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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo principal comprobar la actividad antibacteriana
del extracto etandlico de las hojas de Lonicera japonica (madreselva), para la elaboracion de
una crema topica. La metodologia implementada tuvo un enfoque cuantitativo de alcance
correlacional con un disefio experimental; la poblacion de estudio fueron las hojas de la
madreselva recolectadas por el método de muestreo aleatorio simple. Se obtuvo el extracto
etanolico por percolacidn, se realizd tamizaje fitoquimico y cromatografia en capa fina para
identificar los metabolitos secundarios presentes, se evaluo la actividad antibacteriana por dos
métodos: Kirby-Bauer y dilucién en caldo frente a bacterias tipo ATCC (Cepas de Coleccion
Certificadas) Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas aeruginosa;
los extractos fueron vehiculizados en una crema base y se realizd el control de calidad del
producto terminado. Mediante esta metodologia, se establecio que esta especie vegetal contiene
flavonoides, acido clorogénico entre otros componentes; la actividad antibacteriana se evidenci6
a las siguientes concentraciones: 64000, 8000, 250 y 125 pg/mL y al ser vehiculizados, se
determiné que la concentracion minima a la que existio inhibicion bacteriana fue de 125 pg/mL;
se realizo el control de calidad del producto final y cont6 con las caracteristicas organolépticas,
fisico quimicas y microbiol6gicas éptimas cumpliendo con las especificaciones requeridas por
la Normativa Técnica Ecuatoriana INEN (Servicio Ecuatoriano de Normalizacion) 2867: 2015.
Se concluy6 que Lonicera japonica tiene una actividad antibacteriana considerable al tratarse de
una planta y que la crema tdpica formulada puede ser de gran ayuda para la desinfeccién de la
piel con el fin de evitar la contaminacion de bacterias patdgenas mediante el contacto de una

persona a otra.

Palabras clave: <BIOQUIMICA Y FARMACIA>, <MADRESELVA (Lonicera japonica)>,
<ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA> ~ <EXTRACTO ETANOLICO>  <CREMA
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ABSTRACT

The main objective of this research was to test the antibacterial activity of the ethanolic extract
of the leaves of Lonicera japonica (honeysuckle) for the preparation of a topical cream. The
methodology implemented had a quantitative approach of correlational scope with an
experimental design; the study population was the leaves of honeysuckle collected by the simple
random sampling method. The ethanolic extract was obtained by percolation; phytochemical
screening and thin layer chromatography were performed to identify the secondary metabolites
present; the antibacterial activity was evaluated by two methods: Kirby-Bauer and dilution in
broth against ATCC type bacteria (American Type Culture Collection) Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas aeruginosa; the extracts were conveyed in a base
cream and the quality control of the finished product was performed. By means of this
methodology, it was established that this vegetable species contains flavonoids, chlorogenic
acid among other components; the antibacterial activity was evidenced at the following
concentrations: 64000, 8000, 250 and 125 pg/mL and when transmitted, it was determined that
the minimum concentration at which bacterial inhibition existed was 125 pg/mL; the quality
control of the final product was performed and it had the optimum organoleptic, physical-
chemical and microbiological characteristics complying with the specifications required by the
Ecuadorian Technical Standard INEN (Ecuadorian Standardization Service) 2867: 2015. It was
concluded that Lonicera japonica has considerable anti-bacterial activity as it is a plant and that
the formulated topical cream can be of great help for skin disinfection in order to avoid

contamination of pathogenic bacteria through contact from one person to another.

Keywords: <BIOCHEMISTRY AND PHARMACY>, <HONEYSUCKLE (Lonicera
japonica)>, <ANTIBACTERIAL ACTIVITY>, <ETHANOLIC EXTRACT>,
<ANTIBACTERIAL CREAM>, <FLAVONOIDS>, <CHLOROGENIC ACID>.

Edgar Mesias Jaramillo Moyano
0603497397
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INTRODUCCION

El ser humano ha estado ligado milenariamente al uso de ciertos productos naturales que
proceden de la vegetacion para sobrevivir, en consecuencia, ha ido adquiriendo un vasto
conocimiento de las propiedades medicinales de las plantas. Por parte de la comunidad
cientifica existe un gran interés en el campo de la medicina natural, actualmente se ha reportado
alrededor de 50,000 especies de plantas que tienen algin uso medicinal, correspondientes a un

10% de todas las que existen en el mundo.

Las plantas al evolucionar han adquirido la capacidad de adaptarse al estrés ambiental y
desarrollar mecanismos de defensa contra microorganismos, insectos y herbivoros, aumentando
los niveles de metabolitos secundarios, con el fin de perpetuar la especie (Lustre, 2022).
Investigadores han dirigido estudios de identificacién y aislamiento de estas sustancias que
tienen actividad antimicrobiana y ha logrado comprobar que una gran parte de las especies

vegetales inhiben el crecimiento de bacterias resistentes a numerosos antibioticos.

Una de estas especies de plantas es Lonicera japonica, conocida cominmente como
Madreselva, se caracteriza por ser un arbusto trepador de la familia Caprifoliaceae. Es
originaria del este de Asia, y ha llegado a distribuirse alrededor del mundo, con un uso
ornamental. Histéricamente la madreselva ha sido una planta muy apreciaday utilizada en
medicina y, de hecho, en la antigiiedad se utilizaba para curar infecciones de vias respiratorias
tales como la tos, asma, gripe, bronquitis, resfriados comunes o incluso la tuberculosis. Se ha

evidenciado en registros antiguos de la farmacopea China.

Investigaciones realizadas por la Universidad Agricola de China demostraron que los extractos,
fracciones y compuestos de las hojas de Lonicera japonica poseen actividad antibacteriana
considerable contra ciertas cepas bacterianas (Xiong, y Wang, 2013). El objetivo del presente
trabajo es evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del extracto etanolico de Lonicera
japonica asi como identificar mediante cromatografia en capa fina la presencia de los

principales metabolitos secundarios responsables de esta funcion.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1.  Planteamiento del problema

Durante casi nueve décadas la humanidad ha participado del beneficio de los antibi6ticos. Hoy
la gran mayoria de los procesos infecciosos se resuelven con tratamientos cortos, pero el
desconocimiento por parte de la poblacion ha generado un problema mucho méas grave que es el
uso irracional de los mismos, es por eso que cada vez es mas frecuente encontrar en nuestra
practica y en los reportes cientificos ejemplos de una amplia resistencia a los antibio6ticos. Dia
tras dia estan apareciendo y propagandose en todo el planeta nuevos mecanismos de resistencia
gue ponen en peligro nuestra capacidad para tratar las enfermedades infecciosas comunes. Este
problema es hoy una de las mayores amenazas para la salud mundial, la seguridad alimentaria y
el desarrollo, y puede afectar a cualquier persona independientemente de la edad, sexo, raza o

estatus social (OMS, 2021).

La resistencia a los antimicrobianos reduce las posibilidades de tratamiento eficaz de
enfermedades, prolonga el tiempo de agonia de los enfermos y los obliga a utilizar
medicamentos costosos, ademas de alargar el tiempo de hospitalizacion y aumentar el riesgo de
mortalidad. De acuerdo al MSP, el reporte de datos de resistencia a los antimicrobianos en
Ecuador 2014-2018, menciona que el microorganismo sujeto a vigilancia de RAM que se ha
reportado en mayor porcentaje a partir de los aislados de los servicios hospitalarios registrados
por el CRN-RAM - INSPI, es Escherichia coli con mas del 50%, seguido por Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Ademas, existen otros
microorganismos resistentes que se han reportado en menores cantidades como: Proteus

mirabilis, Enterococcus faecalis, Serratia marcescens, entre otros (MSP, 2019).

1.2. Justificacion

El fendmeno de la resistencia bacteriana es considerado un problema de Salud Pablica mundial
de dificil solucion. Si bien, no es posible acabar con el problema de la resistencia
antimicrobiana, es posible convertir esta amenaza creciente en un problema manejable con el
aporte de investigaciones dirigidas a buscar nuevas terapias antimicrobianas como opciones

alternas a los tratamientos con antibidticos conocidos (Rodriguez et al., 2017).

De acuerdo a estudios realizados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en conjunto
2



con otros organismos internacionales, establecen que por medio de la bioprospeccion y el
aprovechamiento correcto de los recursos naturales se puede llegar a disefiar alternativas de
tratamiento, puesto que las propiedades de ciertas plantas son la fuente primordial para trabajar

en la obtencion de nuevos compuestos antimicrobianos (Giraldo et al., 2015).

Los conocimientos de las plantas medicinales han sido adquiridos a través de los siglos de
generacién en generacion por parte de sus ancestros, a partir de ello en la actualidad se ha
generado un interés cientifico en estudiar los componentes quimicos para ser empleados como
una alternativa natural para el tratamiento de enfermedades. Alrededor del 60% de la poblacion
mundial utiliza plantas y productos derivados de ellas como parte de un tratamiento no

farmacoldgico con el fin de evitar el uso de compuestos sintéticos (Gongalves 2017, pp.600-605).

Frente a esta problematica se ha planteado la siguiente investigacion ya que se enfoca en la
busqueda de moléculas con potencial antibacteriano en el extracto etandlico de la planta
Lonicera japonica utilizando diversas técnicas in vitro frente a cepas bacterianas de interés

clinico.

1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de la planta Lonicera japonica
(Madreselva).

1.3.2. Objetivos especificos

e  Obtener el extracto etandlico de las partes aéreas de la especie Lonicera japénica mediante
percolacion.

e ldentificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de la especie
vegetal Lonicera japonica mediante un analisis fitoquimico preliminar y cromatografia en capa
fina.

e Determinar la capacidad antibacteriana del extracto etandlico a través de los métodos de
Kirby - Bauer y dilucién en caldo.

e Desarrollar una forma farmacéutica semisélida a base del extracto etandlico de la

Madreselva para el uso antibidtico en infecciones superficiales de la piel



CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1.  Familia Caprifoliaceae

HONEYSUCKLE.

TRUMPET TFLOWER |Bignonia). Of

| rapid growth. with large. showy, trumpet-

lustracion 1-2: Familia Caprofiliaceae
Fuente: Alamy, 2019.

2.1.1. Caracteristicas

Estas plantas en su mayoria son arbustos lefiosos, y enredaderas, incluyen algunas ornamentales
para jardin en regiones templadas. Las hojas son opuestas sin estipulas y pueden ser simples,
caedizas o persistentes. Las flores son pequefias, simétricas bilateralmente tubulares , parecidas
a campanas, normalmente con cinco lébulos vueltos hacia afuera y casi siempre con fragancia,
normalmente forman un pequefio caliz de bracteas diminutas (Villarreal, 2000, pp.36-37). Fruto en
baya que se desarrolla en el ovario inferior, a menudo con pocas semillas o con una sola semilla

(Diaz, 2010).

2.1.2. Distribucion

Las Caprifoliaceas consta de 15 géneros y unas 400 especies que se encuentran distribuidas en
regiones templadas y montafas tropicales (llustracién 2-2) , principalmente del Hemisferio

Norte, ciertas plantas han llegado a situarse hasta Sudamérica, Australia y Nueva Zelanda
(Villarreal 2000, pp.36-37).



lHustracion 2-2: Distribucion geogréafica de la familia Caprifoliaceae
Fuente: UNNE, 2015.

2.1.3. Taxonomia de la familia Caprifoliaceae

Presenta cinco géneros, Heptacodium, Leycesteria, Lonicera, Symphoricarpos y Triosteum, con

mas 220 especies, solo Lonicera con 180 (Caprifolaceae, 2017).

2.1.4. Componentes quimicos

En base a estudios realizados a diversos especimenes vegetales de esta familia, se ha
descubierto que son fuente de metabolitos secundarios, como saponinas, compuestos fenolicos,

flavonoides, los cuales muestran una variedad de actividades bioldgicas (Chrzaszcz et al., 2021).

2.2. Género Lonicera

2.2.1. Caracteristicas

Lonicera es un género de plantas con flores perteneciente a la familia Caprifoliaceae.
Comprende 526 especies descritas y de estas, solo 108 aceptadas. Las especies incluidas dentro
de este género normalmente son conocidas por el nombre popular de madreselvas. Son arbustos
arqueados o parras sarmentosas, la mayoria con dulces fragancias y flores con forma de
campana. Las hojas son opuestas, ovales simples, y desde 1-10 cm de longitud; la mayoria
son caducifolias y algunas son perennifolias. Estas plantas son la base de alimentacion de

las larvas de especies de Lepidoptera.

En el Ecuador estdn representados 2 géneros nativos y uno cultivado que corresponde a la

Lonicera japonica Thunb. (madre selva) originaria del Japon (Ulloay Moller 1991)


https://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
https://es.wikipedia.org/wiki/Caducifolia
https://es.wikipedia.org/wiki/Perennifolia
https://es.wikipedia.org/wiki/Larva_(insectos)
https://es.wikipedia.org/wiki/Lepidoptera

2.2.2. Distribucion geogréfica

Mas de 150 especies se encuentran distribuidas desde el Hemisferio Norte hasta llegar al circulo

polar artico y al sur del Archipiélago Malayo, sur de Asia, Africa del norte, Sudamérica (Rehder
1903, p.39).

2.2.3. Composicion quimica del género Lonicera

De acuerdo al estudio se encontré alrededor de 420 componentes del género de Lonicera Linn.
incluyendo 87 flavonoides, 222 terpenoides, 51 acidos organicos y otros compuestos, junto con
sus actividades farmacolégicas como efectos antiinflamatorios, anticancerigenos,

hepatoprotectores, neuroprotectores, antidiabéticos, antialérgicos e inmunomoduladores (Ge et al.
2021, pp. 68-79).

2.2.3.1. Especies

Se han identificado 180 especies, de al menos 526 madreselvas extendidas por América del
Norte, Australia, Nueva Zelanda, Hawaii, islas de Pacifico, norte de Africa y Europa. Las
especies ampliamente conocidas incluyen:

e Lonicera periclymenum (madreselva comun)

e Lonicera japonica (madreselva japonesa, madreselva blanca o madreselva china)

e Lonicera sempervirens (madreselva coralina, madreselva trompeta).

e Lonicera caprifolium (madreselva italiana, Honeysuckle o pata de cabra)

2.3.  Lonicera japoénica

llustracion 3-2: Lonicera japonica
Fuente: Gardenia, 2020.



2.3.1. Clasificacion taxonémica

En la tabla 1-2 se detalla la taxonomia de la especie vegetal, de acuerdo al banco de datos de
Biodiversidad de Canarias (BIOTA).

Tabla 1-2: Taxonomia de Lonicera japonica

Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Spermatophyta
Subdivision: Magnoliophytina

Clases: Magnoliopsida
Orden: Dipsacales
Familia: Caprifoliaceae
Género: Lonicera
Especie: Lonicera japonica Thunb.

Fuente: Biodiversidad Canarias, 2019.

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

2.3.2. Caracteristicas botanicas

Lonicera japonica (llustracion 3-2) es un arbusto trepador lefioso perenne que puede alcanzar
una altura de 5-7 metros, posee un tallo fuerte, flexible, piloso y liso. Las hojas se presentan de
manera opuesta en las ramas, el haz son de color verde oscuro opaco y por el envés verde palido
en donde destaca un nervio central. Produce flores tubulares sésiles de color blangquecinas,
emanan un aroma muy fragante generalmente todo el verano, céliz verde, tubular, 4 estambres,
corola blanca que se torna amarillentas al madurar (CABI, 2022). Por ultimo, sus frutos son
pequefias bayas sésiles duras verdosas cuando estan inmaduras y negras y blandas, incluso
llenas de liquido cuando estdn maduras, que contienen algunas semillas aplanadas y pueden

Ilegar a ser tdxicas si se lo ingiere.

2.3.3. Habitat y distribucion

Es originaria del este de Asia (Japén, China, Corea), posteriormente ha sido introducida en
muchas regiones con clima templado para su uso en jardineria, para recubrimiento de verjas,
muros y paredes por lo que ha desarrollado la capacidad de adaptarse a una amplia gama de
suelos, puede llegar a tolerar sequias, sustratos derivados de rocas volcénicas, sedimentarias y
metamorficas y resistir bajas temperaturas. Se reproduce por semilla, dispersada por las aves, y

vegetativamente por estolones (CABI, 2022).


https://www.biodiversidadcanarias.es/biota/taxonomia?selecLevel=kingdom&nombreLat=Plantae
https://www.biodiversidadcanarias.es/biota/taxonomia?selecLevel=division&nombreLat=Spermatophyta
https://www.biodiversidadcanarias.es/biota/taxonomia?selecLevel=subDivision&nombreLat=Magnoliophytina
https://www.biodiversidadcanarias.es/biota/taxonomia?selecLevel=class&nombreLat=Magnoliopsida
https://www.biodiversidadcanarias.es/biota/taxonomia?selecLevel=order&nombreLat=Dipsacales
https://www.biodiversidadcanarias.es/biota/taxonomia?selecLevel=family&nombreLat=Caprifoliaceae
https://www.biodiversidadcanarias.es/biota/taxonomia?selecLevel=gender&nombreLat=Lonicera

En la actualidad, al tratarse de una planta ampliamente distribuida en el mundo es considerada
COMO una especie invasora ya que compite con la vegetacién nativa de algunos paises debido a
la facilidad de extenderse, por este motivo en Ecuador es considerada como una planta exética
cultivable de uso ornamental controlado en aquellas zonas donde constituya un peligro para la
flora autoctona.

2.3.4. Composicion quimica

Al ser uno de los géneros mas estudiados dentro de las caprifoliaceas, la Lonicera japdnica ha
sido el eje central de estudio para muchos investigadores, es asi que se ha reportado la presencia
de iridoides glicosidados derivados de la secologanina (llustracién 4-2) y la loganina

(Hustracion 5-2) (Rojas et al. 2015, pp.27-29).

Otra de las familias de compuestos importantes dentro de este género son las saponinas
triterpénicas, las cuales estan presentes en varias especies de Loniceras y que al igual que los
iridoides glicosidados han sido de gran utilidad como marcadores quimiotaxonémicos tanto del
género como de la familia. Entre las méas representativas estan aquellas que presentan como
agliconas al acido oleandlico y al acido ursdlico, asi como la hederagenina, tal es el caso de los
lonicerosidos A, B y C (Rojas et al. 2015, pp.27-29), todos estos compuestos aislados de Lonicera.

japonica.
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llustracion 4-2: Estructura quimica de la secologanina
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lustracion 5-2: Estructura quimica de la loganina

2.3.2. Usos medicinales

La planta Lonicera japOnica es una especie de madreselva pertenecientes a la familia
Caprifoliaceae. Es conocida desde la antigliedad por sus propiedades medicinales, el primer
registro en la literatura sobre esta planta se encuentra en una de las farmacopeas mas antiguas
del mundo, la monografia de Shen-Nong en donde varias partes de la planta se han utilizado en
medicina tradicional para tratar diversas enfermedades, como los sindromes respiratorios
agudos, graves, la gripe HIN1 y la enfermedad mano-pie-boca (Yuan et al. 2012, p. 2), detalla que
los extractos de la planta Lonicera japonica muestras otras propiedades bioldgicas y

farmacéuticas como proteccidn antibacteriana, antiinflamatoria, antiviral y hepética.

2.4. Productos naturales

Los componentes quimicos de las plantas son abundantes y de estructura variada, se pueden
clasificar de acuerdo a su naturaleza quimica: productos naturales organicos, aquellas sustancias
que proceden del metabolismo primario o secundario; productos naturales inorganicos que
corresponden al agua y los minerales. Dentro de los elementos existentes en las drogas vegetales
pueden contener: principios activos, coadyuvantes, principios activos antagonistas, sustancias
con valor diagndsticos, de interés tecnoldgico, dietético y nutricional, asi como saborizantes,

aromatizantes, entre otros componentes (Kuklinski, 2003, pp.51-52) .

2.4.1. Biosintesis de productos naturales

Los productos naturales pueden proceder de tres tipos de rutas biosintéticas, la ruta del &cido

shikimiko, ruta del acetato-malonato o conocido como ruta de los policétidos y ruta del acetato-
9



mevalonato o ruta del acido mevalénico, como se observa en la llustracion 6-2 (Kuklinski, 2003, p.
53). Existen casos en los que un metabolito secundario no procede solo de una ruta sino de
varias. Se detalla a continuacion en la Tabla 2-2. Las rutas biosintéticas de algunos productos

naturales:

G

| ERITROSA + FOSFATO | | FOSFOENOL PIRUVATO

ACIDO PIRUVICO

ACETILCoA

| ACIDOSHIKIMICO |————{ AMINOACIDOS NO PROTEICOS |
ALCALOIDES \

| AMINOACIDOS AROMATICOS [——{ GLUCOSIDOS CIANOGENICOS  |+—— AMINOACIDOS ALIFATICOS |
GLUCOSINOLATOS

[ Acipos ciNAmicos }—————-[ MALONIL CoA | [ Acipos Grasos | | Acibomevaionico |
|
| FLavonoiDES | | PoLICETIDOS | [PoLiaceTILENOS | | TERPENOIDES |

POLIFENOLES POLIFENOLES | sapoNINAs | ICARDENOLIDOS]
FLAVONOIDES | (TANINOS (ANTRAQUINONAS)
CONDENSADOS)

lustracion 6-2: Metabolitos secundarios vegetales y sus rutas metabolicas
Fuente: (Camacho et al., 2020)

Tabla 2-2: Rutas biosintéticas de los metabolitos secundarios

Acidos fenolicos Ruta del acido shikimico

Taninos Ruta del acido shikimico

Flavonoides Ruta del acido shikimico y ruta de los policétidos
Alcaloides Ruta del &cido shikimico y ruta del acido meval6nico
Antraquinonas Ruta de los policétidos

Lignanos y cumarinas Ruta del acido shikimico

Esteroides Ruta del 4cido mevalonico

Terpenos Ruta del 4cido mevalonico

Fuente: (Kuklinski, 2003, p. 53)

2.4.2. Metabolismo primario

Hace referencia a todos aquellos procesos quimicos fundamentales que la planta realiza para
tener un crecimiento, desarrollo y reproduccién Optimo, que resulte en su supervivencia.
Intervienen en procesos como la fotosintesis, glicdlisis, ciclo del acido citrico, sintesis de
aminoacidos, sintesis de materiales estructurales, duplicacion del material genético,

reproduccion de células, absorcion de nutrientes, etc. (Almaraz et al., 2006).
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2.4.3. Metabolismo secundario

Este proceso abarca las actividades metabolicas que ayudan a la interaccion ecolégica entre la
planta y el ambiente (Brunel 2017). Los productos obtenidos se denominan metabolitos
secundarios, los cuales no son indispensables para el crecimiento y la vida de las plantas, entre

ellos se encuentran los terpenos, compuestos fendlicos, cumarinas, glicésidos y alcaloides
(Avalos y Pérez, 2009, pp.121-122).

Algunos actiian como antimicrobianos y cumplen la funcion de atrayentes o, por el contrario, de
repelentes, ya que se producen en respuesta al estrés. Estos compuestos se caracterizan por sus
diferentes usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o
colorantes, entre otros, en este caso la blsqueda de nuevos metabolitos secundarios de las

plantas permite descubrir nuevos productos o enfoques para el tratamiento de enfermedades
(Teoh, 2015, pp.59-73).

2.5.  Extractos vegetales

2.5.1. Generalidades

Los extractos vegetales son compuestos producidos de la obtencion de sustancias
biolégicamente activas presentes en los tejidos de distintas partes de una determinada planta,
por medio del uso de un solvente ya sea agua, alcohol, la mezcla de estos 0 a su vez otro
solvente selectivo y un proceso de extraccion adecuado. La eleccion del solvente depende del
tipo de planta, la parte de la planta a extraer, la naturaleza de los compuestos bioactivos y la
disponibilidad del solvente. En general, los solventes polares como el agua, el metanol y el
etanol se usan en la extraccion de compuestos polares, mientras que los solventes no polares

como el hexano y el diclorometano se usan en la extraccion de compuestos no polares (Abubakar
y Haque, 2020).

2.5.2. Clasificacion

Segun el proceso y la calidad intrinseca, los extractos de plantas se pueden dividir en extractos
simples, extractos cuantitativos, extractos estandarizados y extractos purificados (Keller,
2021). Segun la forma del producto y del grado de concentracion de solventes extractivos se
clasifican en:

o Extractos fluidos: También conocidos como extractos liquidos, son preparaciones de

drogas vegetales que contiene alcohol como disolvente o como preservante, o ambos,
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preparados de tal manera que cada mililitro contiene los constituyentes extraidos de 1 g del
material crudo que representa (Amaguafia y Curichumbi, 2018).

e Extractos secos: Estos se obtienen evaporando todo el solvente hasta que tienen una
consistencia en polvo. Son altamente estables, aunque en ocasiones resultan ser higroscépicos,
ademas son de facil manipulacion y se les puede utilizar para preparar tinturas de extractos
fluidos (Amaguafia y Curichumbi, 2018).

«  Extractos semisolidos: También se conocen como extractos blandos y tienen una riqueza
superior a la droga de partida, se obtienen evaporando el disolvente hasta obtener un producto
de textura semisolida pero que no moja el papel de filtro (Amaguafia y Curichumbi, 2018).

« Crioextractos: Se obtiene por molturacién de la droga vegetal correctamente desecada,
sometida a condiciones de congelacién (-196 °C), mediante inyeccion de nitrégeno liquido, de
forma que los principios activos no se ven alterados por la accion del calor desprendido en un

proceso de molturacién y que, dependiendo de la droga vegetal, puede llegar a ser hasta 70 °C
(Amaguafia y Curichumbi, 2018).

También se puede clasificar por el disolvente utilizado, los mas comunes son:
e Alcohol y agua (extractos hidroalcohélicos o tinturas).

e Aceite (oleados)

e Glicdlicos

e Hidrosolubles (Iribarren, 2012).

2.6. Meétodos de extraccion

plant-based | solvent

raw material

SOLID/LIQUID
SEPARATION PROCESS

Extract

llustracion 7-2: Proceso general de Extraccion vegetal
Fuente: Ouest, 2019.
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Las plantas al ser la principal fuente de sustancias biol6gicamente activas aportan al desarrollo
de medicamentos por lo que es necesario elegir los métodos correctos, efectivos, y selectivos de
extraccion y asilamiento de estos compuestos naturales para obtener un mayor beneficio
terapéutico, es asi que en la actualidad se encuentra disponible una amplia gama de tecnologias

que utilizan varios métodos de extraccion (llustracion 7-2).

2.6.1. Maceraciéon

La maceracion consiste en remojar los materiales vegetales (gruesos o en polvo) en un
recipiente sellado con solvente y mantenerlos a temperatura ambiente durante al menos 3 dias
con agitacion frecuente (Bryda y Stadnytska, 2021). Tal retencion con el solvente tiene por objeto
ablandar y destruir la pared celular de la planta y, como consecuencia, para liberar fitoquimicos
solubles. Después de 3 dias, la mezcla se filtra. En este método convencional, el calor se
transfiere por conveccion y conductividad, y la eleccion de los solventes determinara el tipo de

compuesto a extraer.

2.6.2. Percolacién

El material vegetal se tritura hasta quedar en polvo posteriormente se coloca en un equipo
llamado percolador para la impregnacion (infiltracién), luego se agrega agua hervida y las
muestras se maceran durante 2 horas. El proceso de impregnacion se suele realizar a un ritmo
moderado ya que el solvente de extraccion se agrega continuamente, por ejemplo, 5 gotas/min
hasta antes de la evaporacion para obtener extractos concentrados el cual se recolectara

simultaneamente (Bryda y Stadnytska, 2021, pp.1740-1741).

2.6.3. Infusion

En caso de infusion las muestras se sumergen en agua fria o hervida. Sin embargo, el periodo de
maceracion por infusion es mas corto y la muestra se hierve en un volumen especifico de agua
durante un cierto tiempo para la decoccion (Bryda y Stadnytska, 2021). La decoccién solo es
adecuada para extraer compuestos resistentes al calor de materiales vegetales sélidos, por

ejemplo, raices y cortezas.
2.7.  Técnicas de separacion
Estos métodos constan de varios procedimientos fisicos que permiten separar dos 0 mas

componentes de una mezcla, las cuales pueden estar constituidas por sustancias solidas o ser
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mezclas liquidas de distinta naturaleza, pueden ser extractos crudos o brutos, totales o parciales
(Flores 2017,p. 1). ES importante mencionar que los componentes de la mezcla conservan su
identidad y sus propiedades quimicas luego del procedimiento (Ondarse 2021). Las técnicas méas

comunes son la evaporacion, destilacion, filtracion y cromatografia.

2.7.1. Cromatografia

La cromatografia se fundamenta en la separacién producida al arrastrar los componentes de una
mezcla a través de una fase mdvil a lo largo de una fase estacionaria. La fase mévil puede ser un
liquido o un gas y la estacionaria puede ser un sélido o un liquido. Hay muchas opciones de
fases estacionarias, algunas de las cuales son alimina, silice e incluso papel. La fase movil, en
cromatografia liquida, también puede variar. A menudo es un solvente o una mezcla de

solventes y a menudo se lo denomina eluyente (Lépez et al., 2005).

2.7.2. Cromatografia en capa fina

Esta es una técnica analitica que se abrevia como TLC (Thin Layer Chromatography), que
utiliza un material absorbente en placas de vidrio planas. Este es un método simple y rapido que
comprueba la pureza de compuestos organicos (Marcano y Hasegawa, 2002, pp. 69-72) .

La cromatografia en capa fina consiste en la separacion de los componentes de una mezcla a
través de la migracion deferencial sobre una capa fina de adsorbente, retenida sobre la superficie
plana. La muestra que va a ser analizada se aplica por medio de un tubo capilar sobre la
superficie adsorbente inerte (silica, alimina, etc.) distribuida uniformemente. Es una técnica
importante ya que permite proporcionar informacién sobre la homogeneidad de los
componentes quimicos del producto y garantizar que las sustancias responsables de la actividad

farmacoldgica estén presentes (Castillo et al. 2017).

2.8. Técnicas de analisis

2.8.1. Espectroscopia infrarroja (IR)

La espectroscopia IR se ocupa de la region infrarroja del espectro electromagnético, es decir, la
luz que tiene una longitud de onda mas larga y una frecuencia mas baja que la luz visible. El
principal uso de la espectroscopia infrarroja es determinar los grupos funcionales de las
moléculas relevantes, tanto para la quimica organica como para la inorganica. Se puede analizar
de tres maneras: midiendo la reflexion, la emision y la absorcién (Kesharwani, 2019) .
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2.9.  Tamizaje fitoquimico

El tamizaje Fitoquimico, también conocido como “screening” fitoquimico preliminar es el punto
de inicio de una investigacion, es asi es utilizado para determinar la presencia o ausencia de los
principales grupos de metabolitos en una especie vegetal, a saber: alcaloides, antraquinonas y
naftoquinonas, esteroides y triterpenos, flavonoides, taninos, saponinas, cumarinas, lactonas
terpénicas y cardiotonicos, utilizando los solventes adecuados ya sea agua, alcohol o éter,
ademas de la aplicacion de reacciones de coloracion y los resultados de las reacciones son
reportados como (+) o (-) para el metabolito de que se trate. (Carrasco y Lara, 2014, p. 25). Dado que
cada uno de estos grupos de compuestos esta relacionado con actividades bioldgicas especificas,
partiendo de los resultados obtenidos en el estudio fitoquimico preliminar es posible orientar
investigaciones posteriores para determinar la actividad biologica de las especies en cuestion y

los principios activos involucrados (Carvajal et al., 2009).

2.9.1. Ensayos para la identificacion cualitativa de metabolitos secundarios

Para los extractos alcoholicos, etéreo y acuoso de una planta se deben realizan varias pruebas

para identificar la presencia de metabolitos secundarios (Pereira et al. 2009, pp. 196-197).
2.9.1.1. Deteccion de alcaloides

Los alcaloides se derivan de los aminoacidos por lo que en su estructura contienen nitrégeno en
un anillo heterociclico (llustracion 8-2). En el analisis fitoquimico preliminar las técnicas de
reconocimiento son basadas en la capacidad que tienen los alcaloides en estado de sal (extractos
acidos), de combinarse con el yodo y métales pesados formando precipitados con reactivos

como el mercuriyoduro de potasio (de Mayer) y yoduro de bismuto (Dragendorff) (Safeena y

" CH,
e /
)\ | 4
(@) T N

CH,

Kalinga, 20204, p.95).

llustracion 8-2: Estructura quimica de alcaloides
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2.9.1.2. Deteccion de cumarinas

La identificacion cualitativa de estos metabolitos se realiza por medio de la prueba de Erlich,
donde se genera una lactonizacion del &cido cis-O-hidroxicindmico o &cido cumarinico,
determinandose la presencia de grupo furano (llustracion 9-2), formandose una coloracion

naranja (Ochoa y Sarmiento, 2018, p.31).

AN

O O

lustracién 9-2: Estructura de una cumarina

2.9.1.3. Deteccidn de flavonoides

Los flavonoides tienen naturaleza fendlica, se caracterizan por tener tres anillos: dos anillos de
benceno (A y B) y un anillo heterociclico (c), en la llustracion 10-2 se observa un ejemplo de la
estructura de un flavonoide. Para su identificacion se realiza el ensayo de Shinoda el cual se
considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo,
intensos en todos los casos (Soto, 2015, p.137), 0 a su vez la prueba de reactivo alcalino (NaOH al
10%), en donde se considera positivo al cambiar de color de amarillo a una solucion clara

(Safeena y Kalinga, 2020b, p.95).

OH

OH

HO (@)

OH O

llustracion 10-2: Estructura quimica de un flavonoide

16



2.9.1.4. Deteccion de taninos

Los taninos son compuestos fendlicos que se encuentran ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, su estructura es compleja y presentan masas moleculares altas (llustracion 11-2) El
ensayo de gelatina-sal sirve para reconocer la presencia de estos compuestos en un extracto
vegetal, en donde los taninos a reaccionar con las proteinas forman compuestos insolubles; por
lo tanto, se observara un precipitado (Ochoa y Sarmiento, 2018, p.29). También se utiliza la prueba de
cloruro férrico, en el que, la aparicion de color negro azulado o verde azulado muestra la

presencia de taninos (Safeena y Kalinga, 2020f, p.95).

OH

lustracion 11-2: Estructura quimica de un tanino

2.9.1.5. Deteccion de quinonas / antraquinonas

Las quinonas son compuestos carbonilicos a-f insaturados (llustracion 12-2), los cuales se
clasifican en benzoquinonas, naftoquinonas o antraquinonas si son estructuras monociclicas,
biciclicas o triciclicas, respectivamente. Para la identificacion de estos compuestos se realiza el
ensayo de Borntrager, el cual se fundamenta en la hidrolisis de los enlaces glicosidicos,
produciendo una oxidacion de las antronas y los antranoles hasta antraquinonas generando la

formacion de complejos de color rojo (Ochoa y Sarmiento, 2018, p.31).

<>

lustracién 12-2: Estructura de una quinona
17



2.9.1.6. . Deteccion de saponinas

Desde el punto de vista quimico las saponinas (llustracion 13-2) son glucésidos que liberan por
hidroélisis una o mas unidades de azucares y aglicones libres de azlcares, que son derivados de
sistemas de anillos policiclicos (sapogeninas). Uno de los métodos para su identificacion estan
basados en propiedades fisico-quimicas que presentan las soluciones acuosas de saponinas que,
al disminuir la tension superficial de los liquidos acuosos, provoca abundante espuma por
agitacion (Donald et al., 2017, p. 35). Otra forma de reconocer las saponinas es el uso del reactivo
Rosenthaler; la aparicion de una coloracion violeta, se considera positiva para sapogeninas

triterpenoidales y una coloracion verde para sapogeninas esteroidales (Olivo, 2015, p. 35).

//,//
I,’

H

lustracion 13-2: Estructura quimica de una saponina

2.9.1.7. Deteccion de triterpenos y esteroles

Los triterpenos y los esteroles poseen un nicleo de androstano, generalmente insaturado en el
anillo B y la posicion 5-6 (llustracion 14-2), el ensayo correspondiente para su identificacion es
de Lieberman- Buchard, se considera positivo para triterpenos cuando hay una variaciéon de
color de roja o rosado a purpura o azul y finalmente a un tono verde oscuro; mientras que, para
indicar la presencia de esteroles, hay una formacién de un color rosa oscuro o rojo o un anillo

marron rojizo (Bermejo et al., 2014, p. 675

llustracion 14-2: Estructura quimica de un triterpeno
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2.10. Actividad antibacteriana

La actividad antimicrobiana es la capacidad que presenta un compuesto para inhibir el aumento
de una poblacion bacteriana o para eliminarla, y que se puede expresar cuantitativamente con

pruebas in vitro. Se puede medir en CIM o en CBM, y permite comparar diferentes compuestos
(Fica, 2005, pp. 80-110).

2.10.1. Principales grupos de compuestos antimicrobianos de plantas naturales

La parte aérea de las plantas, especialmente las hojas poseen una gran cantidad de componentes
es asi que, se ha logrado aislar aproximadamente 12.000 compuestos en donde solo el 10%
corresponden a metabolitos secundarios. Ciertas plantas poseen capacidad de combatir agentes
patdgenos llegando a destruirlos o inhibirlos parcialmente en su desarrollo y crecimiento, por lo
gue un antibidtico natural posee la capacidad de ser bactericida o bacteriostatico frente a un ente

patégeno (Domingo y Lopez 2021, p. 386),

Los principales grupos de compuestos fitoquimicos antimicrobianos en las plantas encontramos:

Compuestos fendlicos: Son un conjunto de compuestos que presentan en comin un anillo
aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilos, por lo general se presentan como glic6sidos,
combinados con unidades de azlcar. Son bactericidas o bacteriostaticos, dependiendo de la
concentracion a la que se use, algunos compuestos fenolicos actlan como fungicidas, su
actividad se reduce a un pH alcalino y por material organico. Entre los principales compuestos

fendlicos con actividad bactericida tenemos:

Fenoles y polifenoles: El acido cafeico y el cinamico son representantes de estos grupos, ambos

con accion antimicrobiana, antiviral y antifungica.

Quinonas: Son anillos aromaticos con dos sustituciones cetonicas. El rango de la actividad
antimicrobiana de las quinonas es amplio, actuando posiblemente sobre las adhesinas expuestas
en la superficie de las bacterias, sobre los polipéptidos de la pared celular y sobre las enzimas

unidas a membranas
Flavonas, Flavonoides y Flavonoles: Son estructuras fenolicas que contienen un solo grupo

carbonilo. Estos compuestos son sintetizados por las plantas en respuesta a la infeccién

antimicrobiana, y su actividad sobre las bacterias
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Taninos: En las plantas, los taninos tienen una accidn inhibitoria del crecimiento de insectos y
perturban la digestion de rumiantes. Se cree que la actividad antimicrobiana de estos
compuestos se debe a su interaccion sobre las adhesinas, proteinas de la pared celular, y a su
capacidad de unirse a polisacéridos.

Cumarinas: Son compuestos de los cuales se conoce muy bien su accion antitrombotica,

antiinflamatoria y vasodilatadora.

Terpenoides y aceites esenciales: Son activos contra bacterias, virus, hongos y protozoarios
(Araujo y Salas, 2008).

o OH O
OH
(e
HO OH
OH
Estructura del fenol Estructura de un tanino Estructura de una
guinona
CH,

X

H,C CH,

Estructura de un flavonoide Estructura de una cumarina Estructura de un terpeno

lustracion 15-2: Estructura quimica de compuestos fenélicos con actividad bactericida

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

2.11. Bacterias
Son un grupo diverso de microorganismos unicelulares, procariotas, que se pueden encontrar

practicamente en cualquier ambiente, viven en el suelo, agua, aire, y como simbiontes tanto de

animales, plantas y el ser humano. Solo unos pocos tipos de bacterias causan enfermedades,
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conocidas como patogenos. A veces, bajo ciertas condiciones, la flora bacteriana residente

puede actuar como patégeno y causar enfermedades en el hombre (Bush, 2022).

2.11.1. Estructura

Procariota Pared

celular - Cromosoma Uunico,

circular y muy enrollado

Peptidoglucano

Flagelo

Plasmido Membrana celular

Citoplasma
rico en (zona donde ocurre
ribosomas 708 la respiracion celular)

llustracion 1615-2: Estructura de la célula procariota
Fuente: Olmo 2019.

La estructura bacteriana (llustracion 21-2) es la anatomia de las bacterias las cuales son posibles
de observar a través de un microscopio, estas estructuras pueden ser permanentes o variables
dependiendo de las condiciones donde se desarrolle el microrganismo. Dentro de las estructuras
permanentes abarcan la pared celular, la membrana celular, los ribosomas y el material genético
y las estructuras variables son los flagelos, las fimbrias o pilis, la capsula y las esporas, cabe

recalcar que las ultimas no son esenciales para la vida de la bacteria.

Ademas, podemos clasificar las estructuras bacterianas en internas o citoplasmicas y externas o
de la envoltura celular. Dentro de las internas destacamos el material genético, los ribosomas y
los cuerpos de inclusion. La envoltura celular engloba la membrana plasmatica, la pared celular
que la recubre, la capsula y los apéndices como fimbrias o pilis y flagelos. Contiene los sitios de
transporte para nutrientes, interviene en la relacion huésped parésito, es blanco de las reacciones

del sistema inmune y puede contener estructuras tdxicas para el huésped (Pirez y Mota, 2009, pp. 27-
40).

2.11.2. Clasificacion de las bacterias

Las bacterias se pueden clasificar en varias categorias de acuerdo a sus caracteristicas, de modo

que estan principalmente basados en los siguientes parametros:
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2.11.2.1. Segun su morfologia

La forma de las bacterias al microscopio esta determinada por la rigidez de su pared celular, de
acuerdo a la llustracion 22-2 basicamente, se diferencian segin su forma en cocos, que pueden
ser esféricas u ovaladas, bacilos que se presentan de forma cilindrica o de bastones; rectos o

curvos y espirilos (Pirez y Mota, 2009, pp. 24-25).

% % Flagelos
\ ; a >/ g
oo (jﬁg Pseudomonas Salmonella typhi
Neumococos Estreptococos
> Q
, ﬁ) Treponema
) Esporas
g Sy
- Mycobacterium  Clostridium tetani Leptospira
Estafilococos tuberculosis
Esferas Bastones Espirales
(Cocos) (Bacilos) (Espiroquetas)

llustracion 17-2: Morfologia bacteriana
Fuente: (Bush, 2022).

2.11.2.2. Segun la composicién de la pared celular

Dependiendo de la estructura de la pared celular las bacterias se dividen en dos grandes grupos
como se observa en la llustracién 23-2 , las Gram positivas, que tras la tincidn aparecen de color
violeta, y las Gram negativas, que se tifien de rosa (Bruslind, 2021). La pared de las bacterias Gram
positivas posee una gruesa envuelta con multiples capas de peptidoglicano, ademas, poseen
acido teicdico y lipoteicdéico, polimeros de alcoholes como el glicerol o el ribitol; la de las Gram
negativas por el contrario es fina y formada por una sola capa, presentan una membrana
plasmatica situada fuera de las capas de peptidoglicano, conocida como membrana externa,

compuesta por una bicapa lipidica (Rodriguez y Arenas, 2018, pp. 166-167).

Pared gram negativa

Pared gram positiva

i n— Capsula >
Membrana externa >

J G Peptidoglicano ey
Periplasma =3

<% Membrana citoplasmica .

llustracion 18-2: Diferencias entre la pared de las Gram positivas y las Gram negativas.
Fuente: OCW, 2018.
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2.11.2.3. Segun el tipo de respiracion

Las bacterias de acuerdo a la necesidad de oxigeno para vivir y crecer pueden clasificarse en:

e Aerobias: Las que necesitan oxigeno.

e Anaerobias: Las que no necesitan oxigeno y tienen problemas para vivir o crecer cuando
hay oxigeno.

o Facultativas: Aquellas que pueden vivir y crecer con o sin oxigeno.

2.11.2.4. Segun el tipo de nutricion

Bacterias autétrofas: Producen sus propias sustancias a partir de fuentes inorganicas como la luz

del sol.

Bacterias heter6trofas: Se alimentan a partir de otros seres vivos, estas bacterias generalmente
actlan como descomponedores y hacen que los nutrientes estén disponibles para los demas

seres Vivos (Caycedo et al., 2021, pp.53-54).

2.12. Descripcion de las bacterias en estudio

2.12.1. Staphylococcus aureus

Son cocos Gram positivos, con 1 um de diametro. Son bacterias no mdviles, no esporuladas, no
poseen capsulas. Se agrupan como células Unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando
racimo de uvas. Son anaerobios facultativos, productores de catalasa, son bastante resistentes al
frio y al calor y toleran altas concentraciones de salinidad (7,5 % de NaCl). Cominmente no
requieren medios enriquecidos para crecer, la mayoria de las especies crecen después de 18- 24
horas de incubacidn (Cervantes et al., 2014). Se considera que Staphylococcus aureus como la

principal causa de infecciones de la piel y los tejidos blandos (McCaig et al 2006).

2.12.2. Pseudomonas aeruginosa

Es una bacteria pertenece Gram negativa con forma de bacilo, con un tamafio de 0,5 a 3,0, Tiene
un metabolismo aerdbico, no fermentativa y es movil gracias a la presencia de un flagelo polar.

Se considera como un patdgeno oportunista. Es un microorganismo altamente versatil, capaz de

tolerar condiciones bajas de oxigeno (De Sousa et al., 2021).
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Puede sobrevivir con bajos niveles de nutrientes y crecer en rangos de temperatura de 4 a
42°C. Estas caracteristicas le permiten adherirse, sobrevivir en equipos médicos y en otras
superficies hospitalarias. Lo anterior favorece el inicio de infecciones nosocomiales en pacientes

inmunocomprometidos.

Las infecciones por Pseudomonas pueden aparecer en muchos sitios anatémicos, entre ellos, la
piel, los tejidos subcutaneos, el hueso, los oidos, los ojos, las vias urinarias, los pulmones y las
valvulas cardiacas. El sitio afectado varia segin la puerta de entrada y la susceptibilidad del

paciente (Ochoa et al., 2013).

La transmision se produce principalmente a través del contacto de la piel lesionada o

reblandecida y de las mucosas con el agua o con los objetos contaminados (Bush y Vazquez, 2022)

2.12.3. Staphylococcus epidermidis

Es una bacteria coco Gram positiva, es catalasa positivo, coagulasa negativo, anaerobio
facultativo que puede crecer por respiracion aer6bica o por fermentacion. Forma colonias
blancas en agar sangre. Los huéspedes del son humanos y otros animales de sangre caliente
(Ferndndez, 2010).

Por otro lado, Staphylococcus epidermidis es un microorganismo comensal beneficioso en la
piel intacta, pero la alteracidn de esta barrera, ya sea por mutacién genética o alteracién fisica,
puede alterar drasticamente el comportamiento de S. epidermidis de benigno a patégeno, es por
esta razén que esta bacteria es la fuente mas comuin de infecciones en dispositivos médicos ya
que al ser un colonizador permanente y ubicuo de la piel humana hay una alta probabilidad

resultante de contaminacién del dispositivo durante la insercion (Brown y Horswill, 2020).

2.13. Antibiético

2.13.1. Concepto

Los antibidticos son aquellas sustancias quimicas producidas por varias especies de
microorganismos o sintetizados quimicamente, que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento
de microorganismos y producir su destruccion a partir de ellas se han elaborado sustancias para

uso sistémico y topico cuya indicacion se ajusta a las necesidades terapéuticas determinadas por

la naturaleza del cuadro infeccioso del paciente y el criterio médico (Saenz y Sanchez, 2005, pp. 7-10).
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2.13.2. Clasificacion

2.13.2.1. Segun su origen

e Antibidticos Bioldgicos: Aquellos que son sintetizados por organismos Vivos, ej.
Penicilina, Cloranfenicol

e Antibidtico Semisintéticos: Aquellos que se obtiene a partir de una modificacion quimica
de los antibidticos naturales. Ej. Ampicilina.

e Antibidticos Sintéticos: Aquellos que se generan por una sintesis quimica (Centrén, 2018).

2.13.2.2. Segln el mecanismo de accion

w| wall
synthesis inhibitors DNA
[Hactams synthesis inhibitors
Vancomycin Fluoroquinolones

Lipoglycopeptides
(e.g. telavancin, oritavancin)

Protein synthesis
Inhibitors (50s)
Oxazokdinones
(e.g. linezolid, tedizolid)

Ribosomeas

Cellular
membrane dysfunction

Lipopeptides
(e.g9. daptomycin)

THFA 5

PABA DHFA

Folate Protein synthesis
synthesis inhibitor inhibitors (30s)
Sultamethoxazole-Trimethopnm Aminoglycosides

lustracién 19-2: Sitio de accion de los antimicrobianos
Fuente: (Eyler y Shvets, 2019)

Inhibidores de la formacion de la pared bacteriana: La pared celular protege la integridad de
la bacteria y soporta su gran presién osmdtica interna. La ausencia de esta estructura provocara
la destruccién del microorganismo, inducida por el elevado gradiente de osmolaridad que suele
existir entre el medio y el citoplasma bacteriano. La sintesis de la pared celular se desarrolla en
3 etapas, sobre cada una de las cuales pueden actuar diferentes compuestos: la etapa
citoplasmica, donde se sintetizan los precursores del peptidoglucano; el transporte a través de la
membrana citoplasmica, y la organizacion final de la estructura del peptidoglucano, que se

desarrolla en la parte mas externa de la pared (llustracién 24-2) (Calvo y Martinez 2009 a, p. 45).

Inhibidores de la membrana citoplasmatica: La membrana citoplasmica es vital para todas
las células, ya que interviene activamente en los procesos de difusion y transporte activo, y de

esta forma controla la composicion del medio interno celular. Las sustancias que alteran esta
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estructura modifican la permeabilidad, y provocan la salida de iones potasio, elementos
esenciales para la vida bacteriana, o la entrada de otros que a altas concentraciones alteran el
metabolismo bacteriano normal. Los antimicrobianos que actlan en esta estructura se
comportan como bactericidas, incluso en bacterias en reposo, y pueden tener alta toxicidad

sobre las células humanas, al compartir algunos componentes de la membrana citoplasmatica
(Calvo y Martinez 2009b, p. 47).

Inhibidores de la sintesis proteica: La sintesis proteica es uno de los procesos mas
frecuentemente afectados por la accion de los antimicrobianos, y su inhibicion selectiva es
posible gracias a las diferencias estructurales entre los ribosomas bacterianos y eucariotas. En
esta estructura diferentes componentes pueden ser lugares de unién para los antimicrobianos. La
mayoria de los antibiéticos de este grupo tienen actividad bacteriostatica, aunque los
aminoglucésidos se comportan como bactericidas. La accion bactericida o bacteriostética
también va a depender de las concentraciones del antimicrobiano, y del microorganismo

afectado (Calvo y Martinez, 2009c, p. 48).

Inhibidores de la duplicacién del ADN: Dentro de este grupo incluimos las rifamicinas y las
quinolonas gue actdan en enzimas que participan en los procesos de transcripcion y replicacion,
y los nitroimidazoles y nitrofuranos que actlan directamente sobre el ADN, dafiandolo. Por lo
general, los antibidticos de este grupo no son particularmente selectivos en su accién y
comportan cierta toxicidad para las células eucaridticas. La mayoria de los antibiéticos que
acttan sobre el ADN son bactericidas rapidos y normalmente independientes del indculo y de la

fase de crecimiento bacteriano (Calvo y Martinez, 2009d, p. 51).

Inhibidores de vias metabdlicas: Antibidticos como las sulfamidas y la trimetoprima, inhiben
vias metabdlicas que impiden el crecimiento bacteriano ya que inhiben diferentes pasos en la via
de sintesis del folato; tienen por lo tanto accion bacteriostatica. Es importante mencionar que los
folatos son compuestos criticos para la sintesis de ADN, ARN y proteinas. Cuando ambas

drogas se administran en forma conjunta, su accion es bactericida (British Society for Antimicrobial
Chemotherapy, 2021).

2.14. Determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos

Las pruebas de susceptibilidad in vitro se realizan en microorganismos sospechosos de causar

enfermedades, particularmente si se cree que el organismo pertenece a una especie que puede

mostrar resistencia a los agentes antimicrobianos de uso frecuente (Committee et al., 2003).
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La sensibilidad in vitro de las bacterias a los agentes antimicrobianos se puede ensayar mediante
varios métodos disponibles en el laboratorio, en este estudio se realizaran por dos métodos que

se describen a continuacion:

2.14.1. Método de Kirby - Bauer o difusion en disco

Este método cualitativo de acuerdo al National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLYS) es adecuado para los microorganismos de crecimiento rapido permitiendo determinar

la sensibilidad de un agente microbiano frente a un antibidtico (Pedrique 2002).

Consiste en utilizar un disco de papel de filtro de 6 mm impregnado con una concentracion
conocida de un compuesto antimicrobiano se coloca en un agar Mueller-Hinton (MH),
inmediatamente el agua se absorbe en el disco del agar. El antimicrobiano comienza a
difundirse en el agar circundante. La tasa de la difusion a través del agar no es tan rapida como
la velocidad de extraccién del antimicrobiano fuera del disco, por lo tanto, la concentracion de
antimicrobiano es el més alto méas cercano al disco y una reduccion logaritmica en la

concentracién ocurre a medida que aumenta la distancia desde el disco.

La tasa de difusion del antimicrobiano a través del agar depende de la difusién y propiedades de
solubilidad del farmaco en agar MH y el peso molecular del compuesto antimicrobiano. Las
moléculas mas grandes se difundiran a una velocidad mas lenta velocidad que los compuestos
de menor peso molecular. Estos factores, en combinacion, dan como resultado que cada
antimicrobiano tenga un punto de corte Unico tamafio de la zona que indica la susceptibilidad a

ese compuesto antimicrobiano (Hudzicki, 2012, pp. 2-3)

2.14.2. Método de diluciéon

Este método es utilizado para medir de forma cuantitativa la actividad de un antimicrobiano in
vitro frente a un cultivo de bacterias de interés se caracteriza por ser preciso en sus resultados.
Para su realizacion se debe preparar una serie de tubos o placas con caldo o agar,

respectivamente, a los cuales se les agrega el antibiético (ATB) en distintas concentraciones.

Posteriormente se inocula cada uno de los tubos o placas con una suspension estandarizada del
microorganismo en estudio. Después se deja incubar toda la noche a 35 + 2°C para poder
examinar las muestras y asi determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) del

antimicrobiano frente al microorganismo ensayado (Cavalier et al., 2005, pp. 2-4).
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El uso de la prueba de difusion en disco o también llamado Kirby- Bauer contribuye a los
resultados obtenidos con el método de microdilucion al establecer una “zona de inhibicién” con

la que se puede medir la eficacia del antibidtico en cuestion (Jorgensen, 2018).

2.15. Interpretacion de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos

En todos los métodos descritos se produce como resultado un valor numérico, bien en forma de
mm de didmetro, bien en forma de CMI o CMB. Dichos valores pueden tener un valor absoluto
en si mismos, fundamentalmente los resultados de CMI y CMB, ya que pueden representar las
concentraciones minimas que se deben alcanzar en el lugar de la infeccidon para que dicho
tratamiento sea eficaz. Sin embargo, en muchas ocasiones esta traslacion no se puede realizar o
es muy compleja, con lo que en la mayoria de los casos es recomendable categorizar dichos
valores numéricos en forma de interpretaciones cualitativas que informen de la susceptibilidad

de cada uno de los antimicrobianos frente a un determinado germen (Calvo y Martinez, 2009).

La International Organization for Standardization definié 3 categorias para la interpretacion de
las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos, en funcion de la probabilidad del éxito o del
fracaso terapéutico (Canton, 2010, p.376):

e Sensible: cuando un aislado bacteriano es inhibido in vitro por una concentracion de un
antimicrobiano que se asocia a una alta probabilidad con el éxito terapéutico.

e Intermedio: cuando un aislado bacteriano es inhibido in vitro por una concentraciéon de un
antimicrobiano que se asocia a un efecto terapéutico incierto.

e Resistente: cuando un aislado bacteriano es inhibido in vitro por una concentraciéon de un

antimicrobiano que se asocia a una alta probabilidad con el fracaso terapéutico.

2.16. Resistencia bacteriana a los antibidticos

La resistencia bacteriana a un medicamento antimicrobiano se ha convertido en un proceso
natural en donde las bacterias adquieren cierta tolerancia hacia nuevas condiciones ambientales,
se puede presentar de dos formas, la natural que es propia de cada microorganismo y la
adquirida aparece como consecuencia de mecanismos de defensa que van desarrollando los

microorganismos ante la exposicion a los antimicrobianos o a través de procesos bioquimicos
(Pelczar, et al., 1987, p. 11-425).

El uso inadecuado de los antibi6ticos es uno de los factores mas importantes por los que se ha
llegado a la alarmante situacion actual: empleo de antibidticos sin prescripcion médica, tiempo

inapropiado de consumo, incumplimiento de los horarios de administracion e infra dosificacion.
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Por otro lado, muchos de los médicos los prescriben innecesariamente, especialmente en
patologias de via aérea superior, de etiologia viral en la mayoria de los casos o inclusive en
cuadros alérgicos. Segun estudios sobre consumo de antibioticos, los cuadros de via aérea

superior son las patologias en las que se emplean antibidticos innecesarios con mayor frecuencia
(Farina, 2016, pp.04-05).

Es asi como los investigadores de todo el mundo al observar esta probleméatica en materia de
salud publica de forma permanente estan estudiando nuevos compuestos centrados en diferentes
recursos naturales, principalmente en las plantas, debido a la riqgueza en compuestos con
diferentes actividades, entre ellas la capacidad de inhibir el crecimiento (Rodriguez et al., 2017).
2.17. Formas farmacéuticas

2.17.1. Concepto

Es la forma fisica de una dosis de un compuesto quimico utilizado como droga o medicamento,
el cual estd constituido por farmacos (principios activos) y excipientes (materia
farmacoldgicamente inactiva) permitiendo un facil suministro al organismo (Watts 2022).

2.17.2. Formas farmacéuticas segun el estado de la materia

Tabla 3-2: Clasificacién de las formas farmacéuticas segun el estado de la materia

Estado de la forma Estériles No estériles

farmacéutica

Sélidos Polvo estéril para inyeccion, | Comprimidos: tabletas y grageas No
liofilizados comprimidos: capsulas, polvos, granulados
Liquidos Homogéneos: soluciones | Homogéneos: soluciones (oral, nasal, ética,

parenterales y oftdlmicas | topica), jarabe, elixir

Heterogéneos:  emulsiones y | Heterogéneos:  emulsion,  suspension,

suspensiones intramusculares aerosoles
Semisolidos Ungiiento oftalmico Cremas, unglientos, pomadas, supositorios
y geles

Fuente: (Lopez, 2001; citado en Pab6n y Gonzalez, 2017)
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

2.18. Antibidticos tépicos

Al hablar de agentes antimicrobianos se incluye a un gran arsenal de sustancias que van desde

agentes antibacterianos (antibioticos), antituberculoso, antimicéticos, antisépticos hasta agentes
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antivirales. Con el paso de los afios la industria farmacéutica ha visto la necesidad de buscar un
antibiotico topico ideal, seguro y eficaz para su uso con minimos o nulos efectos adversos para
el paciente. Es importante que este formulado posea una buena tolerabilidad, baja incidencia de

alergia y una minima o ausencia de toxicidad ademas que pueda penetrar en piel y costras (Saenz
y Sanchez, 2005, pp. 7-10).

2.19. Control calidad de las formas farmacéuticas semisoélidas

Los ensayos de control de calidad de los productos farmacéuticos semisélidos proporcionan
parametros organolépticos que permiten evaluar inmediatamente el estado en que se encuentra
la muestra en estudio por medio de analisis comparativos, como la determinacidn de olor, color,
aspecto, presencia de grumos, tomando en cuenta que se debe utilizar una muestra de referencia,
recientemente elaborada, o una muestra del producto, almacenada a temperatura adecuada, para
evitar modificaciones en las propiedades organolépticas. También se realizan ensayos fisico
quimicos como la determinacion de pH, viscosidad, signo de emulsién, con el objetivo de
verificar alteraciones como: separacion de fases, precipitacion y turbiedad permitiendo el
reconocimiento primario del producto, ademas de detectar futuros problemas que pueden afectar

la estabilidad y la calidad del producto (ANVISA, 2005, pp. 32-34).

2.20. Lapiel

La piel es el 6rgano méas grande del cuerpo humano y es la que esta siempre en contacto con el
mundo exterior, por ende, con diversos gérmenes y cualquier agente, producto o sustancia que
la agreda puede provocar una irritacion, desencadenando una reaccién inflamatoria y dafiando la
barrera protectora cutanea. Uno de los agentes del medio externo e interno, son las bacterias; sin
embargo, la piel normal intacta de las personas sanas es muy resistente a la invasion y solo se

infecta bajo determinadas condiciones (Sanchez, 2016, p. 7).

Sebaceous(oil) gland
/ % Hair shaft

Stratum cormeum
Epidermis Squamous cells

Basal cells

Arrector pili muscle
Dermis Sweat pore

Hair follicle

Artery
Vein

Hypodermis

(Subiutaneoss Usiue

Muscle EZ = —_— = = Adipose tissue

lustracion 20-2: Estructura de la piel

Fuente: Paladjai, 2018.
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2.21. Flora cutanea normal

Desde el momento del parto el ser humano inicia la colonizacion microbiana cutanea por lo que
la piel posee una gran cantidad de microorganismos que viven regularmente como saprofitos
generalmente entre las fisuras del estrato corneo y dentro de los foliculos pilosos (llustracion
25-2), son inofensivos, pero que en algunas ocasiones pueden ser patdgenos.

Se considera la flora cutanea normal a los cocos aerobios, bacterias corineformes aerobias y
anaerobias, bacterias gramnegativas y levaduras. La funcién de esta microflora es el de brindar
proteccién y prevencion en la piel contra microorganismos patdgenos. Las infecciones
bacterianas pueden afectar a una pequefia zona de la piel o extenderse por toda la superficie
corporal. De la misma forma, pueden variar en agresividad, de leves a potencialmente mortales.
Muchos tipos de bacterias pueden infectar la piel. Las mas frecuentes son los Staphylococcus y

los Streptococcus (Gémez et al., 2004).

2.22. Infecciones bacterianas comunes en la piel

Las infecciones bacterianas de la piel aparecen cuando las bacterias penetran a través de los
foliculos pilosos o a través de pequefias fisuras en la piel consecuencia de rasgufios, cirugia,
quemaduras, mordeduras de animales o insectos, heridas y trastornos cutaneos preexistentes. En

la tabla 5-2 se incluyen las infecciones comunes de la piel.

Tabla 4-2: Principales infecciones cutaneas primarias

Infeccion cutanea Agente causal
Impétigo Staphylococcus aureus, y por Streptococcus pyogenes
Erisipela Staphylococcus aureus y muy raramente por otros
gérmenes.
Foliculitis bacteriana Staphylococcus aureus., Pseudomona  aeruginosa,

estreptococos, Proteus y otros bacilos gram negativos.

Celulitis Causado por estreptococos beta hemoliticos, grupo A de

Lancfield y Staphilococo Aureus.

Fordnculo Causada por el Staphylococcus aureus

Antrax Causada por el Staphylococcus aureus

Fuente: (Gémez et al., 2004)
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Lugar de la investigacion

La presente investigacion se desarrolld en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo,
Facultad de Ciencias, Escuela de Biogquimica y Farmacia, en los Laboratorios de Productos

Naturales, Investigacién, Tecnologia Farmacéutica y Microbiologia.

3.2.  Enfoquey disefio de investigacién

El presente trabajo seréd disefiado bajo el planteamiento metodoldgico del enfoque, de alcance
correlacional con un disefio experimental puesto que éstos son los que mejor se adaptan a las

caracteristicas y necesidades de la investigacion.

El enfoque cuantitativo implica un proceso de recopilacién y analisis de manera objetiva de los
datos numéricos para describir, predecir o controlar variables de interés, ademas de confirmar o

refutar una hipétesis propuesta en el apartado 3.3.2 (Hernandez, et al., 2010 p.5).

A su vez, se orient6 a un alcance correlacional, debido a que se asocian dos variables el de la
actividad antimicrobiana y la concentracion del extracto etandlico, para ello, primero se miden

las variables que determinarian la capacidad antibacteriana del extracto de la planta (Arias, 2006).

Por altimo, corresponde a un disefio experimental debido a que se refiere a un estudio en el que
se manipulan intencionalmente una o mas variables independientes, para analizar las
consecuencias que la manipulacion tiene sobre una o mas variables dependientes, dentro de una
situacion de control para el investigador, en este caso se manipularé el grado de concentracion
del extracto etandlico relacionado con la cantidad de compuestos fenélicos que posee para

observar la actividad antimicrobiana (Brien, 2009 y Green, 2003).

3.3. Disefio experimental

3.3.1. Poblacion de estudio y/o tamafio de muestra y/o método de muestreo

La poblacidn de estudio seran las partes aéreas (hojas) de Lonicera japonica. La recoleccion del

material vegetal se realiz6 en la Parroquia de Yaruquies en la Provincia de Chimborazo,
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mediante un muestreo aleatorio simple para obtener aproximadamente 2 kg de la especie vegetal
Lonicera japonica. Al tratarse de una planta ornamental, no se requiere el permiso del
Ministerio del Ambiente. Para la recoleccién del material vegetal se tomardn en cuenta los
siguientes criterios:

3.3.1.1. Criterios de inclusion:

Las mejores especies vegetales que presenten buen estado, con todas sus partes integras y

frescas.

3.3.1.2. Criterios de exclusion:

Hojas que presenten dafios por accion de animales o insectos.

Hojas que presenten deterioro por factores fisicos (agua o viento).

Hojas en mal estado o secas.

Hojas que se encuentren en proceso de descomposicién o con contaminacion microbiolégica.

3.3.2. Hipdtesis

Los metabolitos secundarios de la Madreselva (Lonicera japonica) presentan actividad

antibacteriana.

3.3.3. Identificacion de variables

o Variable dependiente:

Actividad antibacteriana

o Variable independiente:

Extracto etandlico

3.4.  Equipos, materiales y reactivos

3.4.1. Equipos
. Balanza analitica RADWAG AS e Reverbero
60/220.R2
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o Molino de  cuchilla  giratoria
RetschMtihle
o Sonicador BRANSON 3510

. Bomba de succion al vacio ROCKER-
420

o Mufla OPTIC IVYMEN SYSTEM

. pH metro HANNA INSTRUMENT

. Autoclave

. Desecador

. Viscosimetro

o Camara de Flujo Laminar

. Refractometro

3.4.2. Materiales

3.4.2.1. Materiales para obtencion de extracto

o Frascos ambar de 1000 ml y 500 ml

o Papel filtro

o Probeta de 100 ml

o Espatula

o Vasos de precipitacion de 1000 ml ,
400 ml

. Embudos

o Equipo de venoclisis

o Canicas

. Cinta adhesiva

Refractémetro BAUSC Y LOMS

Rotavapor BIOBASE RE100-Pro
Equipo de Luz UV

Incubadora
Estufa Memmert
Refrigeradora
Estufa de secado
Vortex

Bafio Maria

Kitasato de 500 ml.

Parafilm

Embudo de Buchner
Toallas absorbentes

Algodoén

Papel aluminio
Marcador permanente
Botellas ambar

Frascos plasticos estériles

3.4.2.2. Materiales para realizar el control de calidad de la droga vegetal

o Crisol de porcelana

o Pinzas

o Malla

. Vaso de precipitacion
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3.4.2.3. Materiales para realizar el tamizaje fitoquimico

o Tubos de ensayo de 10 ml o Pipetas 1ml, 5ml
. Gradilla o Pera de succion
o Varilla de agitacion o Pipetas Pasteur
o Adhesivos para rotular . Vidrio reloj

o Pinza para tubos o Olla

o Papel filtro . Malla

o Baldn de aforo . Espatula

3.4.2.4. Materiales para realizar el control de calidad fisico-quimico del extracto

o Tubo de ensayo o Gradilla

o Picnémetro . Piseta

o Papel filtro . Varilla de vidrio
o Pipeta Pasteur

3.4.2.5. Materiales para realizar la cromatografia capa fina

o Placas de silice o Pera de succion
o Cuba cromatografica o Regla
o Pipeta

3.4.2.6. Materiales para realizar las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

o Erlenmeyer . Pipetas automaticas

o Tapones de gasa y algodon . Puntas azules

o Cajas Petri de vidrio . Puntas amarillas

o Tubos de ensayo . Papel aluminio

o Espatula . Hisopos esteériles

o Tapdn de caucho para tubos . Asa

o Gradillas . Discos de papel de filtro en blanco
o Papel filtro . Mechero

o Placa microelisa 96 pocillos o Regla

o Marcador permanente . Pinzas
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3.4.2.7. Materiales para la formulacion de la crema tépica

. Vaso de precipitacion . Espéatula
o Varilla de agitacion o Vidrio reloj
) Envases estériles o Papel aluminio

3.4.2.8. Material biolégico

o S. auerus ATCC 29213 . P. aeruginosa ATCC 27853
o S. epidermidis ATCC 12228

3.4.2.9. Materiales para realizar el control fisico — quimico y microbioldgico de la crema

o Vaso de precipitacion o Porta objetos

. Tirillas de pH . Espatula

o Cajas Petri o Papel aluminio
o Puntas estériles azules y amarillas . Algodény gasa
o Tubos de ensayo ) Gradilla

o Erlenmeyer o Hisopos

o Asa o Marcador

3.4.3. Reactivos

3.4.3.1. Reactivos para el tamizaje fitoquimico

o Agua Destilada o Reactivo Rosenthaler

o Etanol o Reactivo de gelatina

o Magnesio metalico o Cloruro férrico al 1%

o Acido clorhidrico o Alcohol amilico

o Hidroxido de sodio al 10% o Acido clorhidrico al 10%

o Acido clorhidrico concentrado o Reactivo Mayer

o Hidroxido de amonio concentrado o Reactivo Wagner

o Acido sulfarico concentrado o Reactivo Dragendorff

. Hidrdxido de potasio al 5% . Perdxido de hidrégeno al 6%
o Cloroformo o Anhidrido acético
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3.4.3.2.

3.4.3.3.

3.4.3.4.

3.4.3.5.

3.5.

3.5.1.

Reactivos para la cromatografia capa fina

Acetato de etilo ) Agua destilada
Acido férmico o Natural Products 1%
Acido acético glacial o Extracto etandlico de L. japonica

Reactivos para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Agar Mueller- Hinton (MH) . Caldo nutritivo
Agar nutritivo o Agua estéril
DMSO o Caldo cerebro-corazon

Solucién salina al 0.9%

Reactivos para el control de calidad fisico-quimico y microbiol6gico de la crema topica

Agua Destilada . Agar PCA
Etanol al 96% o Agar EMB
Alcohol potable . Agua de peptona
Agar Manitol . Agar Sabouraud

Reactivos para la formulacion de la crema topica

Alcohol cetilico . Glicerina
Deyquart . Nipasol
Nipagin o Agua destilada

Extracto etandlico de L. japonica

Técnicas y métodos

Recoleccion de la materia vegetal

Las hojas de la madreselva (Lonicera japonica) se recolectaron en noviembre de 2022 en la

Parroquia Yaruquies, Canton Riobamba, Provincia de Chimborazo como se detalla en la

lustracion 26-3.
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Tabla 1-3: Localizacién de la recoleccion de Lonicera japonica

Latitud: 1°41'37.9"S
Longitud: 78°40'31.5"W
Altitud: 2811 msnm

Fuente: Google Earth, 2022
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

Se seleccionaron ejemplares con las mejores hojas, descartando tanto las contaminadas
biolégicamente como las que poseen dafios fisicos (ver anexos-llustraciéon 2-7). Las muestras

vegetales se transportaron en fundas de plastico.

24.de/Mayo

- -
lHustracion 1-3: Mapa
Fuente: Google Maps, 2022

de recoleccion de Lonicera japonica

3.5.2. Identificacion de la materia vegetal

Se tomo la planta con todas sus partes y se prensé para llevarlo al herbario de la ESPOCH,
dirigido por el Ing. Jorge Caranqui, quien identific y certifico el ejemplar de Lonicera

japonica. Ver anexos, llustracion 1-7.
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3.5.3.  Acondicionamiento de la materia vegetal

Separar las mejores hojas de los tallos y flores (ver anexos-
lHustracion 3-7).
Limpiar las hojas cuidadosamente con papel absorbente.

Secar las hojas a temperatura ambiente durante 2 semanas (ver
anexos- llustracion 4-7).

h

N

Pulverizar las hojas en un molino y almacenar en una funda
plastica zipper (ver anexos- llustracion 5-7).

lustracion 2-3: Acondicionamientos de la materia vegetal
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

3.5.4. Control de calidad de la droga vegetal seca

3.5.4.1. Determinacion de humedad

Humedad es la cantidad de agua que tiene el material vegetal. Para una conservacion buena

debe su valor debe ser inferior a 10%.

Procedimiento:

A partir de la muestra triturada se pes6 4g con una desviacion permisible de 0.5 mg,
posteriormente se colocd dentro de la termobalanza y se esper6 el resultado. El porcentaje de
humedad se determina por la pérdida de peso que sufre la muestra después de ser sometida al

proceso de calentamiento.

3.5.4.2. Determinacion de cenizas totales

Las cenizas totales permiten determinar la cantidad de materia inorgénica que pueden estar
presente en las plantas, y de esta forma establecer la calidad y pureza de las drogas vegetales y
sus derivados. Es importante su determinacion ya que esta puede ser la responsable de

reacciones farmacoldgicas (Lima y Morales, 2014).
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Procedimiento

Se pes6 2.0 g de la muestra de ensayo pulverizada y tamizada con una desviacion permisible de
0.5 mg en un crisol de porcelana previamente tarado. Se colocd en el reverbero la porcién de
ensayo en un crisol hasta carbonizar y posteriormente se inciner6 en un horno mufla a una
temperatura de 700 a 750°C, durante 2 horas. Y por ultimo se enfri6 el crisol en una desecadora
y se peso, repitiéndose el proceso hasta obtener un peso constante en donde no difieran en mas
de 0.5 mg por g (masa constante). Para obtener la masa constante los intervalos entre

calentamiento y pesada son de 30 minutos.

El resultado se expresa mediante la siguiente formula:

C= porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
M= masa del crisol vacio (g)

M1= masa del crisol con la porcion de ensayo (g)
M2= masa del crisol con la ceniza (g).

100= factor matematico para los calculos.

3.5.4.3. Determinacion de cenizas solubles en agua

A las cenizas totales se les afiadié 15 a 20 ml de agua y el crisol se tapd y se dejo calentar en el
reverbero durante 5 minutos. La solucion se filtro y este residuo se transfirié al crisol inicial.
Luego, se carbonizé y se inciner6 en un horno mufla de 700 a 750 °C, durante 2 h.
Posteriormente se coloc6 en un desecador y al alcanzar temperatura ambiente se peso. Se repite
el proceso hasta alcanzar peso constante. Se calcul6 el porcentaje de cenizas solubles en agua

con la siguiente férmula:

M2 — Ma
%Ca = mx 100

Donde:
Ca= porcentaje de ceniza soluble en agua
M2= peso en gramos de las cenizas totales mas el crisol

Ma= peso en gramos de las cenizas insolubles en agua mas el crisol

M1= peso en gramos de la muestra de ensayo mas el crisol
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M= masa del crisol vacio

100= factor matematico
3.5.4.4. Determinacion de cenizas insolubles en acido

Se basa en la diferencia de pesos que se obtiene después de una calcinacion de la droga vegetal

y la extraccion con HCI.

Procedimiento:

Se calent6 a ebullicion las cenizas obtenidas segun se indica en Cenizas totales, con 25 ml de
acido clorhidrico 2 M durante 5 minutos en un crisol cubierto por un vidrio de reloj. Se lavé el
vidrio de reloj con 5 mL de agua caliente, afiadiendo el agua de lavado en un crisol. Se filtro y
lavd con agua caliente hasta que el residuo no muestre presencia de cloruros identificando
mediante la adicion de Nitrato de Plata. El filtrado con el residuo se desec6 de 100 a 105 °C, se
trasfirio al crisol inicial y se incineré en un horno mufla de 700 -750 °C durante 2 h.
Posteriormente, se colocd en una desecadora y al alcanzar temperatura ambiente se peso. se
repite el procedimiento hasta obtener masa constante, en donde la diferencia no sea mayor a 1,0

mg. Se calcul6 el porcentaje de cenizas insolubles en &cido con la siguiente formula:

M2 — M
%Cia = mx 100

Donde:
M2= masa en gramos de la capsula con las cenizas totales
M1= masa en gramos de la capsula con la muestra seca

M= masa en gramos de la capsula vacia

100= factor matematico.
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3.5.5. Obtencion del extracto etandlico

Se armo previamente
el equipo de
percolacion .

Se pes6 300 g de
muestra seca y
triturada

<
Se colocé en un vaso

de precipitacion
afiadiendo 400 ml de
etanol al 96% para

humectar la muestra )

4 N
Se agrego la muestra

humectada con etanol

en la botella y luego
se coloco un papel
filtro con canicas

En la parte superior se
adecud una botella
con el disolvente
(etanol) conectando el
equipo de venoclisis

Se ajusto el equipo de
venoclisis a una gota
cada 8 segundos

' )

Se trasvaso al Se recogi6 el extracto
rotavapor a 80 rpm a concentrado en un
55°, frasco estéril.

Se recogi6 el extracto
en un frasco ambar

A J

llustracion 3-3: Obtencion de extracto etanélico
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

3.5.6. Tamizaje fitoquimico

Para la identificacion cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en las hojas de
Lonicera japonica se obtuvo el extracto concentrado tanto acuoso como etanélico para luego
ejecutar reacciones de coloracion y caracterizacion, para ello se diluyd previamente el extracto
en 3 0 5 ml de etanol y se dividi6 en tubos de ensayo de acuerdo al requerimiento de las pruebas

realizadas.

3.5.6.1. Deteccion de flavonoides

. Reaccidn de Shinoda

En la alicuota del primer tubo adicionar 2 gotas de &cido clorhidrico concentrado y un trozo de
cinta de magnesio metalico. Después de la reaccion esperar 5 minutos, agregar 1 ml de alcohol
amilico, mezclar y dejar reposar hasta que se separen en dos fases. Observar cambios de color e

interpretar resultados, ver Tabla 7-3.
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Tabla 2-3: Interpretacion de la Reaccion de Shinoda

Coloracién Metabolito secundario
Naranja a rojo Flavonas
Rojo Flavonoles
Magenta Flavononas

Fuente: (Bulugahapitiya, 2013a: p.83)a, p.89)
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

. Reaccion de hidroxido de sodio al 10%

En la alicuota del segundo tubo adicionar 0,5 mL de hidroxido de sodio al 10%. Observar
cambios de color e interpretar resultados, ver Tabla 8-3.

Tabla 3-3: Interpretacion de la Reaccion de NaOH al 10%

Coloracion Metabolito secundario
Amarillo a rojo Xantonas y Flavonas
Café a naranja Flavonoles
PUrpura a rojizo Chalconas

Azul Antocianinas

Fuente: (Bulugahapitiya, 2013: p.89)
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

3.5.6.2. Deteccion de cumarinas
. Reaccion con hidroxido de amonio

Adicionar dos gotas de hidroxido de amonio concentrado a la alicuota. Observar en el equipo de
Luz - UV e interpretar resultados, ver Tabla 9-3.

Tabla 4-3: Interpretacion de la reaccion con NH,OH

Coloracion Metabolito secundario
Fluorescencia azul- Positivo para Cumarinas
violeta

Fuente: (Bulugahapitiya, 2013: p.89)
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.
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3.5.6.3. Deteccion de quinonas/antraquinonas

. Reaccion de hidréxido de amonio

Se adiciona una gota de hidroxido de amonio concentrado al extracto.Se considera positiva la
prueba para antraquinonas al tener la presencia de una coloracion roja que aparece en los dos

primeros minutos.

. Reaccion con acido sulfarico

Se agrega 1 gota de &cido sulfurico concentrado a otra porcion del extracto. La formacion de

una coloracién roja indica la presencia de quinonas.

o Reaccion de Borntraguer

Diluir una porcion del extracto con 6 mL de agua destilada vy filtrar. Al filtrado, afiadir 3 mL de
hidroxido de potasio al 5% calentando a ebullicion por 3 minutos, enfriando y realizando una
extraccion con 6 mL de cloroformo. Se elimina la fase acuosa y a la fraccién cloroférmica se le
adicionan 4 mL de hidroxido de potasio al 5%. Observar cambios de color e interpretar
resultados, en el caso de que se torne a un color amarillo verdoso, adicionar 1 gota de perdxido
de hidrégeno al 6%, ver Tabla 10-3.

Tabla 5-3: Interpretacion de la Reaccion de Borntraguer

Coloracion Metabolito secundario

Rosado Naftaquinona y/o

antraquinona (++)

Rojo Benzoquinonas (+++)

Amarillo verdoso a rojo | Derivados de Antrona (+++)

Fuente: (Bulugahapitiya, 2013: p.89)
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

3.5.6.4. Deteccidn de alcaloides

Tomar una porcion del extracto etanélico y adicionar entre 6 mL de acido clorhidrico al 10 %,
calentar en bafio de Maria por cinco minutos dejar enfriar hasta obtener una solucion acida y
filtrar. Posteriormente dividir el filtrado en 3 tubos de ensayo con 2,0 mL cada uno, etiquetar

para cada reactivo (Dragendorff, Wagner y Mayer). Afadir a los tubos dos a tres gotas del
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reactivo de Mayer, Wagner o Dragendorff respectivamente hasta la aparicion de turbidez o

precipitados, ver Tablal1-3.

Tabla 6-3: Interpretacion de ensayos Dragendorff, Wagner y Mayer

Observacion Presencia de Metabolito secundario
Opalescencia (+)

Turbidez definida (++)

Precipitado coposo (+++)

Fuente: (Bulugahapitiya, 2013: p.89)
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

3.5.6.5. Deteccidn de triterpenos y/o esteroles

. Reaccion de Lieberman- Bouchard

En un tubo de ensayo limpio y seco, tomar una pequefia cantidad de extracto etandlico
previamente llevado a sequedad, adicionar cloroformo o diclorometano en cantidad suficiente
que cubra la muestra, colocar en el sonicador hasta disolver la muestra, afiadir 0,5 mL de
anhidrido acético, adicionar cuidadosamente por la pared del tubo, dos gotas de acido sulfarico

concentrado sin agitar. Observar y anotar los cambios de coloracion, ver Tabla 12-3.

Tabla 7-3: Interpretacion de Reaccion de Lieberman- Bouchard

Coloracién Metabolito secundario
Rosa, rojo violeta en la Triterpenos
interfase
Verde oscuro o azul Esteroides

Fuente: (Bulugahapitiya, 2013: p.89)
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

3.5.6.6. Deteccidn de saponinas

Tomar una porcion del extracto acuoso y dividir en dos tubos, para realizar las siguientes

pruebas:

o Prueba de altura y estabilidad de espuma

En el primer tubo de ensayo colocar 1 mL de solucion acuosa del extracto, agitar vigorosamente

durante un minuto y tomar la altura de la espuma, en caso de que se presentara. Si se forma
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abundante espuma, estable mas de 2 mm por aproximadamente 5 minutos es prueba presuntiva

de la presencia de saponinas en la muestra.

. Reaccion de Rosenthaler (reactivo de vainillina)

A una porcion del extracto concentrado, adicionar dos gotas del reactivo Rosenthaler y
estratificando con dos gotas de acido sulfurico concentrado. Observar cambios de color e

interpretar resultados, ver Tabla 13-3.

Tabla 8-3: Interpretacion de la Reaccion de Rosenthaler

Coloracion Metabolito secundario
Violeta Sapogeninas triterpenoidales
Verde Sapogeninas esteroidales

Fuente: (Bulugahapitiya, 2013: p.83)
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

3.5.6.7. Deteccidn de taninos/compuestos fenolicos

Diluir una porcién del extracto en 3 mL de agua y dividir en dos tubos, para lo siguiente:

. Reaccion de cloruro férrico

Adicionar al primer tubo una gota de cloruro férrico al 1%, la formacion de coloraciones indica
la presencia de compuestos fendlicos: de azul a negro derivados del acido galico y coloraciones
verdes de derivados del catecol. La formacion de una coloracion azul indica la presencia de

taninos hidrolizables y una coloracién verde identifica a los taninos condensados.

o Reaccidn con gelatina

Al segundo tubo, colocar 2 gotas de reactivo de gelatina. La formacion de un precipitado blanco

indica presencia de taninos, ver Tabla 14-3.

Tabla 9-3: Interpretacion de la Reaccion con gelatina
Coloracion Metabolito secundario

Precipitado blanco Taninos

Fuente: (Bulugahapitiya, 2013a: p.83)
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.
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3.5.6.8. Deteccion de azlicares reductores

] Reaccion de Fehling

Adicionar a una alicuota del extracto 1 mL de reactivo de Fehling A y 1ml de reactivo de
Fehling B, posteriormente calentar en bafio de agua Maria de 5 a 10 minutos. El ensayo se

considera positivo (+++) si la solucién tom6 coloracidn roja o aparecio un precipitado rojo.

Tabla 3-3: Interpretacion de azUcares reductores
Coloracion Metabolito secundario

Color/ precipitado rojo Azulcares reductores (+++)

Fuente: (Bulugahapitiya, 2013a: p.83)
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

3.5.7. Determinacion de fenoles totales

Se realizo la cuantificacion de los fenoles totales del extracto etandlico de las hojas de Lonicera
japonica utilizando el método de Folin-Ciocalteu (FC). Se efectu6 una reaccion colorimétrica de
oxido-reduccion con el reactivo de FC como agente oxidante. Se utiliz6 una solucion estandar
de 4cido gélico a partir de la cual se prepararon cuatro diluciones, con las que se construyo la
curva de calibracion. La coloracion azul producida es proporcional a la concentracion de
compuestos fenodlicos presentes, siendo susceptible a ser determinada espectrofotométricamente
a 765 nm. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido galico por litro de

extracto (mg EAG/I) (Aguado et al., 2013 p.47).

3.5.8. Determinacion de flavonoides

Para la determinacion de flavonoides totales en el extracto etandlico de las hojas de Lonicera
japonica se realiz6 por un método espectrofotométrico. La absorbancia de la muestra fue

evaluada a una longitud de onda de 415 nm utilizando un espectrofotometro UV-Visible.

Luego estas absorbancias se compararon con una curva estandar de quercetina. Los resultados

se expresaron como mg equivalentes de quercetina por litro de extracto (mgEQ/I) (Leyva et al.,
2013).
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3.5.9. Control de calidad del extracto

3.5.9.1. Determinacion de olor

Se utiliz6 una tira de papel filtro de 1 cm x 10 cm aproximadamente y se introdujo un extremo
en la muestra de ensayo, posteriormente se percibid y se determiné el olor caracteristico del

extracto.

3.5.9.2. Determinacidn de color/ aspecto

Se tomd un tubo de ensayo limpio y seco se llend las tres cuartas partes con el extracto
etanolico, se procedié a observar el color, posteriormente se determind la transparencia y la

presencia de particulas.

3.5.9.3. Determinacidn de sabor

Se coloco una pequefia cantidad de muestra en el borde de la palma de la mano o en el dedo
indice e inmediatamente al contacto con la punta de la lengua se realizé la identificacion del

sabor.

3.5.9.4. Determinacion del pH

Se ajustd el equipo con la solucién reguladora de pH adecuada al rango en que se realizo la
determinacion del valor del pH de la muestra. Se introdujo directamente los detectores del pH-

metro en la muestra y se realizé la lectura.

3.5.9.5. Determinacidn de la densidad relativa

Se peso el picnémetro vacio y seco, posterior se lo llend con la porcion de ensayo manteniendo
a temperatura ambiente, y se llevd el liquido al nivel empleado, con una tira de papel se extrajo
el exceso y se secO exteriormente el picndmetro. Luego se pesé cuidadosamente el picnémetro
con la porcién de ensayo. En los resultados la densidad relativa se calculd con la siguiente

férmula:

_ (Mp+d—Mp)

[t 2

Mp +w + Mp
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Donde:

Mp+d: La masa del picndmetro enrasado con disolucion (g)
Mp+w: masa del picndmetro enrasado con agua

Mp: masa del picnémetro vacio (g)

J w: densidad del agua

3.5.9.6. Determinacién del indice de refraccién

Se coloco sobre el prisma de medicion una gota del extracto etanolico, se cerrd el termo prisma

y se procedié a la lectura del resultado.

3.5.10. Cromatografia en capa fina

Se aplicd aproximadamente 10 pLde extracto concentrado en la placa cromatogréfica de silica
gel 60 F254 (MERCK) con la ayuda de un capilar. Se dej6 secar por unos minutos, luego se
introdujo la placa en la cuba cromatografica hasta que haya recorrido el solvente las % partes de
la placa. Se reitrd de la cuba cromatogréfica, se dejé secar y luego se observo en la lampara UV
366nm. Por ultimo, se revel6 la placa y se anot6 el Rf. Se utiliz6 como Fase Estacionaria: Silica
gel 60 F254 (MERCK) (7cm x 2 cm) y como Fase movil: Acetato de Etilo-Acido Férmico-
Acido Acético Glacial-Agua (100:11:11:26). Calculamos el Rf con la siguiente formula:

Distancia recorrida de la muestra

Distancia recorrida del solvente

3.5.11. Espectroscopia IR

Se colocaron dos gotas del extracto puro en el centro del cristal ATR y se cerrd la tapa.se
realizaron las respectivas correcciones en el software de acuerdo a los requerimientos del

estudio. Y por Gltimo se esperé el resultado.

3.5.12. Capacidad antibacteriana

3.5.12.1. Método microdilucion en caldo

Para la preparacion de pre-inoculo, se pesé y prepar6 la cantidad suficiente de caldo cerebro

corazon. Se llevo a autoclavar a 121°C por 30 min y se dejo enfriar para realizar la suspension

bacteriana tomando las colonias de las cepas ATCC de los microorganismos a ensayar con la
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ayuda de un asa estéril, dejando incubar por 18 horas a 37°C. Transcurridas las 18 horas, la
suspension se ajusté a 0,5 en escala McFarland equivalente a 1.5x10 8 UFC/mL, pasando a ser el
indculo bacteriano. Luego, para obtener la solucién de la muestra stock se pesaron 64 mg del
extracto etanolico de Lonicera japonica y se agregd 456 pl de caldo nutritivo, alcanzando una
concentracion de 128000 ppm.

Se colocé 100 pl de caldo nutritivo en los 96 pocillos como base, en donde a la primera fila se
consideré como control negativo, agregando 100 pl méas de caldo nutritivo y a la dltima fila
como control positivo afadiendo 100 pl de in6culo bacteriano. A partir de la segunda a la
onceava fila se agreg6 100 pl de la muestra stock (128000 ppm) y 100 pl del indculo bacteriano
(por triplicado), es decir en cada pocillo va a contener 300 pl de la mezcla. Posteriormente se
procedi6 a realizar 10 microdiluciones iniciando desde la segunda fila con la ayuda de una
pipeta multicanal, en donde se partié de una concentracion de 64000 ppm transfiriendo 100 pl

del contenido a la tercera fila y asi sucesivamente hasta la onceava fila.

Después, la placa se dejo en la incubadora de 18 a 24 horas a 37°C. Finalmente, se observé qué

pocillo presenté menos turbidez para determinar la Concentracién Minima Inhibitoria.

3.5.12.2. Método Kirby Bauer

. Preparacion del medio de cultivo

Se prepar6 el medio de Muller- Hinton de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se

esteriliz6 en autoclave a una temperatura de 121 °C por 15 minutos y se dejé enfriar, por altimo,

se distribuy6 un volumen apropiado en las cajas Petri.

o Preparacion del indculo

Con un asa de inoculacion estéril, se tomo colonias del organismo a ensayar. Se suspendi6 el
organismo en 3 ml de solucion salina estéril Se ajustd la turbidez de esta suspension a un
estandar de 0,5 McFarland, lo cual corresponde aproximadamente a 10 & microorganismos

viables por ml. Se usé esta suspension dentro de los 15 minutos posteriores a la preparacion.

o Preparacion solucion stock y de los extractos a diferentes concentraciones

La solucion stock de los extractos se prepararon con DMSO a la concentracion de 128000

pug/mL, para lo cual se pes6 64 mg del extracto etandlico de las hojas de la madreselva en un
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tubo Eppendorf y se afiadié 456 pul de DMSO. Las diluciones seriadas se realizaron a
concentraciones de 64000, 32000, 16000, 8000, 4000, 2000, 1000, 500, 250 y 125 pg/mL a
partir de la solucion stock. Se realiz6 por duplicado.

) Inoculacion de la placa MH

Se introdujo un hisopo estéril en el tubo de indculo y retird el exceso de liquido girandolo contra
el interior del tubo. Se distribuyd el in6culo homogéneamente sobre toda la superficie de la
placa inoculandola en tres direcciones a 60° aproximadamente y se dejo que el indculo se seque

durante unos minutos temperatura ambiente con la tapa cerrada.

o Colocacion de los discos con el extracto vegetal e incubacion de la placa

Se colocaron los discos en blanco en la superficie del agar con la ayuda de una pinza estéril y se
agrego una alicuota de 10 pL de extracto etandlico a diferentes concentraciones en cada uno de
los discos, incluyendo el control positivo y negativo. A continuacién se llevd a incubar las
placas de 18 a 24 horas a 37°C de forma invertida, después de 15 minutos de la colocacién de

los discos (Miranda et al., 2012, pp.356-357).

o Medida e interpretacién de resultados

Después de la incubacion durante 18 a 24 horas a 37°C, se procedié a medir el halo de
inhibicion de cada disco con una regla y se registrd las medidas en milimetros. Luego, los

resultados se interpretaron de acuerdo con latabla de susceptibilidad a los antimicrobianos
(EUCAST, 2012 pp. 5-11).

3.5.13. Elaboracion de la crema tépica

La elaboracién de la formulacion semisoélida se compone de dos fases, la fase oleosa consistid
en agregar a un vaso de precipitacion 15 g de alcohol cetilico, 10 mL de glicerina, 0,02 g de
nipasol, 0,18g de nipagin, 3 mL de deyquart, mezclando constantemente a bafio maria a una
temperatura de 65°C hasta incorporar todos los ingredientes. La segunda fase es la acuosa en

donde el vaso de precipitacion se colocé con la csp de agua destilada en el bafio maria a 65°C.

Una vez que las dos fases se encuentran a la misma temperatura se incorporo0 la fase acuosa a la

oleosa agitando constantemente mientras se agregaba el agua. Se retird el recipiente del bafio

maria y se agité la mezcla hasta obtener una consistencia homogénea de color blanco. Para
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agregar la actividad antibacteriana a la formulacion se tomaron en cuenta las concentraciones a
las que existid inhibicion bacteriana en base a los ensayos realizados (64000, 8000, 250 y 125
ppm), que luego de pesar el extracto se incorpord paulatinamente a la crema unibase preparada

hasta conseguir una consistencia homogénea.

Para finalizar, la crema obtenida se envasé y se etiquetd, cabe recalcar que para proceso de
elaboracién del producto se tomaron en cuenta todas las medidas de esterilidad para evitar la

contaminacion con microorganismos patdgenos.

3.5.14. Control de calidad del producto terminado.

3.5.14.1. Caracteristicas organolépticas y fisico-quimicas

e Determinacion de olor: Se utiliz6 una tira de papel filtro de 1 cm x 10 cm
aproximadamente y se introdujo un extremo en la muestra de ensayo, posteriormente se percibid
y se determind el olor caracteristico de la crema.

e  Determinacién de color/ aspecto: Se tom6 un tubo de ensayo limpio y seco se llend las tres
cuartas partes con el producto terminado, se procedid a observar el color, posteriormente se
determind la transparencia y la presencia de impurezas.

e  Determinacion de la presencia de grumos: Se tom6 aproximadamente 0,20 g del producto
sobre el dorso de la mano limpia y seca y se observo si hay presencia o ausencia de grumos.

e  Determinacién del pH: Se ajusto el equipo con la solucion reguladora de pH adecuada al
rango en que se realizd la determinacion del valor del pH de la muestra. Se introdujo
directamente los detectores del pH-metro en la muestra y se realizé la lectura.

e  Determinacion de la viscosidad: La viscosidad se determiné utilizando el viscosimetro.
Para la formulacion se midid la viscosidad a tiempo cero y a diferentes intervalos de tiempo. Se
encendio el equipo, se seleccion6 el nimero de spin (64), se selecciond la velocidad (10 rpm).

e  Determinacion del signo de la emulsion: Se utilizé el método de coloracion, en este caso
azul de metileno que corresponde a un colorante hidrosoluble, una vez pesado 1, 0 g de la crema
topica se agreg6d una gota de azul de metileno, luego se observd si se trata de una emulsion de

tipo O/W o de tipo W/O. (Rubio, 2014 pp. 56-58).

3.5.14.2. Control de calidad microbiol6gico

Para el analisis microbioldgico del producto terminado se tomé 1 g de la crema tdpica y se

disolvié en 9 ml de agua de peptona para obtener una disolucion 1:10. De acuerdo a la
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Normativa NTE INEN: 2015 los microorganismos a evaluar son los siguientes: Aerobios
mesofilos totales, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Recuento total combinado de mohos y levaduras.

Para ello se deben preparar los medios de cultivos adecuados para cada microorganismo de
acuerdo a las indicaciones del fabricante, posteriormente se colocaron los agares de PCA,
Manitol, EMB, y Saboraud en cada caja Petri y se dejo enfriar. Se sembré 1000 ul de la
dilucién, se dispers6 la muestra y se dejé incubar a 35 + 2°C por 24 horas de forma invertida y
en el caso de Mohos y levaduras incubar de 3 a 5 dias. Por Ultimo, se realizé el conteo de

microrganismos en UFC/ g o ml y se interpretaron los resultados (Yambay, 2022, pp.43-44).
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  Control de calidad de la droga vegetal seca

Los ensayos para el control de calidad de la droga vegetal seca se realizaron por duplicado como

se observa la tabla 1-4.

Tabla 4-4: Control de calidad de la droga seca

Parédmetros Resultado (%0) Valores de referencia Farmacopea
Humedad 9.702 <12 Japonesa 152 edicion
2006
Cenizas totales 6.0005 + 0.2424 <9 Japonesa 152 edicion
2006
Cenizas solubles en agua (H20) 1.49 <2 Espariola 2002
Cenizas solubles en Acido 1.22 <l Japonesa 152 edicion
Clorhidrico (HCI) 2006

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

En la tabla 1-4 se evidencia los resultados obtenidos del control de calidad de la droga seca de
las hojas de la madreselva japonesa, en donde se reporta con un 9,70% de contenido de
humedad, este parametro indica la cantidad de agua libre que se encuentra en la especie vegetal,
al encontrarse dentro del rango de referencia la droga vegetal se puede mantener estable y
prevenir la accion de las enzimas, bacterias y hongos, demostrando que fueron éptimas las

condiciones de conservacion y almacenamiento (Acosta et al. 2012).

El contenido de ceniza indica la presencia de materia inorganica, es por eso que es Util para
establecer la calidad y pureza de una droga vegetal, en donde el 6% corresponde al contenido de
ceniza total, el 1,49% a las cenizas solubles en agua y el 1,22% a las cenizas insolubles en
acido; los dos primeros parametros mencionados cumplen con el valor de referencia establecido,
pero cabe recalcar que, dentro de la ceniza total se incluye la ceniza fisioldgica, como es el
oxalato de calcio el cual se deriva del propio tejido vegetal y las cenizas no fisioldgicas que

provienen de contaminantes ambientales (Yulan y Bingren, 2009, p.881).

Por lo que se puede evidenciar, el valor de 1,22% de cenizas insolubles en acido supera al valor

de referencia, se presume que este valor se encuentra alterado debido a que la recoleccion del
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material vegetal se realizd luego de un proceso de actividad volcanica donde hubo emisién de

ceniza por lo tanto presencia de residuos en las hojas.

Los limites de aceptacion de los pardmetros del control de calidad se obtuvieron de la
Farmacopea Japonesa 152 edicion 2006 del apartado drogas crudas de la hoja y tallo de Lonicera
japonica y de la Real Farmacopea Espafiola 2002.

4.2.  Rendimiento del extracto

A partir de 300 g de hojas secas y trituradas de Lonicera japonica usando la técnica de
percolacidn en etanol al 96% Yy posterior evaporacién rotatoria, se obtuvo un peso de 52,54 g de
extracto, de tal manera que el porcentaje de rendimiento fue de 17,51 %.

43. Control de calidad del extracto etanélico

Tabla 5-4: Control de calidad del extracto etanélico

Pardmetros Resultados
Olor Ligeramente Dulce
Color/ aspecto Verde botella oscuro con
Caracteristicas organolépticas presencia de particulas brillosas
/ siruposo
Sabor Amargo
pH 5,64 + 0,01
Caracteristicas Fisico-Quimicas Densidad 0,8461 + 0,00
Indice de refraccién 1,3884 + 0,00

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

Los controles fisico-quimicos en los extractos vegetales ayudan a determinar la calidad de la
droga vegetal utilizada, garantizando su identidad, pureza y contenido en principios activos
(Lopez et al., 2016). En la tabla 2-4 se detallan los parametros analizados, en donde es necesario
mencionar que las caracteristicas organolépticas de las plantas no poseen estdndares de
referencia debido a que los extractos poseen sus propios valores y caracteristicas dependiendo
de la especie analizada; es asi que el olor del extracto etandlico de las hojas de Lonicera
japonica fue ligeramente dulce, mostrd una coloracion verde botella oscura con la presencia de

pequefias particulas brillosas, un aspecto siruposo y un sabor amargo.

Present6 un pH de 5,64 el cual va acorde a los metabolitos secundarios presentes en el extracto

debido a que contienen mayor cantidad de compuestos ricos en iones H+, como los de
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naturaleza fendlica. El indice de refraccién fue de 1,38 encontrandose dentro de los valores de
referencia segun la farmacopea francesa de 1989, que establece que el porcentaje no debe ser
menor a 1,20 ;estos parametros indican una buena solubilidad de los metabolitos en el solvente

utilizado (Allauca 2017).

4.4,  Tamizaje fitoquimico

Tabla 6-4: Estudio fitoquimico preliminar de Lonicera japonica

METABOLITO ENSAYO RESULTADOS
SECUNDARIO CUALITATIVO
EXTRACTO EXTRACTO
ETANOLICO ACUOSO
Shinoda (++) ()
Flavonoides Hidroxido de sodio al (+++) 0
10%
Dragendorff (++) (+)
Alcaloides Mayer (+) (++)
Wagner () (++)
Triterpenos y esteroles Lieberman-Burchard (+++) 0
Azlcares Reductores Fehling (+++) (+++)
Hidroxido de amonio ) 0
Quinonas/ Antraquinonas Acido sulfurico ) 0
Cumarinas Hidréxido de amonio ) 0
Cloruro férrico (+++) (+++)
Taninos/ compuestos fendlicos Gelatina (++) )
Espuma (++4) ¢
Saponinas Rosenthaler 0 )

INTERPRETACION: (+) Baja evidencia; (++) Evidencia; (+++) Alta evidencia; (-) Ausencia; (0) No se realizo

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

El objeto de estudio fueron las hojas de la madreselva, por lo que se prepard dos tipos de
extractos: acuoso y organico (etanolico al 96%), para realizar una comparacion cualitativa de la
presencia de los metabolitos secundarios, se efectuaron pruebas para la identificacion de:
flavonoides, alcaloides, triterpenos/ esteroles, azlcares reductores, quinonas antragquinonas,

cumarinas, taninos/ compuestos fenolicos y saponinas.

Los resultados del estudio preliminar fitoquimico detallados en la tabla 3-4, revelaron que el
extracto acuoso de Lonicera japonica presentd: alcaloides, azlcares reductores y taninos /

compuestos fendlicos. Mientras que el extracto etanolico presentd: flavonoides, alcaloides,
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triterpenos/ esteroles, azucares reductores, taninos /compuestos fendlicos y saponinas. Segln un
estudio mencionan que desde el punto de vista fitoquimico las plantas del género Lonicera han
sido uno de los géneros mas estudiados dentro de las caprifolidceas, en donde se ha determinado
la presencia de una gran variedad de compuestos (Rojas y Amaro 2015, pp. 27-29).

Los componentes quimicos de Lonicera japonica aislados en su estudio incluyen &cidos
organicos representados por acidos clorogénicos, flavonoides, iridoides y glucosidos iridoides,
triterpenoides y saponinas, aceites volatiles, asi como monoterpenoides, sesquiterpenos, y

algunos otros compuestos, los cuales poseen efectos farmacoldgicos de interés (Chen et al 2015).

La importancia del tamizaje fitoquimico radica en el analisis, identificacion, extraccion y
experimentacion de las distintas clases de fitoconstituyentes presentes en varias partes de la
planta que actian como reservorio de los metabolitos secundarios como hojas, tallos raices o
corteza; al mismo tiempo es Util para descubrir componentes bioactivos para el desarrollo de
farmacos (Prinyaka, 2014). Es por eso que estudios farmacoldgicos recientes han demostrado que
la madreselva tiene varias actividades bioldgicas, como antibacteriana de amplio espectro,
antiviral, antitumoral, potenciadora del sistema inmunitario, antipirética y antiinflamatoria. La
madreselva tiene cierto efecto terapéutico sobre forunculos, llagas, antrax, hinchazones,
picaduras de insectos, hinchazones, reumatismo, hematomas, etc., destaca que las hojas y los

tallos de la madreselva son los que poseen las actividades antioxidantes y antibacterianas (Chen et
al 2015).

4.5.  Cuantificacion del contenido de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

En cuanto a la determinacion del contenido de fenoles totales presentes en el extracto etandlico
de las hojas de Lonicera japonica, se utilizo el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu,
posteriormente se elabord una curva de calibracion de acido galico (llustracion 1-4) usado
como material de referencia, y se obtuvo la siguiente ecuacién de la recta: y= 0.0037x + 0.0021,
con R?= 0.9999, luego de interpolar el valor de las absorbancias, el resultado de la
concentracion se reporté como miligramos de Equivalentes de acido galico, ver tabla 4-4. Debe
sefialarse que, los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios indispensables para el
crecimiento y reproduccion de las plantas ya que cumplen con funciones de defensa frente a
patdgenos, se atribuyen las propiedades antioxidantes y antimicrobianas, visto de esta forma el
resultado obtenido de la cuantificacion de fenoles totales fue de 19545 mg/l EAG,

considerandose una elevada concentracion de estos compuestos en la muestra (Zérate et al., 2021).
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Ademés, se confirma las propiedades antes mencionadas con estudios previos acerca de los
compuestos fendlicos presentes en plantas como el &cido galico y &cido elagico demostrando la
capacidad para inhibir el crecimiento de hongos y bacterias (Leyva, 2013 p.12).
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llustracion 1-4: Curva de calibracion de Acido galico

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

Tabla 7-4: Resultados de la cuantificacion de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu

Extracto Parametro Unidades Resultado

Etandlico Polifenoles totales mg/l EAG 19545

EAG: Equivalentes de acido galico
Fuente: Laboratorio LASA, 2023.
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

4.6. Cuantificacion de flavonoides totales

Para determinar la concentracidn de flavonoides en el extracto extracto etanélico de las hojas de
Lonicera japonica se utilizd una técnica espectrofotométrica, para lo cual se elabor6 una curva
de calibracion de quercetina (llustracion 2-4), sustancia utilizada como material de referencia,
proporcionando la siguiente ecuacion de la recta: y= 0.0651x + 0.0062, con R? =0.9997, luego
de interpolar el valor de las absorbancias, el resultado de la concentracion se reporté como
miligramos de Equivalentes de quercetina, ver Tabla.5-4. Ahora bien, los flavonoides al ser
parte de un amplio grupo de compuestos fendlicos se caracterizan por tener varias propiedades
antiinflamatorias, antimicrobianas, antitrombaticas, antialérgicas, antitumorales,
anticancerigenas y antioxidantes, en esta perspectiva resultado obtenido de la cuantificacion de
flavonoides totales fue de 8284 mg/l EQ, considerandose una elevada concentracion de estos

compuestos en la muestra, es importante mencionar que la cantidad de flavonoides es muy
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variable, no solamente de una especie a otra sino también dentro del mismo taxon. Esta
variacion se debe mucho a factores, sean climaticos, atmosféricos, edaficos y topogréficos
(Véasquez, 2015 p.139).
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llustracion 2-4: Curva de calibracion de quercetina

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

Tabla 8-4: Resultados de la cuantificacion de flavonoides por espectrofotometria

Extracto Parametro Unidades Resultado

Etandlico Flavonoides mg/l EQ 8284

EQ: Equivalentes de quercetina

Fuente: Laboratorio LASA, 2023
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

4.7.  Cromatografia capa fina

El método de separacion aplicado para determinar los compuestos presentes en el extracto
etandlico fue la TLC, en donde se describe con detalle los solventes utilizados como fase movil

y estacionaria en la tabla 6-4, y los resultados obtenidos en la tabla 7-4.

Tabla 9-4: Parametros cromatografia capa fina

Placa de silica gel 7cmx2cm

Longitud de onda 366 nm
Solvente recorrido Acetato de Etilo, Acido Férmico, Acido Acético Glacial, Agua (100:11:11:26)

Muestra Extracto etandlico de Lonicera japonica

Revelador Natural products 1% PEG 400

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.
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Tabla 10-4: Determinacion de Rf para metabolitos secundarios del extracto de Lonicera

japonica
Bandas Recorrido del Recorrido de la Rf Color
observadas disolvente muestra
1 5cm 0,5cm 0,1 Amarillo
verdoso
2 5cm 2,7¢cm 0,54 Verde
3 5cm 45cm 0,9 Azul

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

La polaridad en cromatografia, es un factor importante para identificar componentes quimicos
presentes en una muestra, por medio del orden de elucion que se da en la fase estacionaria, en el
caso de los flavonoides al poseer un gran nimero de grupos hidroxilos se consideran polares;
por lo tanto, todos los compuestos derivados se ubicaran en la parte mas baja en relacién con el

punto de origen ya que tendran mas afinidad con la silica gel.

En los resultados obtenidos reflejados en la tabla 7-4 se observa que se formaron 3 tipos de
bandas luego de aplicar el revelador NP/ PEG de las cuales, al observar bajo luz UV a 366nm,
la banda No.1 se presume que se trata de una flavona debido al color amarillo-verdoso, la banda

No.2 de color ligeramente verde puede ser una flavonona (zamora 2017).

Unicamente la banda No. 3 de color azul intenso se identifico al compuesto como &cido
clorogénico, en base caracteristicas descritas por un atlas estandarizado de cromatografia, de
modo que, se confirma con un estudio donde unos de los componentes quimicos principales de

la madreselva incluyen acidos orgéanicos representados por acido clorogénico (Chen et al 2015).
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4.8.  Caracterizacion de grupos funcionales por Espectroscopia infrarroja
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llustracion 3-4: Espectro IR del extracto etanolico de Lonicera japdnica

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

Tabla 11-4: Grupos funcionales del espectro del extracto etandlico

Numero de onda %T Interpretacion
[em™]

3741.23 85.9571 -OH
3343.96 29.5888 -NH2
2931.27 67.5873 —CHsy - CHz—
2306.45 94.8902 -C=N
1689.34 77.3163 C=0
1608.34 72.3063 C=C; C=N,NH

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.
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llustracion 4-4: Espectro IR del extracto acuoso de Lonicera jap6nica

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

Tabla 12-4: Grupos funcionales del espectro del extracto acuoso

Ndmero de onda [cm™] %T Interpretacion
3347.82 11.1116 -OH
2834.85 90.1767 —CHs
2132.88 91.1066 -C=N

1639.2 61.208 C=0
1029.8 94.5534 C-OH

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

Los espectros infrarrojos (IR) de los extractos etandlico y acuoso de Lonicera japonica
llustracion 3-4 e llustracién 4-4 respectivamente, son una representacion grafica del porcentaje
de transmitancia (%T) que presenta la muestra en varios nimeros de longitud de onda (1) en
cm-1, donde la intensidad de los picos es proporcional al cambio del momento dipolar que la
absorcion caus6 en la molécula. Las frecuencias de absorcion de alargamiento y flexion
caracteristicos de los grupos funcionales permitieron interpretar que existen un conjunto de

compuestos quimicos (Kesharwani, 2019).

De acuerdo a las bandas de absorcion obtenidas en el espectro infrarrojo del extracto etanolico
y acuoso, se puede afirmar la presencia de los principales grupos funcionales de aquellos
metabolitos secundarios que poseen la actividad antibacteriana, en el caso de los flavonoides

que tienen radicales hidroxilos (-OH) evidenciandose en los dos espectros IR una banda ancha
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caracteristico de los puentes de hidrégeno a un nimero de onda entre 3500-3200 cm?,
indicando el estiramiento de O-H , ademés de que hay la presencia de otros tipos de compuestos
como se menciona en bibliografia, la planta contiene una gran cantidad de acidos organicos
representados por acido clorogénico, flavonoides, glucosidos iridoides, triterpenos y saponinas
triterpénicas, aceites volatiles, etc., asi como glucoésidos ciclicos monoterpénicos, terpenos
sesquiterpénicos y entre otros. Por lo que concuerda con los distintos tipos de radicales que

poseen estos metabolitos secundarios (Chen et al., 2015).

Para conocer con mas detalle los componentes especificos de Lonicera japonica, se puede

realizar Resonancia Magnética Nuclear en futuras investigaciones.

4.9. Capacidad antibacteriana

Para evaluar la actividad antimicrobiana del extracto etan6lico de Lonicera japonica se sigui6 el
protocolo del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) de la susceptibilidad
antimicrobiana por difusion en agar y microdilucion en caldo, se realizé por duplicado frente a
tres bacterias de interés clinico. Las bacterias ensayadas fueron: Staphylococcus aureus ATCC
29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Para la suspension de los extractos y sus correspondientes diluciones el Dimetil Sulféxido
(DMSO) fue el diluyente elegido debido a la caracteristica de conservar principios activos en los
medicamentos y facilitar su difusion en medios polares y solucién salina al 0,9% por su
capacidad de brindar las mejores condiciones para mantener a las bacterias vivas e integras

hasta el momento de ser utilizadas (Mufioz y Alfaro, 2000).

49.1. Método de microdilucién en caldo

Tabla 13-4: Resultados método micro dilucion en caldo

Bacterias CMI
Staphylococcus aureus ATCC 29213 500 ppm
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 250 ppm
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 250 ppm

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.
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4.9.2. Meétodo de Kirby-Bauer

Tabla 14-4: Resultados método Kirby Bauer

Bacterias EXTRACTO ETANOLICO Control Control CMI

positivo negativo

Concentracion (ug/mL)
64000 32000 16000 8000 4000 DMSO pg/mL

HALOS DE INHIBICION (mm)

Staphylococcus aureus 0 0 0 0 0 E (15) 0 NA

ATCC 29213 31

Pseudomonas 0 0 0 0 GE (10) 0 8000
aeruginosa ATCC 25

27853

Staphylococcus 10 0 0 0 0 AX (10) 0 64000

epidermidis 28
ATCC 12228

INTERPRETACION DE LA TABLA: E: Eritromicin; GE: Gentamicina; AX: Amoxicilina; NA: No hay Actividad
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

La tabla 10-4 detalla los resultados obtenidos por el método de microdilucion en caldo
determinando la Concentracion Minima Inhibitoria de los microorganismos, a una
concentraciéon de 250 ppm para Staphylococcus aureus y a 125 ppm para Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus epidermidis. Se utiliz6 como control positivo al in6culo de cada

bacteria y como control negativo caldo nutritivo.

Al evaluar mediante el método de Kirby-Bauer difusion en discos, los resultados descritos en la
tabla 11-4 se expresaron en mm de didmetro de los halos de inhibicién del crecimiento
bacteriano. Se tomaron en cuenta 10 diluciones a partir de una solucién stock de 128000 pg/mL,
frente a las tres cepas bacterianas. Se realiz6 por duplicado, destacando en cada uno el uso de
controles positivos (discos de antibidticos comerciales: Gentamicina (10 pg), Eritromicina (15

Kg) y Amoxicilina (10 ug), y de un control negativo (Dimetilsulfoxido).

De esta forma, los resultados obtenidos indican que el extracto etandlico de la madreselva
(Lonicera japonica) demuestra actividad antibacteriana frente a: Pseudomonas aeruginosa a una
concentracion de 8000 pg/mL siendo esta la CMI con un halo de inhibicion de 11 mm, y frente
a Staphylococcus epidermidis a una concentracién de 64000 mg/uL, con un halo de 10 mm.
Mientras que para Staphylococcus aureus y las demas concentraciones no se evidencié actividad

antimicrobiana.
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No existen antecedentes bibliograficos que demuestren la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de esta planta frente a las bacterias seleccionadas, por lo tanto, no se puede comparar
los resultados obtenidos, pero se puede observar que, en relacion a la susceptibilidad de los
microorganismos con los antibidticos comerciales, el extracto etandlico de Lonicera japonica

tiene una actividad antibacteriana considerable al tratarse de una planta.

Es importante atribuir esta propiedad a los componentes que presenta esta especie vegetal. Los
metabolitos secundarios de la madreselva japonesa que le proporcionan la actividad
antibacteriana son los compuestos fendlicos como los flavonoides por lo que la inhibicion
observada frente de las bacterias P. aeruginosa y S. epidermidis se debe a estos compuestos
guimicos ademas de que son reconocidos como agentes antibacterianos contra una amplia gama

de microorganismos patdgenos (Chen et al 2015).

En concordancia con un estudio, los mecanismos antibacterianos de los flavonoides son: la
inhibicion de la sintesis de &cidos nucleicos, inhibicién de la funcion de la membrana
citoplasmatica, inhibicion del metabolismo energético, inhibicién de la unién y formacion de
biopeliculas, inhibicién de la porina en la membrana celular, alteracion de la permeabilidad de
la membrana, y atenuacion de la patogenicidad (Xie et al 2015).

Al evaluar la actividad antibacteriana mediante el método de Kirby Bauer puede existir ciertos
factores que intervengan con la efectividad de los resultados puesto que, se puede observar un
efecto inhibitorio aparentemente menor y se puede atribuir a que el extracto vegetal al contener
una variedad de componentes y al ser aplicado el extracto sobre el disco, estos podria absorber
metabolitos que ayudan a la inhibicidn del microorganismo pero al momento de reaccionar con

el microorganismo, dichos metabolitos no puedan interactuar y cumplir con su funcién.

También la composicion del disco en blanco y la polaridad de los compuestos de extracto tienen
una gran influencia para su efectividad. Otro punto a considerar como desventaja es que, al
impregnar el extracto en el disco, no se absorba totalmente, lo que implicaria un menor volumen

del extracto a evaluar (Carrillo et al. 2020, pp.73-74).

Despueés de todo, el obtener un resultado disminuido o nulo de la actividad antibacteriana del
extracto etandlico de las hojas de la madreselva frente a las demés diluciones y bacterias en
estudio no debe ser motivo para detener la investigacion, ya que resultaria importante ensayar la
actividad de estos frente a otros microrganismos patégenos que infectan al ser humano, con el

fin de conocer su espectro de accion (Valarezo, 2019 p.26).
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4.10. Control de calidad de la crema topica

El control de calidad del producto terminado tiene como objetivo determinar si el producto
farmacéutico cumple con las caracteristicas de calidad preestablecidas para las que fue
disefiado, para ello las muestras se almacenaron a temperatura ambiente, evitando el contacto
con la luz solar. Una vez transcurrido 24 horas se evaluaron las caracteristicas organolépticas y

fisico quimicas, como se observa en la tabla 12 -4.

Tabla 15-4: Resultados del control de calidad del producto final

Parametros Resultados
Olor Ligeramente Dulce y
Caracteristicas organolépticas mentolado
F1 Verde oliva
Color F2 Verde tenue
F3 Blanco hueso
F4 Blanco
Aspecto Homogeneo
Presencia de grumos Ausencia
pH aparente 4,75+ 0,35
Viscosidad aparente 38475 cP
Caracteristicas Fisico- Signo de emulsion Oo/w

Quimicas
INTERPRETACION DE LA TABLA: F1: Formulacion 1 (64000 ppm); F2: Formulacion 2 (8000 ppm) ;
F3: Formulacién 3 (250 ppm) ; F4: Formulacion 4 (125 ppm

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

Al realizar el anélisis sensorial, de las cuatro formulaciones se observd una variacion de la
tonalidad de colores verde a blanco, debido a la concentracion agregada a la crema base.
Presentaron un aspecto homogéneo atractivo a la vista y ausencia de grumos, olor ligeramente
dulce mentolado. Con respecto al analisis fisico quimico se obtuvo un pH aparente de 5 que , de
acuerdo el pH optimo de la piel esta entre 4,0 a 6,0 por lo que en su estudio describe que los
productos topicos deben estar dentro de esos valores debido a que el pH &cido de la superficie
de la piel es reconocido como un factor regulador para el mantenimiento de la homeostasis del

estrato corneo y la permeabilidad de la barrera.

De acuerdo con la Guia de estabilidad de Productos Cosméticos dispuesto por la Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, la viscosidad es un parametro que determina la consistencia o
fluidez apropiada, es asi que se obtuvo un valor de 38475 cP, a una temperatura de 24,7 °C a 10

RPM (ANVISA, 2005 , p.35).
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Por altimo, se demostré que la formulacion es de tipo aceite en agua (O/W), ya que al realizar el
signo de la emulsion con azul de metileno, el colorante se dispersé sobre la muestra.
Generalmente, las emulsiones O/W son las mas utilizadas debido a su facilidad para aplicar
sobre la piel (Quisnancela, 2019 p. 43).

4.11. Actividad antibacteriana de la crema tépica

Tabla 16-4: Resultados actividad antibacteriana método Difusion en placa

Bacterias Crema Topica Formulada Control Positivo Control
Negativo
Concentracion (ug /mL) Crema Crema base
64000 8000 250 125 antibacteriana
comercial

HALOS DE INHIBICION (mm)

Staphylococcus aureus 0 0 0 22 0
ATCC 29213
Pseudomonas 0 20 0

aeruginosa ATCC
27853
Staphylococcus 0 0 0 18 0
epidermidis
ATCC 12228

Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

Los resultados de la actividad antibacteriana del producto final se detallan en la tabla 13-4, en
donde se aprecia una inhibicion para las bacterias: S. aureus a una concentracion de 125 pg/mL
con un halo de 8 mm, P. aeruginosa a las concentraciones de 8000, 250 y 125 ug/mL con halos
de 10, 10 y 9 mm respectivamente y S. epidermidis a una concentracion de 125 pg/mL con un

halo de 9 mm.

Se compar6 con una crema antibacteriana comercial a base de manteca de karité, hialuronato de
sodio, proteina de trigo hidrolizada, pantenol y extracto de hojas de Symphytum officinale
(consuelda). Este producto ha sido utilizado para mantener la higiene de las manos sin
resecarlas, de acuerdo a estudios realizados donde la consuelda contiene un componente
denominado alantoina la cual puede curar la piel herida o dafiada, por lo que en muchas
preparaciones, el extracto puede ser utilizado como un agente curativo. Asi mismo, tiene la
capacidad de elimina cualquier otra proteina relacionada con los microorganismos de la

superficie de la piel por accidn astringente (Arajo et al. 2012).
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De esta manera al realizar la evaluacion antibacteriana de la crema comercial se observo que en
efecto tuvo una buena actividad contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus epidermidis con halos de 22, 20 y 18 mm respectivamente.

De acuerdo a bibliografia acerca de la medicina tradicional China en el "Compendio de Materia
Médica" de Li Shizhen afirma que los tallos, las hojas y las flores de la madreselva tienen varias
propiedades curativas, es por eso que las generaciones posteriores consideraron el uso de esta
planta como medicamento clave para reducir la hinchazén, dispersar las toxinas y tratar las
llagas. Estudios farmacol6gicos actuales han demostrado que la madreselva tiene una variedad
de actividades biol6gicas, como antibacteriana de amplio espectro, antiviral, antitumoral,
potenciadora del sistema inmunitario, antipirética y antiinflamatoria, especialmente un efecto
terapéutico sobre hinchazones, picaduras de insectos, antrax, foranculos, sarpullidos. Estos
Gltimos generalmente producidos por Staphylococcus aureus que segin un estudio, lo describe

como la principal causa de infecciones de la piel y los tejidos blandos (McCaig et al 2006).

Por otro lado, Staphylococcus epidermidis al ser un microorganismo comensal beneficioso en la
piel que al existir una alteracion genética o fisica, puede cambiar drésticamente el
comportamiento benigno a patdgeno, especialmente a nivel hospitalario, esta bacteria es la
fuente mas comin de infecciones en dispositivos médicos ya que al ser un colonizador
permanente y ubicuo de la piel humana hay una alta probabilidad resultante de contaminacion

del dispositivo durante la insercion (Brown y Horswill, 2020).

De manera similar Pseudomonas aeruginosa son ubicuas y prefieren los ambientes himedos en
ocasiones esta bacteria se encuentra presente en la piel normal de las zonas axilar y anogenital.
En los hospitales, el microorganismo suele encontrarse en los lavamanos, las soluciones
antisépticas y los recipientes para orina. Puede producirse la transmision a través del contacto de

la piel lesionada o reblandecida y de las mucosas con el agua o con los objetos contaminados.
(Bush y Vazquez 2022).

En base a lo expuesto se puede considerar que la crema antibacteriana formulada a base del
extracto etandlico de Lonicera japonica puede ser de gran ayuda para la desinfeccién de la piel
con el fin de evitar la contaminacion de bacterias patdgenas mediante el contacto de una persona

a otra.
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4.12. Control de calidad microbiol6gico de la crema tépica

Tabla 17-4: Resultados del control microbioldgico de la crema tépica

Ensayos microbiolégicos Resultado Limite de aceptabilidad (NTE INEN 2867:2015)
Aerobios mesdfilos totales Ausencia Limite maximo 5x10% UFC*/g o mL
Staphylococcus aureus Ausencia Ausenciaen1goml
Escherichia coli Ausencia Ausenciaen1goml
Mohos y levaduras Ausencia <100 UFC/g
Pseudomonas aeruginosa Ausencia Ausenciaen1goml

Fuente: Norma INEN 2867-2015
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.

En la tabla 14-4 se encuentran descritos los resultados de los ensayos microbioldgicos
realizados en la crema tdpica, indicando que este producto cosmético se encuentra dentro de los
limites de aceptabilidad de acuerdo a la Norma NTE INEN 2867: 2015, demostrando que este
producto fue elaborado bajo éptimas condiciones por lo tanto su aplicacion en la piel es segura 'y

no hay riesgo de infeccion por microorganismo patogenos.

4.13. Elaboracioén de la etiqueta del producto

La etiqueta del producto se desarrolld en base a los requisitos establecidos en la norma NTE
INEN 2867: 2015, exceptuando el nimero de notificacion sanitaria obligatoria, trdmite que se
debe realizar cuando se llegue a comercializar el producto, razén por la cual no aplica en este
caso, debido a que la elaboracion de la crema antibacterial se realizé con fines netamente

investigativos.

Por otro lado, el envase elegido para el producto fue un tubo colapsible de 60 g, en el que se

colocd la etiqueta.
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d

INGREDIENTES: Aqua, Cetyl
Alcohol, Glycerin, Nipasol,
Nipagin, Deyquart, Lonicera
= | y . Jjaponica Leaf Extract.
\\\\5 \(Al‘)/f

Iy MODO DE USO: Aplique
sobre su piel y masajee
hasta que se absorba
completamente

PRECAUCIONES: Solo para
uso externo. Almacenar a
una temperatura ambiente
inferior a 30 °C. Mantener
C ( fuera del alcance de los
Ve Q¥ nifos.

USO TOPICO

Elaborado por:
BQF . Marla Ruales

Neto:60
2 8 Riobamba -Ecuador

llustracion 5-4: Etiqueta de la crema tdpica formulada
Realizado por: Ruales, Marla, 2023.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

o Se llevo a cabo el método de percolacion con etanol a 96% para la obtencion del extracto,
demostrando un rendimiento del 17,51% a partir de 300 g de hojas secas y trituradas de
Lonicera japonica. Ademas, se determing las caracteristicas organolépticas y fisico-quimicas de
la droga seca y extracto etanélico, de modo que, se verifico su pureza y calidad debido a que los
parametros se encontraron dentro del rango de aceptabilidad de acuerdo a la Farmacopea
Japonesa y Espafiola, indicando una correcta recoleccion, secado y almacenado del material
vegetal.

e Se identificaron los metabolitos secundarios del extracto acuoso y etandlico mediante un
analisis fitoquimico preliminar detectando la presencia de alcaloides, azlcares reductores,
flavonoides, triterpenos/esteroles, taninos/ compuestos fendlicos y saponinas, resultados que se
relacionan con la cromatografia realizada con acetato de etilo, &cido férmico, acido acético
glacial, agua (100:11:11:26) distinguiendo 3 bandas evidenciando a los flavonoides y acido
clorogénico, aseverando estudios previos en donde describen a estos compuestos como

principales componentes la madreselva.

e  Se realizaron dos métodos para evaluar la actividad antibacteriana del extracto etanélico de
Lonicera japonica frente a tres bacterias (Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228), se probaron 10
diluciones en cada uno. Para el método de difusion en disco (Kirby- Bauer) se partié de una
disolucién stock de 128000 ppm de las cuales presentd actividad frente a dos bacterias:
Pseudomonas aeruginosa a una concentraciéon de 8000 pg/mL. (CMI) y Staphylococcus
epidermidis a una concentracion de 64000 pg/mL. Mientras que para el método de
microdilucion en placa se determiné actividad antibacteriana frente a las tres bacterias a
concentraciones de 250 y 125 ppm siendo las concentraciones minimas inhibitorias en donde se
mostré la accion bioldgica el extracto. En definitiva, se puede decir que los resultados obtenidos
son aceptables, debido a que, al ser una planta de la que no existe mucha informacion
bibliogréfica, se pudo comprobar que posee actividad antibacteriana frente a las tres bacterias

estudiadas.
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e Se desarrollé una forma farmacéutica semisélida antibacteriana en donde el extracto
etanolico a base de hojas de Lonicera japonica pudo ser vehiculizado, se elabor6 a partir de las
concentraciones que demostraron tener un efecto antibacteriano (8000, 64000, 250 y 125
pg/mL) evaluado mediante el método de difusién en placa. Contdé con las caracteristicas
organolépticas, fisico quimicas y microbioldgicas 6ptimas cumpliendo con las especificaciones
requeridas por la NTE INEN 2867: 2015; por lo tanto, se consider6é a la formulacién como

segura, inocua y de calidad, demostrando que el procedimiento aplicado fue el adecuado.

5.2. Recomendaciones

e  Utilizar técnicas cromatografias méas especializadas para aislar e identificar los compuestos
fendlicos presentes en Lonicera japonica para estudiar de manera mas exhaustiva el efecto

antibacteriano de estos componentes.

e Analizar el efecto inhibitorio del extracto etandlico al 96% de Lonicera japonica frente a
otros microorganismos patégenos para observar su comportamiento, no solo empleando cepas

de coleccién como ATCC sino también bacterias aisladas de pacientes multirresistentes.

e Extender los estudios expuestos en este trabajo de investigacion, haciendo uso de otras
partes de la misma planta para conocer la posibilidad de un efecto sinérgico y asi potenciar la
actividad antibacteriana de esta especie vegetal, siendo una posible fuente natural para la

elaboracion de medicamentos.
o  Experimentar otro tipo de formulacion farmacéutica utilizando el compuesto que se

atribuye a las propiedades inhibitorias de las bacterias, para observar un mejor resultado

antibacteriano.
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ANEXOS

ANEXO A: CERTIFICADO IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL
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A QUIEN CORRESPONDA:

Reciba un atento y cordial saludo, por medio de la presente certifico que la sefiorita R;al::
Lozano Marla Daniela con CI: 0804655084 tesista de la carrera Bioquimica y Fafmann. o
identifico Lonicera japonica Thunb. Esta especie es cultivada exotica, esta mformakt):l6 chs
revisd en el herbario y registros existentes, se archivara en el lapso de un afio para ko
pertinentes. Es todo cuanto puedo decir en honor a la verdad y el interesado puedo usa
presente certificado como crea conveniente
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ANEXO B: ACONDICIONAMIENTO DE LONICERA JAPONICA

Secado de Lonicera japonica sobre papel periodico



Molienda de Lonicera japdnica



ANEXO C: CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA VEGETAL SECA

Determinacion de la humedad, cenizas totales, cenizas solubles en agua y acido
clorhidrico



ANEXO D: OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO Y ACUOSO

Destilacion de los extractos en el rotavapor



Extracto acuoso y etandlico concentrado de Lonicera japonica



ANEXO E: CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO




ANEXO F: RESULTADOS TAMIZAJE FITOQUIMICO

EXTRACTO ETANOLICO

Determinacion de flavonoides

Flavonoides
Ensayo de Shinoda Ensayo de NaOH 10%
POSITIVO POSITIVO
Determinacion de Alcaloides
Alcaloides

Ensayo de Dragendorff Ensayo de Mayer Ensayo de Wagner

POSITIVO POSITIVO POSITIVO




Determinacion de Triterpenos / Esteroles

Triterpenos / Esteroles

Ensayo de Lieberman-Burchard

POSITIVO

Determinacion de AzUcares Reductores

AzUcares Reductores

Ensayo de Fehling

POSITIVO




Determinacién de Quinonas/ Antraquinonas

Quinonas/ Antraquinonas

Ensayo de Hidréxido de amonio Ensayo de Acido sulfurico

)
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.

!
¥

NEGATIVO NEGATIVO

Determinacion de Cumarinas

Cumarinas

Ensayo de Hidréxido de amonio

NEGATIVO

Determinacion de Taninos/Compuestos fenolicos

Taninos/Compuestos fendlicos




Reaccion con Gelatina

POSITIVO

Determinacion de Saponinas

Saponinas

Ensayo de Espuma

POSITIVO




EXTRACTO ACUOSO

Determinacion de Flavonoides

Flavonoides

Ensayo de Shinoda

NEGATIVO

Determinacién de Alcaloides
Alcaloides
Ensayo de Dragendorff Ensayo de Mayer Ensayo de Wagner

POSITIVO POSITIVO POSITIVO




Determinacion de Azucares Reductores

AzUcares Reductores

Ensayo de Fehling

POSITIVO

Determinacion de Taninos/ Compuestos fendlicos

Taninos / Compuestos fendlicos

Reaccion de Gelatina Ensayo de Cloruro férrico

A*.“..

NEGATIVO NEGATIVO




Determinacién de Saponinas

Saponinas

Ensayo de Espuma Ensayo de Rosenthaler

NEGATIVO NEGATIVO




ANEXO G: TECNICA DE SEPARACION POR CROMATOGRAFIA CAPA FINA

Realizacion de cromatografia y resultado de la placa al observar en luz UV a
366nm



ANEXO H: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Ensayo por el método de difusién en disco



ANEXO I: ELABORACION DE LA FORMA FARMACEUTICA SEMISOLIDA

Formulacion de las cremas antibacterianas a distintas concentraciones del extracto



ANEXO J: CONTROL DE CALIDAD DEL PRODUCTO FINAL.

Control de las caracteristicas fisico- quimicas de la formulacion semisolida (pH ,

viscosidad, signo de emulsién)

Control de calidad microbiolégico de la formulacion
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