criogénica mantenidas a -80°C. Posteriormente se sembr6 30 uL
de la cepa bacteriana en 7 mL de caldo y se incubo a 37°C
durante 14 a 16 horas.

4.6.3.3. Procedimiento: Bacterias

Inicialmente se rotularon las cajas petri con el nombre de cada
uno de los microorganismos empleados, y con el nombre y la
concentracion del extracto a evaluar. A continuacion se colocaron
los cromatogramas y se las humectd con caldo Miller Himton lo
cual facilitd la difusion del agar sobre los cromatogramas. El
inoculo bacteriano se prepar6 sembrando 10 uL del cultivo
bacteriano previamente realizado en 2.5 ml de agar Miiller
Himton para obtener una concentracién aproximada de 1 x 10’
UFC/ml. Posteriormente se distribuyé 1 mL de este medio de
cultivo ya inoculado, sobre los cromatogramas desarrollados
anteriormente formando una pelicula de aproximadamente 1mm
de espesor. Finalmente se permitié solidificar el agar, se sell6 e
incubé alrededor de 6 horas a 37°C. Transcurrido el tiempo de
incubacion se procedié a la tincion con sales de tetrazolio (MTT
0,025g/10mL de agua); nuevamente se incubd para el desarrollo
de las zonas de inhibicion. Se permitid6 que la incubacion se
desarrolle con la sal de tetrazolio durante una hora inicialmente
(para visualizacion de actividad) y hasta las 24 horas de realizada
la prueba para que se desarrolle completamente el
bioautograma.
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La evaluacién de los extractos de L. mutica y Piper sp., se
realizé por duplicado con cuatro concentraciones diferentes para
cada uno. (10, 5,2y 1 uL).

4.6.3.4. Procedimiento: Hongos

Se desarrollé los cromatogramas como se indicé anteriormente
en placas (apartado 4.6.2). A continuacion se procedio a rotular
las cajas y a humedecer las placas en caldo Sabouraud. A partir
de reservas criogénicas, se tomdé 50 ulL de la cepa flingica para
el caso de T. mentagrophytes ATCC® 28185 y 150 uL para T.
rubrum ATCC® 28188, para obtener una concentracion final de
2.5 x 10* esporas por mL y se inoculé en el medio que contenia
2,5 mL de agar Sabouraud. Posteriormente se tomé 1 mL de
medio inoculado con el hongo y sembramos sobre las placas.
Finalmente se permitié la incubacion a las condiciones de 28° C
con una humedad relativa de 70%. La separacion, incubacién y
visualizacion de zonas de inhibicion se llevé a cabo directamente
sobre el bioautograma. Cada ensayo se realiz6 por duplicado con
4 concentraciones diferentes para cada extracto de P.
ecuadorense y N. dissecta (10, 5, 2y 1 uL).

Tabla 5.- Microorganismos utilizados en las pruebas y sus respectivos medios de
cultivo y condiciones de incubacion.

Medios de | Condiciones de
Microorganismos cultivo incubacién
S. aureus
Bacterias E. faecalis Agar Midiller | 37°C por 6 — 8
P. vulgaris Himton horas
Hongos T mentagrophytes | Agar 28°C por 24 — 48
T. rubrum Sabouraud horas

Fuente: La Autora
4.6.4. Controles

Los controles utilizados fueron especificos para los diferentes

microorganismos como se detalla en la Tabla 6. Ademas cabe

recalcar que cada control se utiliz6 en las mismas

concentraciones que los extractos las cuales fueron de: 10, 5,2y

1 uL para cada uno, partiendo de una concentracién inicial
| especifica para cada control como se indica a continuacion.
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Tabla 6. Controles utilizados en las pruebas antimicrobianas para cada
microorganismo.

Microorganismos Controles
S. aureus
Gentamicina
. P. vulgaris 1mg/ml
Bacterias
E. faecalis Ampicilina
8mg/ml
T mentagrophytes
Hongos Itraconazol
T. rubrum 1mg/ml

Fuente: La Autora

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS 20mg/ mL

&

PREPARACION DE LOS CROMATOGRAMAS (10, 5, 2, 1 uL)

&

HUMECTACION DE PLACAS EN CALDO

&

INOCULACION DEL
(AGAR + MICRO

<

EDIO DE CULTIVO
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&

SIEMBRA DE MEDIO SOBRE LAS PLACAS
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>
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DETERMINACION DE ZONAS INHIBICION (MTT)

Fuente: La Autora

Fig. 17. Esquema del procedimiento de Bioautografia.
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5. RESULTADOS

Es comun el empleo popular de las especies vegetales con la
finalidad de obtener diversos efectos terapéuticos. Varios
estudios han validado cientificamente la eficacia de
numerosos usos de la medicina tradicional utilizada por la
gente. Entre las varias aplicaciones terapéuticas de las
plantas se incluyen aquellas con actividad antimicrobiana
(Baquero., et al. 2007).

En esta investigacion, los resultados de actividad
antimicrobiana se expresan semi- cuantitativamente, ya que
la técnica empleada nos permitid visualizar zonas de
inhibicién claras alrededor del compuesto activo el cual se
localizé en base al valor de Rf que se midié directamente en
los cromatogramas, por tal razon se considero como actividad
a la presencia de zonas de inhibicion y no activo a la ausencia
de las mismas. Ademas se trabajo con 4 concentraciones del
extracto para poder determinar la capacidad de inhibicién de
las especies estudiadas

Basados en las especificaciones anteriormente mencionadas
se describe a continuacion los resultados obtenidos para cada
una de las especies.

5.1. Bioautogramas de Lepechinia mutica Benth (Turuyante)

Se determiné la actividad antibacteriana de L. mutica, frente a
S. aureus, P. vulgaris y E. faecalis. Los resultados indicaron
zonas de inhibicién claras alrededor del compuesto que
presentd un Rf de 0.8 el cual se indica en el cromatograma,
presentandose activo para S. aureus y P. vulgaris hasta 1 uL
y hasta 5 uL., para E. faecalis. Las figuras. 18 y 19, indican los
resultados mas relevantes de esta evaluacion frente a los dos
microorganismos donde se observd mayor actividad de la
especie.
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§

Fuente: La TAJtdra

Fig. 18. L. mutica frente a S. aureus: a) 10 uL, b) 5uL, c) 2uL,d) 1 uL,eyf)
Gentamicina: 10, 5, 2, 1 uL

Fuente: La Autora

Fig. 19. L. mutica frente a P. vulgaris @) 10 uL, b) 5uL,c)2uL,d) 1 uL,eyf)
Gentamicina: 10, 5, 2, 1 uL.

La capacidad inhibitoria del extracto de L. mutica frente a S.
aureus y P. vulgaris se compararon con el control positivo
gentamicina, y como se puede apreciar en las figuras 18 y 19,
la zona de inhibicion del control y el compuesto se parecen
mucho y su actividad antibacteriana llego hasta la minima
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concentracion de 1 uL lo cual nos sugiere que el compuesto
es una fuente importante de bioactividad.

En la determinacién de la actividad antifingica de L. mutica
frente a los hongos dermatofitos T. rubrum vy T.
mentagrophytes, los resultados nos indican la actividad de la
especie mediante zonas de inhibicion visibles en el mismo
compuesto que mostro actividad antibacteriana con un Rf de
0.8. Esto podria sugerir el amplio espectro de actividad que
tiene el compuesto frente a bacterias y hongos.

Los resultados obtenidos se compararon con la inhibicion del
control de itraconazol el cual inhibi6 efectivamente el
crecimiento de los dos hongos ensayados, y al igual que el
compuesto de L. mutica su capacidad antifingica se presento
hasta 1 uL como se indican en las figuras 20 y 21.

ey

Fuente: La Autora

Fig. 20. L. mutica frente a T. mentagrophytes a) 10 uL, b) 5uL, c) 2uL, d) 1
uL, e y f) Itraconazol: 10, 5, 2, 1 uL.
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Fuente: La Autora

Fig. 21. L. mutica frente a T. rubrum a) 10 uL, b) 5uL, c) 2 uL, d) 1 uL, e) y f)
control Itraconazol: 10, 5, 2, 1 uL.

5.2. Bioautogramas de Piper sp.

Se evalué la actividad antibacteriana de Piper sp., frente a S.
aureus, E. faecalis y P. vulgaris. Los resultados nos indicaron
actividad de la especie mediante la visualizacién de zonas de
inhibicion alrededor del compuesto que presentd un Rf de 0.7
hasta la concentracion de 5 uL contra S. aureus y E. faecalis
(Fig. 21-22), frente a P. vulgaris la especie se mostré inactiva.

Los controles utilizados fueron gentamicina para S. aureus y
Ampicilina para E. faecalis, como se puede observar en las
imagenes de las figuras. 21 (c) y 22 (c), las zonas de
inhibicion de los controles respecto al compuesto de Piper sp.,
son mas claras y definidas lo cual es un indicativo de la
efectividad de la prueba y la sensibilidad y especificidad de los
antibidticos.
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Fuente: La Autora

Fig. 22. Piper sp., frente a S. aureus
a) 10 wuL, b) 5 uL. Control:
Gentamicina: c) 10. 5 uL.

Fig. 23. Piper sp., frente a E.
faecalis a) 10 uL, b) 5 uL. Control:
Ampicilina: ¢) 10, 5 uL.

En la (Tabla 7), se presenta los resultados antibacterianos de L.
mutica y Piper sp., en la cual se expone la concentracion minima
de extracto que inhibié el crecimiento de los microorganismos
ensayados. En este estudio se localiz6 un compuesto en L
mutica que presenta una buena actividad antibacteriana frente a
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. En cambio Piper
sp., presento un compuesto con actividad intermedia solo frente a
bacterias gram positivas. Los controles de Gentamicina y
Ampicilina fueron activos hasta 1 uL.

Tabla 7. Resultados Antibacterianos: Concentraciéon minima de los extractos
requerida para inhibir el crecimiento antibacteriano sobre placas de silica gel 60
Fass .

S aureus | E faecalis | P vulgaris
L. mutica 0.8 1.0 5.0 1.0
Piper sp. 0.7 5.0 5.0 NA
Gentamicina 1.0 -- 1.0
Ampicilina == 1.0 --
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5.3. Bioautogramas de Piper ecuadorense (Matico).

Se determind la actividad antifingica de Piper ecuadorense
frente a los hongos dermatofitos: T. mentagrophytes y T.
rubrum. Los resultados obtenidos nos indicaron la presencia
de dos compuestos bioactivos, los cuales miden un Rf 0,7 y
0,6 contra los dos microorganismos ensayados.

Como se puede apreciar en las Figuras 23 y 24, la especie
muestra actividad hasta 1 uL para los dos microorganismos
evaluados, igual que el control de Itraconazol que es un
antifangico muy utilizado en el tratamiento de enfermedades
infecciosas producidas por hongos.

Fuente: La Autora

Fig. 24. Piper ecuadorense frente a T. mentagrophytes a) 10 uL, b) 5 uL, c) 2
uL, d) 1 uL, e-f) Itraconazol: 10, 5, 2, 1 uL.
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Fuente: La Autora

Fig. 25. Piper ecuadorense frente a T. rubrum: a) 10 uL, b) 5uL, c) 2uL, d) 1
uL, ey f) ltraconazol: 10, 5, 2, 1 uL.

5.4. Bioautogramas de Nipogheton dissecta (Culantrillo
de cerro)

Los resultados obtenidos de Niphogeton dissecta frente a los
dermatofitos T. mentagrophytes y T. rubrum, mostraron la
presencia de un compuesto bioactivo con un Rf de 0,6 el cual
mostré una zona de inhibicibn en los cromatogramas
expuestos en las figuras. 25 y 26 respectivamente.

Las imégenes presentadas sefialan una inhibicion hasta 5 uL
para T. mentagrophytes, y hasta 2 uL frente T. rubrum,
comparados con los controles positivos de Itraconazol los
cuales indican una actividad mayor hasta 1 uL lo cual
determina que el compuesto vegetal tiene una actividad
intermedia respecto a los controles.
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Fuente: La Autora

Fig. 26. Niphogeton dissecta frente a T. mentagrophytes: a) 10 uL, b) 5 uL,
control Itraconazol: c) 10, 5, d) 2, 1 uL.

Fuente: La Autora

Fig. 27. Niphogeton dissecta frente a T rubrum: a) 10 uL, b) 5uL, ¢) 2 uL
control Itraconazol: d) 10, 5, e) 2, 1 uL.

En la determinacion de actividad antifingica L. mutica y P.
ecuadorense presentaron una buena actividad hasta 1 uL para
los dermatofitos ensayados. N. dissecta en cambio presentd un
compuesto medianamente activo como se detalla a continuacion
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en la (Tabla 8). Estos resultados se pueden comparar con el
control de Itraconazol que es un agente antifiingico que inhibio el
crecimiento de los microorganismos hasta 1 uL.

Tabla 8. Resultados Antifingicos: Concentracién minima de los extractos
requerida para inhibir el crecimiento antifiingico sobre placas de silica gel 60 Fys,.

T mentagrophytes | T rubrum
L. mutica 0.8 1.0 1.0
P. ecuadorense 0.7 1.0 1.0
0.6
N. dissecta 0.6 5.0 2.0
ltraconazol 1.0 1.0

e Fuente: La Autora
Control positivo: Itraconazol
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6. DISCUSION

La determinacion de la actividad antimicrobiana in vitro se hace
necesaria para evaluar y garantizar la potencia de los extractos
vegetales con actividad antimicrobiana. Por consiguiente es
indispensable establecer una metodologia confiable y préctica
que logre garantizar el uso de las plantas como fuente de
compuestos activos para tratar enfermedades infecciosas (Botz
et al. 2001).

El primer aspecto importante a considerar para analizar los
resultados obtenidos lo constituye la metodologia utilizada en el
presente estudio. Anteriormente se realiz0 un estudio en las
cuatro especies vegetales para determinar su actividad
antibacteriana por métodos clasicos como son: Difusién en agar,
Microdilucién en caldo para bacterias e Inhibicién del Crecimiento
micelar para hongos, y en base a los resultados obtenidos se
plante6é el presente estudio aplicando métodos Bioautograficos
los cuales nos permitieron confirmar la actividad de las especies
vegetales y localizar los compuestos responsables de la
inhibicion del crecimiento de los microorganismos ensayados
(Choma. 2005; Hostettmann. 1999; Nostro. 2000).

Los controles utilizados en los ensayos de bioactividad fueron
gentamicina para S. aureus y P. vulgaris, Ampicilina para E
faecalis, e Itraconazol para T. mentagrophytes y T. rubrum.
Como se presenté en los resultados todos los controles muestran
zonas de inhibicibn mucho mas claras y definidas que las de los
extractos con una actividad de inhibicion minima hasta 1 uL.
Estos resultados son un indicativo de la efectividad del método y
la sensibilidad y especificidad de los antibidticos. Sin embargo al
comparar la capacidad de actividad antimicrobiana de los
extractos con los controles, debemos tomar en cuenta que estos
son sustancias puras con estandares de concentracion vy
dosificacion establecidos para mostrar una buena actividad
(Cordiés et al. 1998). Por lo tanto lo que se debe considerar
importante en este estudio es que se pudo localizar compuestos
bioactivos en todas las especies vegetales y estos resultados nos
permitirdn continuar con el estudio de las mismas para poder
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identificar dichos compuestos con la finalidad de poder
determinar una posible aplicacion terapéutica.

El extracto de L. mutica mostrd actividad antimicrobiana frente a
bacterias y hongos hasta una concentracion de 1 ulL, Sin
embargo al observar los cromatogramas de la especie podemos
apreciar que las zonas de inhibiciobn son mas claras y especificas
frente S. aureus y P. vulgaris que en los dermatofitos T.
mentagrophytes y T. rubrum, una posible explicacion para estos
resultados podria ser el hecho de que los hongos son
microorganismos mas complejos que las bacterias y poseen
varios mecanismos de resistencia como son: la pared celular
compuesta de polisacéaridos, proteinas, lipidos, iones inorganicos
y mananos lo cual influye en la actividad de los antimicrobianos
sobre estos microorganismos (Drobnic. 1997; Kagale et al. 2004).
Sin embargo esto no significa que el compuesto responsable de
la actividad antifdngica de L. mutica no muestre actividad a
mayores concentraciones con la finalidad de inhibir totalmente el
crecimiento de hongos. Por otro lado se debe tomar en cuenta
gue las concentraciones muy altas tienen el riesgo de presentar
toxicidad (Barreto. 1997). Por lo tanto es necesario realizar
estudios que permitan aislar e identificar el compuesto
responsable de la actividad antimicrobiana de la especie para
poder establecer concentraciones mas especificas y efectivas
que inhiban el total crecimiento microbiano.

Por otra parte la bibliografia consultada reporta la presencia de
flavonoides, compuestos fendlicos, triterpenos, esteroides,
saponinas y taninos en especies del genero Lepechinia. La
presencia de estos metabolitos secundarios le proporcionan a la
especie sus caracteristicas medicinales para el tratamiento de
enfermedades infecciosas (Rossi et al. 2002).

Para la especie de Piper ecuadorense, en los resultados
obtenidos del presente estudio se encontrd6 una importante
actividad antifingica de la especie frente al hongo dermatofito T.
mentagrophytes y T. rubrum, hasta una concentracion de 1 uL.
Por otra parte Piper sp., presentd6 una mediana actividad
antibacteriana frente a bacterias gram positivas como S. aureus
y E. faecalis hasta 5 uL, sin embargo frente a P. vulgaris no tuvo
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ninguna actividad inhibitoria. Esta especificidad del compuesto de
Piper sp., por bacterias gram positivas podria apoyarse en
muchas investigaciones en las cuales se reporta que los
microorganismos gram positivos son mas sensibles a los
antimicrobianos que los gram negativos; este concepto se puede
explicar debido a que la pared de las bacterias gram negativas es
méas compleja que el de las bacterias gram positivas lo cual
disminuye la permeabilidad de la pared celular por poseer una
pequefia capa de peptidoglicano la cual es mas sensible, a la
adquisicion de mecanismos de eflujo y cambio de via metabdlica
generando mecanismos de resistencia a los compuestos
antimicrobianos (Hart.1998; Ponce y Machado. 2003; Reddy., et
al. 2004). Sin embargo los resultados expuestos sobre la
especificidad de Piper sp., frente a las bacterias gram positivas
es preliminar ya que se necesita de mas estudios utilizando un
mayor nimero de cepas gram negativas y positivas para poder
validar esta interpretacion.

Las fuentes bibliograficas consultadas han reportado que las
especies vegetales del genero Piper, tienen una importante
utilidad como antiviral, antibacteriano y particularmente
antimicético (Lago., et al. 2005; Mesa., et al. 2007). Estas
propiedades biolégicas han sido atribuidas a la presencia de
lignanos y flavonoides en los extractos (Nayive. 2008; Reddy., et
al. 2004). Estos datos apoyan los resultados obtenidos en
nuestro estudio y nos dan ademdas una importante informacion
sobre los posibles compuestos que podrian tener las especies
estudiadas lo cual nos sirve de guia para realizar el
fraccionamiento, aislamiento e identificacion de los compuestos
bioactivos localizados, en estudios posteriores.

En cuanto a los resultados obtenidos para el extracto metandlico
de la especie N. dissecta se determind actividad antifingica
moderada frente a T. mentagrophytes hasta 5 uL y para T.
rubrum mostré actividad inhibitoria mas relevante hasta 2 uL.
Estos resultados preliminares son muy importantes debido a que
los dermatofitos causan infecciones que en algunos casos, como
en el de los pacientes inmunocomprometidos, no responden al
tratamiento con los antifingicos disponibles en el mercado. Por
ello, es necesario desarrollar moléculas antifingicas mas
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potentes (Butty et al. 1995; Carrillo et al. 2001; Dorman y Deans.
2000; Duan et al. 2002).

Segun los resultados obtenidos en los cromatogramas de los
extractos vegetales los compuestos activos localizados en las
diferentes especies vegetales aparecen en un alto grado de
polaridad. La informacion bibliografica consultada hace referencia
a la presencia de metabolitos secundarios como quinonas y
flavonoides los cuales muestran una alta polaridad y presentan
propiedades antimicrobianas (Cowan. 1999; Dorman y Deans.
2000). Esta informacién es muy importante en este estudio ya
gue nos sirve de guia para identificar a los posibles compuestos
responsables de la actividad antibacteriana y antifingica de las
especies evaluadas.

Finalmente podemos decir que el presente estudio confirmé la
actividad antimicrobiana de los extractos vegetales de Piper sp.,
P. ecuadorense, L. mutica y N. dissecta, estas actividades
respaldan, los usos de estas plantas en la medicina tradicional
para tratar diferentes dolencias, entre ellas las enfermedades
infecciosas. A demas la presente investigacion contribuy6 a la
basqueda y localizacion de nuevos compuestos con posible
aplicacion terapéutica a partir de fuentes naturales.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1. Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la
presente investigacibn podemos concluir que las
especies vegetales de Piper sp., Piper ecuadorense,
Lepechinia mutica y Niphogeton dissecta son una fuente
importante de compuestos con actividad antimicrobiana
de origen natural los cuales pueden ser utilizados como
una linea de base para la sintesis de moléculas utiles a
nivel farmacéutico.

La especie vegetal L. mutica presentod la mayor actividad
antimicrobiana contra todos los microorganismos
seleccionados, confirmando asi su efectividad para
inhibir el crecimiento bacteriano y fangico.

Los microorganismos Gram positivos: como S. aureus y
E. faecalis fueron mas sensibles al poder inhibidor de
Piper sp., siendo P. vulgaris una cepa Gram-negativa
gue mostro resistencia.

Piper ecuadorense fue la especie vegetal que presentd
mejor actividad antifingica frente a los dermatofitos T.
mentagrophytes y T. rubrum hasta una concentracion del
extracto minima de 1 uL.

El estudio realizado permiti6 conocer algunas de las
potencialidades del uso de las especies vegetales
presentes en los ecosistemas de la Regién Sur del
Ecuador contribuyendo asi al conocimiento de las
mismas y apoyando de esta manera al desarrollo de
investigacion cientifica en plantas medicinales.
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7.2. Recomendaciones

Se recomienda continuar con el estudio de las especies
vegetales que presentaron actividad antimicrobiana
realizando el aislamiento, la identificacion y purificacion
de los compuestos activos localizados en el presente
trabajo con el fin de generar alternativas para la
obtencion de nuevos antimicrobianos de amplio espectro
a partir de fuentes de origen natural.

Realizar estudios in vitro sobre la toxicidad de los
extractos vegetales estudiados en la presente
investigacion.

Se recomienda realizar estudios in vivo para determinar
la concentracién inhibitoria minima de los compuestos
activos con el objetivo de utilizarlos como principios
activos en la formulacion de fitofarmacos con potencial
biocida.

Se recomienda también realizar estudios in vivo con el
fin de determinar la estabilidad de los extractos vegetales
obtenidos frente a agentes fisicos y quimicos que puedan
interferir en la actividad antimicrobiana descrita en el
presente trabajo.

Finalmente se recomienda estudiar nuevas especies
vegetales que desde la perspectiva etnomédica han
demostrado tener propiedades medicinales con la
finalidad de potenciar el uso de los recursos naturales en
beneficio de la salud y el bienestar de la poblacion.
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