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RESUMEN

El propdsito de esta investigacion fue evaluar la actividad antibacteriana in vitro de tres especies
vegetales de la familia Euphorbiaceae frente a una cepa de interés periodontopatogénica. Las
especies seleccionadas fueron Ricinus communis L (hojas), Croton lechleri Mull. Arg. (latex)
Plukenetia volubilis L (hojas), recolectadas en distintas areas del pais. Para lo cual, se realiz6
tamizaje fitoquimico para determinar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes.
Posteriormente, se evalud la actividad antibacteriana de los extractos vegetales, de forma
individual como dilucion y su combinacion con clorhexidina mediante el método de difusion en
disco frente a Streptococcus mutans. Los resultados indicaron la presencia de terpenos en el
extracto etanolico de R. communis, mientras que los compuestos fendlicos se encontraron, tanto
en el extracto acuoso de C. lechleri, como en el extracto etandlico de P. volubilis. Se hace énfasis
en estos compuestos, debido a que se les atribuye el efecto antibacteriano en los extractos crudos
de C. lechleri y de P. volubilis a concentraciones de 12516 mg/L y 168300 mg/L,
respectivamente. En el caso de las combinaciones, se observé una disminucién del efecto debido
a una posible interaccién antagdnica entre los componentes vegetales y el antibidtico. En
consecuencia, se concluye que C. lechleri y P. volubilis presentan actividad contra la bacteria
estudiada. Se recomienda a futuras investigaciones, el aislamiento de los metabolitos
secundarios responsables de esta actividad, lo que podria ofrecer nuevas perspectivas para el
desarrollo de nuevos agentes antibacterianos.

Palabras clave: <ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA> <EXTRACTOS VEGETALES>
<HIGUERILLA (Ricinus communis)> <SANGRE DE DRAGO (Croton lechleri)> <SACHA
INCHI (Plukenetia volubilis)> <DIFUSION EN DISCO> <TAMIZAJE FITOQUIMICO>.

0824-DBRA-UPT-2024
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ABSTRACT

The purpose of this research was to evaluate the in vitro antibacterial activity of three plant species
from the Euphorbiaceae family against a periodontopathogenic strain of interest. The selected
species were Ricinus communis L (leaves), Croton lechleri Mill. Arg. (latex), and Plukenetia
volubilis L (leaves), collected from different areas of the country. For this, phytochemical
screening was performed to qualitatively determine the secondary metabolites present.
Subsequently, the antibacterial activity of the plant extracts was evaluated individually as a
dilution and in combination with chlorhexidine using the disk diffusion method against
Streptococcus mutans. The results indicated the presence of terpenes in the ethanolic extract of
R. communis, while phenolic compounds were found in both the aqueous extract of C. lechleri
and the ethanolic extract of P. volubilis. Emphasis is placed on these compounds because they are
attributed to the antibacterial effect in the crude extracts of C. lechleri and P. volubilis at
concentrations of 12516 mg/L and 168300 mg/L respectively. In the case of combinations, a
reduction in the effect was observed due to a possible antagonistic interaction between the plant
components and the antibiotic. Consequently, it is concluded that C. lechleri and P. volubilis
exhibit activity against the studied bacteria. It is recommended for future research to isolate the
secondary metabolites responsible for this activity, which could offer new perspectives for the
development of new antibacterial agents.

Keywords: <ANTIBACTERIAL ACTIVITY> <PLANT EXTRACTS> <CASTOR BEAN
(Ricinus communis)> <DRAGON'S BLOOD (Croton lechleri)> <SACHA INCHI (Plukenetia
volubilis)> <DISK DIFFUSION> <PHYTOCHEMICAL SCREENING>.

Ing. Romel Francisco Calles Jiménez

0603877713
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INTRODUCCION

Las enfermedades periodontales son aquellas afecciones caracterizadas por procesos
inflamatorios a nivel de encia y/o periodonto, en respuesta a diversos factores. Un esfuerzo
significativo de los hallazgos, demuestran que ocurre principalmente por disbiosis bacteriana (y
en su minoria por levaduras y virus) de la cavidad oral, ademéas de, factores ambientales o
genéticos ligados especificamente al huésped (Bessa et al., 2022), considerandose una patologia

comun.

El andlisis de los datos demuestra que el 80 % de la poblacion mundial, a lo largo de la vida, ha
experimentado enfermedades periodontales, siendo, la gingivitis la forma leve y habitual que se
presenta de forma asintomatica en etapas iniciales y en etapas mas avanzadas se frecuentan los
sangrados, sensibilidad, halitosis y dolor (Gasner y Schure 2022). Solo un reducido porcentaje, entre
el 10 % y 15 % de la poblacién, evolucionan a un estadio mas severo, denomindndose
periodontitis (proceso irreversible) (Shaju, 2012).

Si evoluciona sin tratamiento, compromete la calidad de vida, estética y masticacion del paciente
(Nazir etal, 2020). Por ello, con la primera linea del tratamiento encaminado al campo
farmacolégico, ademas de los procedimientos mecanicos e higiénicos, se busca erradicar o
detener los depdsitos de carga bacteriana (localizados en el surco gingival), consecuentemente,

reduce la respuesta inflamatoria (Gasner y Schure, 2022).

La evidencia ha sugerido en las ultimas décadas, el desarrollo de nuevos enfoques, tanto
profilacticos como dirigido al tratamiento, mediante la busqueda de combinaciones de
ingredientes farmacéuticos activos (API, por sus siglas en inglés), reutilizacion independiente de
APIs ya estudiados, descubrimiento de nuevos APIs sintéticos, semisintéticos o derivados
naturales, etc. que demuestren eficacia y seguridad. Con ello, surge el interés de impulsar esta
nueva perspectiva de investigacion en agentes terapéuticos basados en la estructura de metabolitos

secundarios bioactivos de especies vegetales.



CAPITULO

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

En Ecuador, las enfermedades orales constituyen un problema de salud publica y la higiene oral
inadecuada es el factor principal, asociandose a la falta de conocimiento y/o al nivel
socioecondmico. Sin embargo, existen otros factores de riesgos individuales que también
conducen al deterioro de la salud bucal, y en consecuencia a enfermedades periodontales. Estos
factores modificables incluyen el consumo frecuente de cigarrillo, alcohol, azlGcar y no

modificables como la edad, embarazo, diabetes mellitus, u otros trastornos genéticos del paciente
(Gasner y Schure, 2022).

Segun datos epidemioldgicos de 2019 realizado por NARANJO, la gingivitis es la enfermedad
oral mas comun en el pais donde el 74 % de la poblacion escolar lo presenta. La gingivitis es
responsable de la acumulacién y desequilibrio armonico del consorcio bacteriano, avanzando a la
inflamacién cronica de tejido y huesos subyacentes en respuesta a toxinas liberadas por los
patdgenos, posterior progresa a periodontitis si no recibe tratamiento previo. Si la situacién no

mejora, conduce a la pérdida del hueso alveolar y finaliza en la pérdida de dientes afectados (Gasner
y Schure, 2022).

Uno de los principales patdgenos orales involucrados en formas severas de enfermedades
periodontales corresponde a Streptococcus mutans, localizado en placa subgingival (Contardo et al.,
2011). Su factor de patogenicidad se relaciona con la capacidad de adherirse al esmalte del diente
promoviendo biofilms de capas gruesas, produccion de acidos organicos y resistencia a pH acidos;
lo que prolonga la duracion de la enfermedad, con la posibilidad de evolucionar a infecciones

sistémicas (Buonavoglia et al., 2022).

El desafio que se enfrenta la medicina dental se relaciona con la escasez de recursos y la
resistencia bacteriana. La disponibilidad limitada de recursos profilacticos y de tratamiento en el
mercado, se debe a una serie de efectos secundarios. Ademas, se suma un nuevo escenario
correspondiente a la aparicion de genes de resistencia que aumenta la patogenicidad de la especie,
lo cual indica menor eficacia en el abordaje del problema de salud. Estos escenarios representan

un reto a futuro para la salud bucal (Bessa et al., 2022).



1.2. Objetivos

1.2.1. Obijetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de tres especies vegetales de la familia Euphorbiaceae

frente a una cepa de interés periodontopatogénica.

1.2.2. Objetivos especificos

e Identificar los metabolitos secundarios presentes en las hojas de R. communis L., latex de C.
lechleri Mll. Arg.y las hojas de P. volubilis L., a través del tamizaje fitoquimico.

e Determinar el halo de inhibicién que cada una de las especies vegetales de interés presenta
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

e Evaluar la actividad antibacteriana producto de la combinacion entre la dilucién con mayor
halo y un antibidtico.

1.3. Justificacion

Los recursos destinados a la profilaxis y el tratamiento enfocados en la salud oral tienen por objeto
reducir de forma significativa la acumulacion de biopeliculas dentales con la incorporacién de
tres elementos esenciales en la rutina diaria. Estos elementos incluyen el cepillo dental, hilo dental
(destinado para limpieza interproximal) y agentes quimioterapéuticos antiplaca presentes en
distintas formas como enjuagues bucales, pastas, geles, barnices dentales, etc. Ademas, se

recomienda visita frecuente al especialista (Gasner y Schure 2022).

Se conoce que en el mercado existen pocas opciones como agentes quimioterapéuticos antiplacas
y antimicrobianas. La ejemplar clorhexidina, es considerada como el estandar de oro, el cual ha
demostrado su eficacia en el tratamiento de los biofilms (Cieplik et al., 2019). No obstante, este agente
ha sido objeto de creciente atencion por los controvertidos efectos adversos y su asociacion con
aparicion de resistencia bacteriana. Por lo que, la investigacion investigativa se dirige al hallazgo
de nuevos agentes antibacterianos, entre ellos derivados de especies vegetales para la

implementacion de formulaciones bucales futuras.

La familia Euphorbiaceae presenta una amplia variedad de especies con actividad antibacteriana,

se atribuye su efecto a los compuestos fitoquimicos, que incluyen a terpenoides, derivados

fendlicos, alcaloides, acidos grasos, etc. Por ejemplo, se destaca las hojas de higuerilla, ricas en

flavonoides, tales como quercetina, rutina y kaempferoles; taninos, fenoles, esteroles y terpenos.
3



También, el latex de sangre de drago, el cual contiene compuestos diterpénicos tales como las
koberinas (A y B) y el &cido crolecinico. Finalmente, las hojas de sacha inchi, poseen alto

contenido fendlico y flavonoides; responsables de la accién bioldgica (Jones, 2003; Chirinos et al.,
2016; Polania et al., 2021).

1.4. Pregunta de investigacion

¢Los extractos de las hojas de R. communis L., latex de C. lechleri Mill Arg. y las hojas de P.

volubilis presentan actividad antibacteriana frente a S. mutans?



CAPITULO I

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion

La familia Euphorbiaceae, que comprende méas de 300 géneros reconocidos, ha sido ampliamente
utilizada en la medicina tradicional por su eficacia en el tratamiento de enfermedades. Los
estudios de Ricinus communis por LEITE et al., en los afios 2014 — 2019 en Brasil se centrd en
investigar la capacidad inhibitoria del aceite extraido de las semillas a concentraciones de 2 %, 5
% y 10 % en dentifricos experimentales obteniendo 0,0781 % de concentracion inhibitoria
minima (CMI) en bacterias gram positivas y nula efectividad en levaduras.

Otra especie de amplio uso tradicional es Croton lechleri. Las investigaciones de Lazo y Parejaen el
afio 2007 (Peru) demostraron efectividad in vivo en mujeres embarazadas con diagnéstico positivo
de enfermedades periodontales obteniendo ausencia de edema gingivial, sangrado gingivial,
enrojecimiento de la encia, placa bacteriana y la transicién del estado clinico severo a leve al
trigésimo dia de aplicacion. Estudios independientes realizados por Cayo y Barrera (2014); Avilés et al.,
(2018) y Guevara (2020) corroboran actividad antibacteriana in vitro en cepas periodontopatogénicas

refiriendo que las concentraciones al 75 % y 100 % presentan mayor halo de inhibicidn.

Finalmente, la especie Plukenetia volubilis ha sido insuficientemente estudiada en términos de
propiedades farmacologicas. No obstante, existe informacion que respalda la presencia de
metabolitos secundarios en semillas, del cual el 93,1 % corresponde a taninos condensados y su
fraccion restante a acidos fenolicos libres y ligados, taninos hidrolizables y flavonoides (Chirinos
etal., 2016). En 2020, Jang, You, Kim realizan el analisis en hojas, identificando flavonoides (466,38
mg/kg de extracto), fenoles (97,84 + 2.25 mg/g QUE), alcaloides (146 + 7 mg/kg de muestra),
saponinas, fitoesteroles, taninos, lectinas (0,20 ng/kg de muestra) y carotenoides (0,07 mg/kg de
muestra). Estos hallazgos resultan de interés para los investigadores, ya que se conoce que los

flavonoides y compuestos fendlicos poseen actividad antibacteriana relevante.

2.2. Referencias tedricas

2.2.1. Salud bucodental

La definiciéon de “salud bucal” es polifacética segun la perspectiva de las organizaciones, no
obstante, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo considera como la puerta de entrada a la
5



salud y bienestar general (fisico, psicoldgico y social) manteniendo una vision hacia la
funcionalidad correcta de boca, dientes y estructuras orofaciales, y no exclusivamente a la

ausencia de inflamaciones, infecciones, pérdidas de piezas dentales, etc. (who, s.f.).

Para mantener y asegurar una mejor calidad de vida, y en conjunto salud dental integral, los
hébitos de higiene oral debe ser parte del estilo de vida en los individuos. Entre los habitos
indispensables se citan a tres: uso del cepillo de dientes, hilo dental y agentes quimioterapéuticos
para control de placa (lavado bucal (mediante enjuagues) y lubricantes dentales (mediante agentes
humectantes)). El principal objetivo de estas medidas de limpieza es la eliminacion de placas
dentales, evitando a futuro que espese y madure (sarro), de lo contrario la disbiosis puede incluir
a especies bacterianas complejas como bacterias anaerobias gram negativas, bacilos gram
negativos e inclusive bacterias resistentes (Eden, 2008).

2.2.1.1. Cepillo dental

Es el primer dispositivo que se empled para la limpieza bucal. El cepillo dental es una
herramienta, que a través de sus cerdas suaves retira restos de alimentos, reduce el nimero de
patégenos en la superficie de las piezas dentales y disminuye el riesgo de enfermedades
bucodentales (Eden, 2008). La técnica correcta del dispositivo consiste en usar bidiario, minimo dos
minutos, acompafiado de un dentifrico con fldor. y no inferior, ya que solo se elimina entre 40 %
a 50 % de la placa. Segln revision en literatura cientifica, una buena técnica de cepillado previene

caries en 16 % por diente y 31 % en superficie (Santos, Oliveira y Nadanovsky, 2013).

2.2.1.2. Limpieza interproximal: Hilo dental

Para la limpieza mecénica interdental existen herramientas como hilo dental, cepillos
interdentales y cufias de madera. El primer ejemplar es el mas comun para el area susceptible de
las enfermedades periodontales, elaborado a partir de nailon o politetrafluoroetileno (Hughes y Dean,
2016). Consiste en un hilo de cera, seda u otro material con grosor variable que alcanza dientes
pilares, usado para 10 movimientos por cada diente, logrando la eliminacion de placa adherida

en la superficie y restriccion de inflamacion gingival (Eden, 2008).

2.2.1.3. Agentes quimioterapéuticos antiplaca

En el mercado existen formulaciones en diversas presentaciones que contienen agentes

antisépticos probados clinicamente para prevencién y eliminacion de placas microbianas,

generalmente con amplio espectro. Entre estas formas farmacéuticas se enlistan a enjuagues
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bucales (tensioactivos), dentifricos, geles, apoésitos periodontales, lubricantes, etc. que

dependiendo del agente quimico presente en la formulacion se clasifican por generacion (Vyas
etal., 2021).

Estos agentes quimioterapéuticos (AQ) se clasifican en: AQ de primera generacion con
efectividad antiplaca entre 20 % al 50 % Yy tienen duracién de 4 a 6 horas; AQ de segunda
generacién con mayor retencion (a diferencia del resto de generaciones) en tejido oral eliminando
hasta un 90 % de poblacion patégena y posee duracion de 12 horas 0 mas; y AQ de tercera

generacién, con menor capacidad de retencion a diferencia a la segunda generacion (Vyas et al.,
2021).

Antisépticos bisguanidicos: Clorhexidina (CHX)

Es un compuesto de naturaleza bisbhiguanida antibacteriano que puede actuar como bacteriostatico
o bactericida dependiendo de la concentracion, denominado como “estandar de oro” por la accion
antimicrobiana prolongada y el amplio espectro. Los estudios demuestran tener mayor eficacia en
especies bacterianas de tipo gram positivas que en gram negativas, y en menor relacion en virus,

hongos (como fungicida y fungistatica) y nulo contra esporas resistentes al calor (Vranic et al., 2004).

Este agente quimico antiplaca pertenece a la segunda generacién, por lo que la retencion dura
hasta 24 horas desde su aplicacion fijandose en la cavidad bucal, en especifico a bacterias
patdgenas, placa, saliva y esmalte por la presencia de los grupos cargados negativamente
(fosfatos, sulfatos y carboxilos) (Vyas etal., 2021). EI mecanismo de accion estad basado en la
atraccion cationica entre la CHX (carga positiva) y la pared celular bacteriana, posterior surge la

adsorcién a componentes proteinicos fosfatados en la superficie (Poppolo y Ouanounou, 2022).

A concentraciones minimas inhibitorias tiene efecto bacteriostatico (reversible), generando la
alteracion de la pared y membrana celular, como consecuencia provoca fuga de componentes
citoplasmaticos (entre ellos iones de potasio e inactivacion de enzimas) (Poppolo y Ouanounou, 2022),
en contraste, a altas concentraciones tiene efecto como coagulante citoplasméatico y forma
precipitados irreversibles con el trifosfato de adenosina (ATP) y los &cidos nucleicos una vez

dafado la membrana citoplasmatica (Lim y Kam, 2008).

Segun estudios realizados muestra efectividad cuando es usado como profilactico o con fines
terapéuticos, a concentraciones maximas de 0,2 % CHX con 10 mL de aplicacion, dos veces al
dia durante dos semanas (a corto plazo). A concentraciones inferiores de 0,1 %, existe evidencia
contraste en eficacia, por lo que no es recomendable su uso. Los efectos secundarios tienen lugar

incluso a concentraciones de 0,06 %, entre los comunes indican tincion dental, alteracién del
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gusto, decoloracion de lengua, formacion de célculos salivales, entumecimiento de lengua y boca,
sequedad en boca (xerostomia) e hipogeusia. Mientras que, los pocos comunes incluyen parestesia

oral, hinchazén de la glandula parétida, descamacion de la mucosa oral y glosodinia (Poppolo y
Ouanounou, 2022).

Otro punto desfavorecido de la CHX es la resistencia demostrada en bacterias y hongos orales.
Los hallazgos surgen una década después de su uso en la préctica odontolégica en 1970,
concluyendo que en cepas de S. mitis, Capnocytophaga spp., P. gingivalis, S. gordonii, F
nucleatum, Candida spp., etc. demostraron cambios genéticos, incremento significativo de
concentraciones minimas inhibitorias, reducida actividad metabdlica y menos susceptibilidad en

uso prolongado de CHX (Cieplik et al., 2019).

El mecanismo de accion en respuesta a la resistencia se debe a una accidn intrinseca, es decir las
cepas son capaces de formar una barrera protectora e impermeabilidad en la membrana celular
cuando estan expuestas a moléculas de CHX, gracias a la regulacion positiva de las bombas de
eflujo que eliminan las sustancias toxicas en los canales formados en la membrana. Estas bombas
pueden dar origen resistencia cruzada con maltiples farmacos. Por lo que, se destaca mayor

vigilancia en bacterias multirresistentes presentes en la placa (Cieplik et al., 2019).

2.2.2. Enfermedad bucodental

El tabaquismo, ingesta de alcohol, dieta no balanceada, inadecuada practicidad en higiene bucal,
polimorfismos genéticos y/o bajos recursos econdémicos, son aquellos factores de riesgo que
inician una brecha de enfermedad, causando desequilibrio armonico de la salud y bienestar (Tadin
etal.,, 2022). Las enfermedades bucodentales engloban una gran lista de afecciones, tales como,
caries (impacta practicamente a la totalidad de la poblacion), gingivitis, periodontitis o piorrea,
halitosis, herpes labial, aftas bucales, leucoplaquia, edentulismo, cancer oral, noma, traumatismo

orodental e incluso defectos congénitos (Who, s.f.).

Las cifras actualizadas de la OMS del 2019 demuestran que la carga de las enfermedades
bucodentales es de 3.500 millones de personas distribuidas a nivel mundial, cifra que aumentara
por el crecimiento demogréfico y envejecimiento. En especifico, las caries dentales afectan a
2.500 millones de personas, la periodontitis a 1.000 millones de personas y la perdida de las piezas
dentales a 350 millones de personas. Entre la poblacion més desfavorecida y con mayor demanda
corresponde a paises de ingresos bajos, medios y de situaciones vulnerables afectando a tres de
cada cuatro personas (Who, s.f.). ESto representa una asociacién negativa con cambios sociales,

comerciales y econémicos, mediante la progresion en atencion dental (Pérez et al. 2019). A pesar de
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ser en su mayoria enfermedades no transmisible representa un bloqueo costoso figurando el 4.8

% del gasto sanitario directo mundial.

2.2.2.1. Enfermedades periodontales

Las enfermedades periodontales abordan dos afecciones, la etapa inicial limitada en la encia,
denominada gingivitis y aquella que se extiende a tejidos mas profundos llamada periodontitis,
ambos causados por bacterias (u otros patdgenos) de la placa dental, es decir un deposito de
especies patdgenas en dientes y encia que logran colonizar por desequilibrio de la microflora oral
(Bascones y Figuero, 2005). En la literatura se enlistan a mas de 300 patdgenos responsables de la
destruccion periodontal, predominando bacterias anaer6bicas gram negativas como A.
actinomycetemcomitans y P. gingivales, que son las formas mas agresivas y en minoria bacterias

gram positivas que contribuyen en la fase inicial como los Streptococcus spp. (Kinane, Stathopoulou
& Papapanou, 2017).

Gingivitis

Es la afeccion mas comin denotada por inflamacion del tejido gingival o encia y la union del
tejido conectivo al diente (Rathee y Jain, 2023). Esta enfermedad tiene varios tipos en funcion a su
etiologia, la més frecuente es causada por placas dentales denominada como gingivitis eruptiva.
No obstante, también se han identificado variantes de gingivitis de origen nutricional (déficit de
vitamina C), hormonal (alteracién de niveles de estrogeno) e inducida por medicamentos (efectos

secundarios de fenitoina, anticoagulantes, anticonceptivos orales, etc.) (Rathee y Jain, 2023).

A los cuatro dias de acumulacion de placa, comienza la etapa “lesion inicial” de la enfermedad
donde se genera respuesta inflamatoria exudativa, se genera liquido y hay una destruccion de
colageno por la migracién de neutrofilos. Posterior en “lesion precoz” aparecen respuestas
clinicas comunes como hinchazén, enrojecimiento y sangrado de la zona afectada, ademas existe
alteracion de células inflamatorias predominando los linfocitos. La etapa avanza a “lesion
establecida” donde se genera un bolsillo gingival, disminuye células T y prevalecen células B.
Finalmente, la “lesién avanzada” que es un paso previo a la periodontitis, en esta etapa la lesion

avanza al tejido conectivo y tejido mineralizado (Rathee y Jain, 2023).

El tratamiento de la enfermedad tiene como objetivo la reduccion de la inflacion en conjunto con
la eliminacién de los depdsitos de placa que se logra con un protocolo de higiene bucal basico,
que incluye cepillado de dientes, limpieza interproximal y la adicién de un AQ antiplaca (gj.
enjuague bucal a base de gluconato de clorhexidina 0,2 %). Asimismo, una alternativa profesional

es la limpieza mecanica (Rathee y Jain, 2023).



Periodontitis

Del término periodontitis se derivan dos léxicos, “periodonto-“ que significa organizacion
compleja que rodea los dientes e “itis” que representa inflamacion, es decir que la periodontitis
refiere a la inflamacion y destruccion en estructuras que soportan los dientes, como la encia,
ligamento periodontal, cemento dental y hueso alveolar. Goudouri, Kontonasaki, Boccaccini, 2017). Esta
enfermedad se origina a partir de la gingivitis (no en todos los casos) cuando no aborda con

tratamiento en la “lesion establecida™ (Rathee y Jain, 2023).

El cambio de gingivitis a periodontitis se manifiesta con la propagacion de inflamacion hasta
llegar al ligamento periodontal que conduce a la pérdida de insercion, es decir, destruccion de
fibras de coladgeno por enzimas secretadas por neutrdfilos y activacion de células osteoclastos,
que provoca edentulismo y deterioro de la funcion masticatoria (Mehrotra y Singh, 2023). Ademas,
esta afeccion se caracteriza por halitosis (Arigbede, Babatope y Bamidele, 2012).

Pese a ser un proceso irreversible es posible el manejo de periodontitis. El tratamiento puede
tomar dos direcciones, el primero se centra en mejorar la salud gingival con habitos de higiene
bucal basicos, ademas de terapia mecanica, como raspado, alisado radicular y mantenimiento de
AQ antiplaca. Y el segundo enfoque incluye intervencion quirdrgica como gingivectomia, colgajo

de reposicion apical, injertos de tejido blando, injerto éseo, entre otras técnicas (Matos & Bascones,
2011).

2.2.3. Cepas periodontales

2.2.3.1. Streptococcus mutans

Es una bacteria anaerdbica facultativa gram positiva involucrada en enfermedades bucodentales,
tales como caries y enfermedades periodontales. Habita principalmente en placas dentales y en
bolsas periodontales, por la capacidad de desarrollarse a bajas tensiones de oxigeno. La
proliferacion estd estrechamente relacionada con el estrés ambiental (aciduricidad) que
proporciona las condiciones necesarias para predominar en el nicho heterogéneo una vez que
produce mutacinas (Lemos et al., 2019). En casos de lesiones en el sistema vascular periodontal, la
bacteria migra al torrente sanguineo ocasionando endocarditis infecciosa, siendo un riesgo
potencial, concretamente a pacientes con problemas cardiovasculares y aquellos con el sistema

inmune comprometidos (Buonavoglia et al., 2022).
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2.2.4. Familia Euphorbiaceae

2.2.4.1. Higuerilla (Ricinus communis L.)

También conocida bajo las denominaciones de ricino, castor, Palma (e) Christi, higuerilla,
higuera, etc. dependiendo de la zona geografica (Worbs, et al., 2011). ES una especie eudicotiledénea,
perteneciente de la familia Euphorbiaceae originaria de Africa, Asia y extendida en zonas
tropicales y subtropicales localizandose también en el continente americano, por lo que es
considerada como especie exdtica invasora. Cuenta con una produccién de semillas en un periodo

de 10 a 15 afios, siendo de interés econémico por la obtencion de aceite (Rivarola, et al., 2011).

Tabla 2-1: Taxonomia de Ricinus communis L.

JERARQUIA TAXONOMICA DE Ricinus communis I.
Reino: Plantae
Division: Traqueophyta
Subdivision: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Ricinus
Especie: communis
Epitelo especifico Ricinus communis L.

Fuente: Sistema Integrado de Informacion Taxonémica [ITIS], s.f.

Descripcion botanica

Es un arbusto perenne de altura promedio 2,5 m, pese a ello, puede alcanzar los 6 m con multi-
tallos blandos, lefiosos y ramificados, productores de savia. Sus hojas de haz verde o rojizas, son
de tipo simples, pecioladas, palmeadas (hasta 11 l6bulos), alternas y dentadas. Contiene, ademas
de inflorescencias agrupadas por flores masculinas (tonalidad amarillo verdoso) y femeninas de
estigmas rojas (Bockisch, 1998). El fruto espinoso es encapsulado. Las semillas elipsoide poseen un
color caracteristico marronaceas, que en su interior contienen un grano (25 % peso total de la
semilla), de caracteristica toxica puesta que sujeta al 1 - 5 % de glicoproteina dimérica capaz de
inactivar ribosomas, llamada ricina. Su tamafio corresponde a 9 - 20 mm de largo, 6 - 15 mm de

ancho y 4,5 - 9 mm de grosor (Benamor, et al., 2020).

Metabolitos secundarios

La utilidad medicinal como antifungico, antimicrobiano, hepatoprotector, antidiabético,
antioxidante, larvicida, antiinflamatorio, etc. se debe principalmente por sus fitoconstituyentes,
tales como alcaloides (ricinina), esteroides, flavonoides (kaempferol-3-O-p-D-xilopirandsido,
kaempferol-3-O-B-D-glucopirandsido, kaempferol-3-O-B-rutindsido, quercetina-3-O-rutindsido,

quercetina-3-O-B-D-xilopirandsido, quercetina y rutina), taninos, fenoles (acido galico,
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epicatequina, acido elagico y acido getistico), esteroles, terpenos, resinas y gomas (Voleti etal.,
2022).

2.2.4.2. Sangre de drago (Croton lechleri Mill. Arg.)

Es un arbol originario de zonas montafiosas orientales en América del Sur, especificamente de la
amazonia ecuatoriana (15 m.s.n.m.), colombiana (100 - 600 m.s.n.m.), boliviana y peruana (1000
m.s.n.m.). Referido acorde a su vocablo como sangre de dragén, sangre de grado, sangre de

madera, palo de grado y arbol de la alegria (Jones, 2003).

Tabla 2-2: Taxonomia de Croton lechleri

JERARQUIA TAXONOMICA DE Croton lechleri Mdill.
Arg.
Reino: Plantae
Division: Traqueophyta
Subdivisién: Spermatophytina

Clase: Magnoliopsida

Orden: Malpighiales

Familia: Euphorbiaceae

Género: Croton

Especie: lechleri

Epitelo especifico Croton lechleri Mull. Arg.

Fuente: Sistema Integrado de Informacion Taxonomica [ITIS], s.f..

Descripcidn botanica

Es un arbol que alcanza hasta 15 - 20 m de altura, con hojas de 12 - 20 cm de largoy 5 - 14 cm
de ancho con morfologia acorazonada, de clasificacion simples, en su mayoria alternadas, cuentan
con 6 - 8 nervaduras paralelas; raiz cilindrica conicay peridermis suber o corcho; fruto capsulado;
flores con una espiga alta y delgada; la corteza que lo rodea es grisacea blanquecina, alcanza un
diametro de 30 cm, presenta lenticelas y savia (latex) de color rojizo pardo; y semillas con

cartncula y endospermo oleaginoso (Ramiréz, 2003).

Metabolitos secundarios

C. lechleri, es una especie vegetal rica en proantocianidinas solubles (90 % peso en seco)
destacando a los taninos catéquicos como (+)-catequina, (-)-epicatequinas, (+)-galocatequinay (-
)-epigalocatequina; bincatriol, crolecinol, acido crolecinico, acido hardwickiico y koberinas como
los principales diterpenos; y esteroles como b-sitosterol-b-D-glucopiranésido y b-sitosterol; el 9

% representa a los alcaloides como taspina, pridina, antraquinonas y aportineindol principalmente
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en la savia; mientras que la fraccion restante corresponde a trazas de compuestos de distinta

naturaleza quimica (Jones, 2003).

2.2.4.3. Sacha inchi (P. volubilis L.)

El nombre comun deriva de la lengua nativa quechua, compuesta por “sacha” que significa
silvestre e “inchi” que significa mani. También es conocida bajo las denominaciones de mani del
inca, mani del monte, sacha yuchiqui, sacha inchik, etc. El area de distribucién comprende entre
altitudes de 30 y 2000 m.s.n.m. al sur de la selva amazdnica destacando Peru, Bolivia, Venezuela,
Colombia, Ecuador y Brasil; en climas tropicales de 10 °C a 26 °C y HR de 78 %. La planta es
facilmente identificable por su fruto en forma estelar, rica en antioxidantes y &cidos grasos

poliinsaturados (Normay Echeverri, 2016).

Tabla 2-3: Taxonomia de Plukenetia volubilis

JERARQUIA TAXONOMICA DE Plukenetia volubilis
L.

Reino: Plantae

Division: Traqueophyta

Subdivisién: Spermatophytina

Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales

Familia: Euphorbiaceae
Género: Plukenetia

Especie: volubilis

Epitelo especifico Plukenetia volubilis L.

Fuente: National Library of Medicine [NIH], s.f..

Descripcion botanica

Es una planta perenne que puede alcanzar una altura de 2 metros, con hojas alternas corazonadas
y bordes dentadas, de 10 cm de largo y 8 cm de ancho. Las flores contienen ambos verticilos,
tanto pistiladas en la base como flores estaminadas dispuestas en racimos condensados, éste
tltimo de tamafio pequefio en color blanco. El fruto es carnoso, en estado de maduracién
experimenta cambio de color verde a marrén y presenta morfologia estrellada con hasta ocho

I6bulos. Las semillas color marrén son lenticulares de didmetro que oscila entre 1,5 cm a 2 cm
(Kodahl y Sorense, 2021; Hanssen y Schmitz, 2011).

Metabolitos secundarios
La composicion de P. volubilis se caracteriza en mayor porcentaje por la presencia de acidos

grasos poliinsaturados y compuestos antioxidantes. Sin embargo, la caracterizacion de los
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fitoconstituyentes en marcha fitoquimica de P. volubilis revela principalmente presencia de
taninos (93,1% condensados), flavonoides, esteroides, leucoantocianidinas, alcaloides y
saponinas (Castillo, Castillo y Reyes, 2010). Segln la literatura, los taninos y flavonoides
son responsables del debilitamiento del tejido membranoso y la inactivacion de proteinas

funcionales en microorganismos patdgenos (Suubaar, Mosobil y Donkor, 2017).
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CAPITULO 11

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Enfoque de investigacion

El presente trabajo tiene enfoque cuantitativo basado en los datos obtenidos en los halos de

inhibicion que presentan los extractos vegetales.

3.2.  Nivel de la investigacion

Es de tipo exploratorio, ya que se busca conocer la presencia o no de actividad antibacteriana de
los extractos vegetales frente a S. mutans.

3.3. Disefio de investigacion

3.3.1. Segun la manipulacién o no de la variable independiente

Disefio no experimental, debido a que no se manipulan variables deliberadamente. Sin embargo,
se busca correlacionar los halos de inhibicion con la presencia o ausencia de la actividad
antibacteriana.

3.4. Tipo de estudio

La investigacion es de tipo transaccional porque busca recolectar datos de los halos de inhibicion

en un solo tiempo.
3.5.  Lugar de la investigacion
La investigacién se ejecutd en los laboratorios de Productos Naturales, Bromatologia y

Microbiologia Clinica ubicados en la Facultad de Ciencias, de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo, Riobamba — Chimborazo.
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3.6. Poblacidn y seleccion del tamafio de la muestra

3.6.1. Material vegetal

La poblacion de estudio comprendi6 en las partes foliares de R. communis Ly P. volubilis L, y el
latex comercial de C. lechleri Mill. Arg. La recoleccion de los materiales vegetales se realiz6 en

las siguientes ubicaciones:

Tabla 3-1: Ubicacion de la recoleccion del material vegetal

R. communis C lechleri P. volubilis
Provincia Guayas Francisco de Orellana Santo Domlngo de los
Tsachilas
Area recolectada El Rosario, recinto San El Coca, comunidad Santo Domingo, sector
Andrés. Arenillas. Chigilpe
-1.1126790, -0.4460860334
Coordenadas 5623365, -76.9172260 -0.271415, -79.130064
-79.8161950 7389134

Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.

Para ello, se utilizé muestreo aleatorio simple recolectando aproximadamente 1000 g o mL de

cada especie vegetal, segun corresponda. Ademas, se considerd los siguientes criterios:

e Criterios de inclusion:

Especies vegetales en buen estado fisico, es decir, aquellas con superficies integras en las partes
foliares. Ademas, se consideré aquellas en estado de productividad (a partir de 8 meses de
siembra) para R. communis y P. volubilis. Para el latex de C. lechleri se considerd que el envase
comercial presente buen aspecto viscoso, color rojo pardo y que haya sido recientemente

envasado.

e Criterios de exclusion:

Ejemplares vegetales que presentaron dafios por accién de animales o insectos, deterioro por agua,
viento, estado de descomposicién o con posible contaminacién microbioldgica.

3.6.2. Material biol6gico

Se empled la cepa Streptococcus mutans ATCC® 25175™ adquirida por el Distribuidor de
insumos MEDIBAC Inc.
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3.7. Meétodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.7.1. Control de calidad de la droga cruda

3.7.1.1. Evaluacién macroscépica

La evaluacion macroscopica tiene la finalidad de identificar la especie vegetal de acuerdo con la
clasificacion morfoldgica (Kuklinski, 1999). Para la evaluacion de los especimenes recolectados se

considero:

Hojas

Forma

Tamario: largo y ancho
Textura

Superficie

Color

Olor

Condicion; fresca, seca, etc.

N o g s~ w b=

Otros: latex
Color

Olor

Aspecto

Sabor

pH (Miranda 2002)

o &M 0 P

3.7.1.2. Determinacién de humedad

El método tiene la finalidad de determinar el contenido de agua residual. Si el contenido supera
el 14 % de su peso, se establece una correlacion proporcional con la presencia de
microorganismos no deseables, desarrollo de deterioro e hidrdlisis de metabolitos secundarios

activos. Para el analisis, se puede emplear cortes enteros, troceados o en polvo (material desecado)
(Who Geneva, 1998).

Materiales y equipos:
e Material vegetal

e Balanza de determinacion de humedad
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El método empleado para esta investigacion corresponde a:

A. Pérdida por humedad en termobalanza

1. Secoloco 3 g de la muestra distribuyendo uniformemente en el platillo de la balanza.

2. Se ajustd a temperatura de 105 °C y se procedio al cierre del equipo.

3. Esperado el tiempo, se realizo la lectura proporcionada en la pantalla digital del equipo
expresado en.

% M — porcentaje de pérdida de masa (lleleji et al., 2010)
3.7.1.3. Determinacion de cenizas

Las cenizas corresponden al residuo inorgénico o mineral, producto de ignicion u oxidacion de la
materia organica analizada. EI fundamento del método consiste en valorar la pureza y calidad del
material vegetal. Se determina principalmente por tres métodos que miden cenizas totales,
insolubles en &cido e insolubles en agua. Las cenizas totales abarcan el residuo de ceniza
fisioldgica (restos vegetales) y no fisioldgica (materia extrafia, ej. arena y tierra). Las cenizas
insolubles en &cido representan la cantidad en porcentaje de silice en materia extrafia. Finalmente,

las cenizas solubles en agua indican presencia de metales pesados (WHO Geneva, 1998).

Materiales y equipos:

e Agua destilada

e Acido clorhidrico 10 %

e Nitrato de plata 0,1 mol/L
e Reverbero

e Crisoles de porcelana

e Pinzas para crisol

e Papel filtro

e Balanza analitica

e Termobalanza

e Sorbona

Los métodos basados para esta investigacion son establecidos por MIRANDA (2002) y World Health
Organization [WHO] Geneva (1998):

A. Cenizas totales
1. Se coloco 3 g del material vegetal secado en crisol tarado.
2. Se calentd la porcién de ensayo empleando reverbero y sorbona hasta carbonizar. Es decir,

hasta obtener la ausencia de humo y color negro en muestra.
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3. Transferir el crisol con su contenido en horno mufla a 550 °C durante dos horas, para
incineracion hasta el blanco hasta peso constante.

4. Se colocé en desecador para enfriar durante 30 minutos.

5. Se registré el porcentaje de cenizas totales (%Cr) obtenida mediante la férmula:

2

M
%Cr = [ x 100

1
Donde:

%Cr = porcentaje de cenizas totales

M = masa del crisol vacio (g)

M1=masa del crisol con la porcién de ensayo (g)

M2=masa del crisol con la ceniza (g)

w

Cenizas insolubles en acido clorhidrico (en base hidratada)

Lo

A las cenizas obtenidas en el método A. Cenizas totales, se afiadid 2 mL de acido
clorhidrico 10 % y se cubri6 con vidrio reloj.

Se llevd a hervir por 10 minutos.

Se enjuago el vidrio reloj con 5 mL de agua caliente y fue afiadido al contenido del crisol.
Se recogid las cenizas empleando papel filtro y se lavd con agua destilada caliente.

Se coloco dos gotas de nitrato de plata 0,1 mol/L hasta que el filtrado sea neutro.

Se trasladd el contenido con el papel filtro al crisol y fue llevado a desecar de 100 a 105 °C.
Se incineré en mufla a temperatura de 700 — 750 °C durante dos horas, hasta peso constante.

Se colocé en desecador hasta enfriar durante 30 minutos.

© © N o g bk~ N

Se registro el porcentaje de cenizas insolubles en acido (%Cac) obtenida mediante la
formula:

2

M 100
M

M
%Cqc = M

Donde:
%C,c = porcentaje de cenizas insolubles en 4cido en base hidratada.

M = masa del crisol vacio (g)

M1= masa del crisol con la porcién de ensayo (g)

M2=masa del crisol con la ceniza (g)

C. Cenizas solubles en agua
1. Alas cenizas obtenidas en el método A. Cenizas totales, se afiadié 15 mL de agua destilada
y se cubrid con vidrio reloj.

2. Se llevo al reverbero por 5 minutos.
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3. Se recogio las cenizas empleando papel filtro.

4. Se traslado el contenido con el papel filtro al crisol.

5. Posterior, se llevo a carbonizar a temperatura inferior a 450 °C e incinerar en mufla a 700 —
750 °C durante dos horas, hasta peso constante.

6. Se coloco en desecador hasta enfriar durante 30 minutos.

7. Seregistro el porcentaje de cenizas hidrosolubles (%Cag) obtenida mediante la formula:

MZ - Ma
%Cag = m x 100
1
Donde:
%Cag = porcentaje de cenizas hidrosolubles

M = masa del crisol vacio (g)

M1=masa del crisol con la porcién de ensayo (g)
M2=masa del crisol con las cenizas totales (g)

Ma= masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)

3.7.2. Marcha fitoquimica (cualitativo)

Es un ensayo preliminar de forma secuencial que emplea la técnica de “screening” o tamizaje, es
decir, reacciones quimicas que permiten caracterizar los metabolitos secundarios 0 compuestos
bioactivos (fenoles, taninos, saponinas, flavonoides, etc.) basados en precipitacion, viraje de
color, formacion de espuma, desprendimientos gaseosos, entre otros. En caso de obtener resultado

negativo, este denota ausencia del compuesto de interés (Miranda, 2002).

Materiales y equipos:

e Agua destilada

e FEter etilico

e Etanol 70 % viv

e Reactivos del tamizaje
e Tubos de ensayo

e Gradilla

e Reverbero

e Sorbona

e Bafio de agua
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El método de esta investigacion sigue el esquema de extraccion sucesiva de Miranda (2002), COMO

se describe en la llustracion 3-1;

30 - 50 g Material vegetal

v

Extraer con 90 -150 mL de éter etilico por maceracién durante
48h a temperatura ambiente.

v

Filtrar

v

EXTRACTO ETEREO

Dividir en aliquotas de 2 mL
para los ensayos de:

v

RESIDUO SOLIDO

v

Secar y extraer con 3 veces el peso del

residuo en volumen con etanol por
maceracion durante 48h.

* Sudén
» Dragendorff, Mayer ¢
y Wagner
« Baljet Filtrar
« Lieberman-Buchard L.

|

EXTRACTO
ALCOHOLICO

Dividir en aliquotas de 2 mL
para los ehsayos de:

* Baljet
+ Lieberman-Buchard® Dragendorff,

* Fehling

* Cloruro férrico Mayer y Wagner
« Resinas * Ninhidrina
« Shinoda * Espuma

« Borntrager » Antocianinas

llustracion 3-1: Marcha fitoquimica.
Fuente: Miranda M., 2002.

v

RESIDUO SOLIDO

v

Secar y extraer con 3 veces el peso del
residuo en volumen con agua destilada por
maceracion durante 48h.

v

Filtrar
1

v v

EXTRACTO ACUOSO RESIDUO SOLIDO

Dividir en aliquotas de 2 mL
para los ensayos de:

* Dragendorff, Mayer
y Wagner

* Cloruro férrico

* Shinoda

 Fehling

* Espuma

* Mucilagos

* Principios amargos

ENSAYO DE SUDAN: permite detectar compuestos grasos.

e A laalicuota correspondiente, se afiadié 1 mL de colorante Sudan 111 o Sudan 1V.

e Se colocd en bafo de agua hasta conseguir la evaporacion del solvente.
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La presencia de coloracidn rojiza indica resultado positivo “+”.

ENSAYO DE DRAGENDORFF, MAYER Y WAGNER: permiten detectar la presencia de

alcaloides por su caracter nitrogenado en el anillo heterociclico.

e A laalicuota correspondiente, se evaporo el solvente a bafio de agua.

e Los extractos con éter y etanol, se redisolvid con 1 mL de &cido clorhidrico 1 % v/v. Para el
acuoso, se agregdé 1 gota de acido clorhidrico conc., se calent6 y se dejé enfriar.

e A lamuestra de Mayer, se afiadio cloruro de sodio en polvo, se agité y filtré.

e Finalmente, se afiadié 3 gotas de cada reactivo en los tubos correspondientes.

La presencia de los siguientes aspectos es considerada como positivo: coloracion blanquecina

“+”_turbidez definida “++” o precipitado rojizo — anaranjado “+++”

ENSAYO DE BALJET: caracteriza coumarinas.
e A laalicuota correspondiente, se evapord el solvente a bafio de agua.

e Seredisolvié en 1 mL de alcohol.
e Seafadi6 1 mL de reactivo Baljet.
La presencia de precipitado rojo es considerado positivo, y segun se intensidad se categoriza en

“+”’ “++” y “++_+_’7.

ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARD: empleado para identificar cualitativamente a

triterpenos y/o esteroides, dado a una protonizacion.

e A laalicuota correspondiente, se adicioné 1 mL de anhidro acético.
e Posterior, se agreg6 3 gotas de acido sulfarico conc. por las paredes del tubo.

La presencia de coloracion verde — azulado es considerado positivo “+”.

ENSAYO DE FEHLING: permite identificar a carbohidratos reductores.

e A laalicuota correspondiente, se evapord el solvente a bafio de agua.

e Seredisolvié en 1 mL de agua destilada.
e Se adiciond 3 gotas de cada reactivo (solucion Ay B).
e Se calento durante 10 minutos.

La presencia de coloracion rojiza indica resultado positivo “+”.

ENSAYO DE CLORURO FERRICO: permite identificar fenoles y taninos.

e A la alicuota correspondiente, se adicion6 3 gotas de cloruro de hierro (l11) 5 %. Para el
extracto acuoso, se agrego acetato de sodio para neutralizar.
La presencia de coloracién de verde o azul indica taninos y rojiza — vino para fenoles, indicando
positivo “+”.
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ENSAYO DE BORNTRAGER: reconoce a quinonas, debido a la oxidacion de antronas y

antranoles en antraquinonas.

e A laalicuota correspondiente, se evaporo el solvente en bafio de agua.
e Seredisolvi6 en 1 mL de cloroformo.

e Se adicion6 1 mL de hidroxido de sodio 5 % v/v.

e Se agitd hasta mezclar las fases.

e Reposo hasta su posterior separacion.

La presencia de complejos rojizos indica positivo “+”.

ENSAYO DE RESINAS
e A laalicuota correspondiente, se adicion6 10 mL de agua destilada.

La presencia de precipitado indica positivo “+”.

ENSAYO DE ANTOCIANINAS: identifica a flavonoides con estructuras Cg-C3-Ce.
e A laalicuota correspondiente, se calentd durante 10 minutos con 1 mL de acido clorhidrico

conc, y se dejé enfriar.
e Seadicion6 1 mL de agua destilada, posterior 2 mL de alcohol amilico.
e Se agitd hasta la separacion de fases.

La presencia de la tonalidad rojiza - marron en la fase amilica indica positivo “+”.

ENSAYO DE ESPUMA: permite identificar saponinas.

e A laalicuota correspondiente, se diluy6 con 10 mL de agua destilada.

e Se agitd por durante 5 minutos.

La presencia de espuma (2 mm) con persistencia indica positivo “+”.

ENSAYO DE NINHIDRINA: indica presencia de aminoécidos libres o aminas.

e A laalicuota correspondiente, se colocd a bafio de agua.

e Se mezcl6 con 2 mL de ninhidrina 2 % v/v.
e Reiteradamente, se colocé a bafio de agua por 5 minutos.

La presencia de coloracion azul violaceo indica positivo “+”.

ENSAYO DE SHINODA: identifica a flavonoides mediante una reaccion de reduccion.

e Alaalicuota de correspondiente, se diluy6 con 1 mL de acido clorhidrico conc. y un trozo de
cinta de magnesio metalico.
e Se dejo actuar por 5 minutos.
e Seafadid 1 mL de alcohol amilico y se agito.
e Se dejo reposar hasta la separacion de fases.
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La presencia de coloraciones que van desde amarillo, naranjado, carmelita o rojo intenso en la

fase del alcohol amilico, indica positivo “+”.

ENSAYO DE MUCILAGOS

e A laalicuota correspondiente, se enfri6 hasta conseguir 0 — 5 °C aproximadamente.

La presencia de la consistencia viscosa indica positivo “+”.

ENSAYO DE PRINCIPIOS AMARGQS: permite caracterizar a fenoles, lactonas, cromonas u otros

compuestos de gusto amargo.
e A laalicuota correspondiente, se procedi6 a la evaluacion sensorial mediante el sabor.

La presencia de sabor amargo indica positivo “+”.(Miranda, 2002)

3.7.3. Tratamiento de la droga vegetal

3.7.3.1. Extractos vegetales

Es la practica de separacion de compuestos fitoquimicos de interés, realizada de forma
heterogénea; para ello, se emplea disolventes 0 menstruo acorde a la naturaleza del compuesto
bioactivo. El proceso consiste en: a. el solvente penetra la matriz s6lida; b. el soluto se disuelve
en el solvente; c. el soluto se difunde fuera de la matriz sélida; d. recoleccion de los solutos

extraidos (zhang et al., 2018).

Materiales y equipos:

e Agua destilada

e FEtanol 70 % v/v

e Metanol 96 % v/v

e Agua destilada

e Recipientes fotoprotectores
e Papel filtro

e Equipo de filtracion a vacio
e Rotavapor

e Balanza analitica

e Bafio de agua

Procedimiento:

A. R.communis (extracto metanolico)

1. Se realizd limpieza de las hojas con agua destilada.
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Se desecé el material vegetal en estufa a 40 °C con circulacion forzada.

Se trituro hasta obtener polvo fino.

En un recipiente fotoprotector, se colocd el material vegetal seco y se vertié metanol 96 %
v/v en relacion 1:10.

Se macer6 a temperatura ambiente durante 7 dias con agitacion ocasional.

Se filtrd a vacio con papel de filtro Whatman n.° 1.

Se concentro el filtrado en rotavapor hasta sequedad (40 °C), con la finalidad de extraer el
solvente empleado.

Recolectar el material vegetal seco en frasco ambar.

Redisolver los mg de extracto seco en 10 mL de DMSO 10 % obteniendo la solucion madre.

Se almacend a 4 °C hasta su utilizacion. (Naz y Bano, 2012; Elkousy et al., 2021)

C. lechleri (extracto de taninos catéquicos)

El material vegetal seco se extrajo con solucion de acetato de etilo y agua en relacion 90:10.
Posterior a la maceracion de 24 horas, se filtr6 conservando el sobrenadante.

Se agregd 20 gramos de NaSO, anhidro como agente deshidratante de la solucién organica.
El filtrado se sometid a evaporacion a presion reducida en rotavapor (40 °C) conservando
10 % de su volumen.

Se adicion6 200 mL de éter de petrdleo como agente de precipitacion antidisolvente.

Se filtré a vacio conservando la fraccién de proantocianidinas precipitadas.

Se almacené en el desecador hasta su utilizacién. (Pekic et al. 1998)

P. volubilis (extracto etandlico)
Se realizé limpieza de las hojas con agua destilada.
Se desecd el material vegetal en estufa a 40 °C circulacion forzada.
El extracto se preparé en relacion 1:15 de muestra seca en etanol al 70 %, contenido en envase
ambar.
Se macer( a temperatura ambiente durante 7 dias con agitacion ocasional y se asegurd
cierre hermético.
Se filtr6 a vacio con papel de filtro Whatman n.° 1.
Se concentrd el filtrado en rotavapor hasta sequedad a 40 °C, con la finalidad de extraer el
solvente empleado.
Se coloco en un bafio de agua a 40 °C para obtener productos semisélidos.
Se recolectd el material vegetal seco en frasco ambar.
Redisolver los mg de extracto seco en 10 mL de DMSO 10 % obteniendo la solucién madre

en mg/mL (ppm).

10. Se almacen6 a 4 °C hasta su utilizacion. (Jang, Youy Kim, 2020)
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3.7.4. Preparacion de las soluciones del material vegetal

Materiales y equipos:

e Tubos eppendorf

e Rotulador

e Gradilla

e Micropipeta

e Puntas para micropipeta

e DMSO 10%

e Preparado vegetal

e Cabinas de seguridad biologica

Para investigar la actividad antibacteriana de cada extracto vegetal, se Ilevaron a cabo diluciones,
los cuales fueron designados como soluciones simples. En tubos eppendorf estériles y rotulados
previamente, se colocé tres diluciones correspondientes a 10; 102, 103y la solucion madre del
preparado vegetal:

o Dilucién 10%: 900 pL de DMSO + 100 pL de solucién madre.

o Dilucién 102: 900 uL de DMSO + 100 pL de dilucién 1072

o Dilucién 103: 900 uL de DMSO + 100 pL de dilucién 1072,

o Solucién madre: 1000 pL.

Mientras que, para el estudio del efecto combinado (diluciones del preparado vegetal y
antibidtico), se prepard soluciones combinadas:

o Combinacion 1: 500 uL de dilucion 10 + 500 pL de clorhexidina 0,2 %.

o Combinacién 2: 500 uL de dilucion 102 + 500 pL de clorhexidina 0,2 %.

o Combinacién 3: 500 uL de dilucion 102 + 500 pL de clorhexidina 0,2 %.

o Solucién madre: 1000 pL.

3.7.5. Difusién en disco (método Kirby-Bauer)

La difusion en disco, conocido también como Kirby-Bauer es un método estandarizado y
aprobado por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés)
y la FDA. Permite estudiar el grado de sensibilidad o resistencia de bacterias patdgenas
estandarizadas con la aplicacion de discos con antibidticos de interés (almacenados previamente
a 8 °C o congelados a -14 °C) sobre la superficie del aguar Mueller Hinton (MH). El resultado se

reporta en base a los puntos de corte (Suplemento CLSI M100) que categorizan a la bacteria en
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sensible, intermedio o resistente midiendo los rangos de inhibicion durante la incubacion. (Tenover,
2015)

Materiales y equipos:

e Extractos vegetales

e Reactivos de medios de cultivo

e Clorhexidina 0,2 % solucion acuosa
e DMSO 10%

e CepaS. mutans ATCC® 25175™
e Hisopos estériles

e Discos en blanco

e Asa de inoculacion de 10 plL

e Pinza

e Alcohol desinfectante

e Mechero

e Micropipeta

e Placas Petri de 90 mm

e Agitador Vortex

e Jarra GasPak

e Estufa

e Cabinas de seguridad biologica

Para el procedimiento se considero la regla “15-15-15 minutos” dispuesta por Eucast (2024), una

vez reactivada la bacteria:

1. Enlos 15 minutos siguientes de la preparacion del estandar de turbidez equivalente a 0.5 de
la escala McFarland, se sumergid el hisopo estéril y se tomo el indculo de S. mutans ATCC
25175 sin eliminar el exceso de liquido.

2. Se extendi6 el indculo uniformemente en la superficie del medio sélido de MH, mediante la
técnica de siembra masiva y contorneada de bordes.

3. Luego de transcurrir un periodo de 15 minutos desde la inoculacién, con una pinza estéril se
colocé discos secos (acondicionados a temperatura ambiente) respetando separacién de 12 —
16 mm de borde a borde al situarlos sobre la superficie del agar.

a. Losdiscos en blanco fueron previamente impregnados y reposados al menos 30 minutos con:

15 uL de las soluciones correspondientes descrito en el apartado 3.6.4.
15 uL de clorhexidina 0,2 % solucioén acuosa, como control positivo.
15 uL de DMSO, como control negativo.

4. Una vez finalizado de aplicar los discos, se coloco las placas de agar en posicidn invertida.
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5. Después de 15 minutos de su aplicacion, se incubd en condiciones anaerdbicas: empleando
una jarra de GasPak* a temperatura de 35 = 1 °C y atmdsfera de 5 — 10 % CO.en aire, durante
24 horas.

6. La lectura de las zonas se realizd a simple vista considerando angulo de 45° y 30 cm de
distancia, por el reverso con luz reflejada sobre un fondo oscuro. Para la medicion de los
diametros (incluyendo el didmetro del disco) se empled regla.

7. Se registro los diametros de inhibicion obtenidos.

El proceso fue ejecutado por triplicado y documentado en valores promedio (Hudzicki 2009; Eucast
2024).

Se consider6 documentar la actividad antibacteriana de los preparados vegetales en funcién a las

zonas de inhibicion medidos, bajo la siguiente expresion (Naz y Bano, 2012):

Porcentaje relativo 100 X (ATI preparado vegetal — ATI control negativo)

de inhibicién (PRI) ATI control positivo — ATI control negativo

Donde,

PRI: Porcentaje relativo de inhibicion

ATI: Area total de inhibicion

Considerando que el area total fue calculada con su equivalencia nir?y r; radio de la zona de

inhibicién (mm).

3.7.5.1. Evaluacién del preparado vegetal y control positivo combinados

Para estudiar el efecto potenciador se realizd la combinacién de clorhexidina y la dilucién con
mayor halo de inhibici6n resultante. Siguiendo:
1. Se procedio de la forma descrita anteriormente hasta la colocacion de discos sobre la
superficie del agar MH, siguiendo:
a. Losdiscos en blanco fueron previamente impregnados y reposados al menos 30 minutos con:
i. 15 pL de solucion combinada: relacion 1:1 de la dilucion que presentd mayor halo en el
anterior procedimiento y clorhexidina al 0,2 % correspondientemente.
ii. 15 pL de clorhexidina 0,2 %, como control positivo (C¥).
iii. 15 uL de DMSO, como control negativo.
2. Una vez finalizado de aplicar los discos, se colocd las placas de agar en posicion invertida.
3. Después de 15 minutos de su aplicacion, se incub6 en condiciones anaerébicas: empleando
una jarra de GasPak™* a temperatura de 35 + 1 °C y atmoésfera de 5 — 10 % CO;en aire, durante
24 — 48 horas.
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4. La lectura de las zonas se realiz6 a simple vista considerando angulo de 45° y 30 cm de

distancia, por el reverso con luz reflejada sobre un fondo oscuro. Para la medicion de los

diametros (incluyendo el diametro del disco) se empled regla.
5. Se registrd los diametros de inhibicion obtenidos y reportados bajo la misma expresion

matematica de la seccion 3.6.5. (Barrios et al., 2021).
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Procesamiento, analisis, interpretacion de resultados y discusién

4.1.1. Control de calidad de la droga vegetal

4.1.1.1. Evaluacion macroscopica

Para el analisis macroscdpico foliar de R. communis y P. volubilis, se recolectaron tres muestras
aleatorias y representativas provenientes de distintas ramas de cada planta, mismas que cumplian
con los criterios de inclusion mencionados en la seccion 3.5.1. Estas muestras vegetales fueron
sometidas a un proceso de limpieza empleando agua destilada. Por otro lado, se adquiri6 envases
de latex de C. lechleri comercializados por habitantes de la provincia de Francisco de Orellana,

Ecuador.

Tabla 4-1: Evaluacién macroscopica de R communis, C. lechleri y P. volubilis

ESPECIE MUESTRA < <
VEGETAL VEGETAL PARAMETROS CARACTERISTICAS
Forma Simple, palmipartidas, penninervadas y
aserrada
Tamafio promedio 31,00 x 39,22 cm
R. communis Hojas Textu_rq Membranoso
Superficie Glabras
Color Verde
Olor Acre
Condicion Fresco
Color Marrén — rojizo oscuro
Olor Terroso con matiz salado
C. lechleri Latex Aspecto Lechoso
Sabor Astringente y amargo
pH 3,65
Forma Simple, cordada, acuminado y ondulado
Tamafio promedio 10,20 x 7,98 cm
Textura Membranosa
P. volubilis Hojas Superficie Pubescente
Color Verde
Olor Acre
Condicion Fresco

Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.

Las caracteristicas foliares de la especie R. communis reportadas en la Tabla 4-1 concuerdan con
la investigacidn de Nour et al. (2023) centrada en la caracterizacion morfoldgica. Sin embargo, la
anchura de las hojas del presente estudio, se encuentran por encima del parametro (7,89 — 34,39

cm). Esta variacion morfométrica podria deberse a las propiedades quimicas del suelo

caracteristica de la region.
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Referente al latex de C. lechleri, presentd pH mas acido (Tabla 4-1) en comparacion con el estudio
Montopoli et al. (2012), quien determind que la savia recolectada directamente por incision en la
corteza fue de pH de 3,9. Las ligeras variaciones de pH pueden estar sujetas a las condiciones

ambientales de recoleccion de la planta e incluso por mezclas de solventes para estabilizar el latex
(Ramirez 2003).

Finalmente, la evaluacion macroscopica de las hojas de P. volubilis (Tabla 4-1), coinciden con
las descripciones proporcionadas por DOSTERT et al, en el proyecto de Datos botanicos de Sacha

Inchi publicado en 2009, afirmando la identificacion del taxdn.

4.1.1.2. Determinacién de humedad

En la Tabla 4-2, se detalla los resultados obtenidos de la determinacién de humedad en cada

especie vegetal.

Tabla 4-2: Resultados de humedad en R. communis, C. lechleri y P. volubilis

ESPECIE HUMEDAD (%)
VEGETAL MUESTRA VEGETAL RESULTADO REFERENCIA
R. communis Hojas 8,19 + 0,06 8,00 — 14,00
C. lechleri Latex 9,26 +0,12 8,00 — 14,00
P. volubilis Hojas 8,51+0,14 8,00 — 14,00

Fuente: (USP 42 - NF 37 2019; Who 2011)
Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.

Todos los valores reportados se encuentran dentro de los parametros indicados por la USP 42 - NF
37 (2019) y por Who (2011) sefialando, que la materia prima redne las condiciones idoneas, lo que
significa que se evitara reacciones quimicas que deterioren la calidad de vida dtil y proliferacion
de microorganismo, asi como también permitira la retencion de la composicién de metabolitos

secundarios (Park et al., 2021).

En comparacién con la investigacion de Yerovi realizada en el afio 2018, presentd para R.
communis un 5,7 % de humedad en hojas, porcentaje que se encuentra por debajo de las
especificaciones, justificado por la técnica y época de recoleccién. Para el latex seco de C.

lechleri, se obtuvo 8,70 % mismo que cumple el limite de referencia (Arellano, 2017).
No obstante, debido a la escasez de investigaciones previas de control de calidad en muestras

foliares de P. volubilis, se ha limitado la disponibilidad de datos para la recopilacion y

comparacion. Esta restriccion implico generalizacion de resultados obtenidos.
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4.1.1.3. Determinacién de cenizas

Siguiendo los procedimientos descritos anteriormente, se determind el porcentaje de cenizas
detallado en la Tabla 4-3.

Tabla 4-3: Cenizas totales, insolubles en acido y solubles en agua de R. communis, C. lechleriy

P. volubilis
) ESPECIE VEGETAL
PARAMETROS R. communis C. lechleri P. volubilis REFERENCIA
(hojas) (latex) (hojas)
8,002
o ,
Cr (%) 7,93 £0,04 0,45 + 0,04 7,20 £0,17 0,325 - 06825
Cac (%) 1,46 + 0,15 0,20 £0,01 1,86 +0,18 2,00
Cag (%0) 0,55+0,12 0,22 +£0,12 0,34 + 0,05 1,00

Cr: Cenizas totales; C,: cenizas solubles en agua; C,q: Cenizas insolubles en 4cido; ® referencia para R. communis y P. volubilis; ®:
referencia para C. lechleri.

Fuente: Cabello et al. 1998; Real Farmacopea Espafiola 2005

Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.

Los datos obtenidos se compararon con los criterios de control de calidad establecidos por la Real
Farmacopea Espafiola (2005) para las muestras foliares de R. communis y P. volubilis y Cabello et al.
(1998) para el latex. Los valores porcentuales de la Tabla 4-3, se encuentran en los limites de
referencia de los residuos derivados de tejidos vegetales, residuos que provienen del medio

ambiente, tierra silicea, 6xidos, carbonatos, oxalatos, fosfatos y metales pesados.

Los resultados de la determinacion de cenizas en R. communis obtenidos por (Yerovi, 2018) y la
muestra seca del latex de sangre de drago en el estudio de cabello et al. (1998), concuerdan con las
especificaciones y el presente trabajo investigativo. Referente a las hojas de P. volubilis, la

bibliografia cientifica se encuentra limitada.

4.1.2. Marcha fitoquimica

El cribado fitoquimico de las tres especies vegetales se resumio en la Tabla 4-4, empleandose tres
solventes de distinta polaridad: éter, etanol y agua. Se compard los resultados de las hojas de R.
communis en los distintos solventes, y se evidencid que existe mayor variedad de compuestos
extraidos en el solvente etandlico, indicando la presencia de triterpenos y/o esteroides,

flavonoides, coumarinas, alcaloides, y aminoécidos libres y aminas en general.

En el caso de los metabolitos del latex C. lechleri, presentaron mayor afinidad en la fraccion

acuosa, destacando principalmente alcaloides, seguido de los compuestos fendlicos, flavonoides,
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saponinas y otros compuestos de diversa naturaleza quimica (principios amargos). No obstante,

la fraccion etérea también demuestra la presencia significativa de alcaloides y compuestos grasos.

Y en la deteccidn de metabolitos en P. volubilis, se observé mayor riqueza de compuestos en el
extracto etandlico. A diferencia de R. communis (extracto etandlico), se presencio, ademas,
fenoles, resinas y saponinas, pero no coumarinas y flavonoides de tipo C¢-C3-Ce. En el solvente
apolar, se extrajo menor compuestos alcaloideos. Y en el extracto acuoso, aparecen carbohidratos
reductores y otros compuestos de naturaleza identificada (principios amargos).

Tabla 4-4: Caracterizacion de metabolitos secundarios en extracto etéreo, etandlico y acuoso.

TIPO DE - RESULTADQS o
ENSAYO R. communis C. lechleri P. volubilis
EXTRACTO . . .
(hojas) (latex) (hojas)
Sudén - ¥ _
Dragendorff + T+ T
Mayer Etéreo * * *
Wagner + ++ ++
Baljet + - -
Lieberman-Burchard + - ¥
Fehling - + B
Lieberman-Burchard + + ¥
Cloruro férrico - - +
Resinas - + "
Shinoda + + +
Borntrager - + N
Baljet Etanolico + +
Dragendorff +++ + —+
Mayer ++ + ++
Wagner ++ + T+
Ninhidrina + - +
Espuma - + +
Antocianinas + + _
Dragendorff + 4 +
Mayer + +H+ ++
Wagner + +++ ++
Cloruro férrico + + ¥
Shinoda Acuoso + + +
Fehling + - +
Espuma + + +
Mucilagos - - -
Principios amargos + + ¥

Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.

Al contrastar con el anélisis preliminar de los compuestos fitoquimicos presentes en R. communis,
realizado por Suubaar et al. (2017), se determind que los resultados coinciden. EI mejor solvente
extractante resulto ser la solucion alcohdlica, solubilizando a los terpenos, flavonoides, alcaloides

y otros. Sin embargo, mencionan que el rendimiento de extractabilidad aumenté empleando
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metanol, obteniendo mayor compuestos terpenoides, a los cuales se les atribuye efecto

antioxidante y antibacteriano (disuelven la pared bacteriana).

Por otra parte, el latico de C. lechleri presenta dos fracciones importantes, una de ellas, es
alcoloidal (9 %) que corresponde a la taspina y es soluble en solventes apolares, confirmando su
presencia en la extraccion etérea. Sin embargo, esta molécula ejerce actividad cicatrizante y
antiulcerosa. La fraccion restante, es significativamente permeable con la presencia de agua
destacando la extraccion de compuestos fenolicos (90 %) y estos responden a la accion

antimicrobiana y antioxidante (Diedrich et al. 2021).

Finalmente, en la investigacion de MHD y LEE (2022) realizaron el perfil fitoquimico de las hojas
de P. volubilis y evaluaron que el solvente etanolico presentd mayor contenido de metabolitos, en
lugar de solventes como metanol, hexano y agua. La extraccidn etandlica present6 alcaloides,
esteroides, taninos, saponinas y flavonoides, mismos que coinciden con el presente trabajo

investigativo.

4.1.3. Difusion en disco (método Kirby-Bauer)

La presente investigacion analizo la actividad antibacteriana mediante la técnica de difusion discal
y se comparé con el porcentaje relativo de inhibicidn (PRI) de la solucién acuosa de CHX 0,2 %
(control positivo - 100 %) y el DMSO 10 % como control sin solucién inhibidora (control
negativo - 0 %). Después de la incubacion de S. mutans, se obtuvo que, dos de las tres especies

evaluadas exhibieron actividad en la solucién madre.

El extracto metanolico de las hojas de Ricinus communis no mostro actividad antibacteriana. Esto
se evidenci6 al obtener un diametro de 6 mm en las pruebas, correspondiente Gnicamente al
tamafio del disco de ensayo, sin presencia de halo de inhibicion alrededor. Este resultado implica
un porcentaje relativo de inhibiciéon (PRI) del 0 % para las concentraciones evaluadas de 768000
mg/L, 76800 mg/L, 7680 mg/L y 768 mg/L, como se detalla en la Tabla 4-5.
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Tabla 4-5: Halos y porcentajes relativos de inhibicién de R. communis y controles

INHIBICION DE LOS PREPARADOS VEGETALES

Diametro (mm)

A PRI (%
Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Media rea (%)
Ricinus communis
SM
768000 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Dilucion 101
76800 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Dilucion 102
7680 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Dilucion 103
768 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Control positivo
18 19 20 19,00 283,53 100,00
0,2%
Control negativo
10 % 6 6 6 6,00 28,27 0,00

Rep.: Repeticion; PRI: Porcentaje relativo de inhibicién; SM: solucién madre.

Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.

Estos datos fueron procesados mediante un diagrama de barras para mejorar su interpretacion, en

él se muestra el diametro promedio de inhibicién (eje de las ordenadas) frente a diferentes

concentraciones del extracto metandlico de las hojas de Ricinus communis y los controles

positivos y negativos (eje de las abscisas).

La llustracién 4-1, indica que todas las concentraciones evaluadas (desde 768000 mg/L hasta 768

mg/L), no presenta actividad antibacteriana contra Streptococcus mutans, ya que no se observd

halo de inhibicién alrededor del disco de ensayo. En contraste, el control positivo (clorhexidina

0,2 %) mostré un halo de inhibicién significativo, con un didmetro promedio de 19 mm,

confirmando su efectividad antibacteriana.
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(768000 mg/L) (76800 mg/L) (7680 mg/L) (768 mg/L) 0,2% 10%
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stancias evaluias
llustracion 4-1: Diagrama de barras del diametro de disco + halo de inhibicion VS las sustancias

evaluadas en R. communis, control positivo y control negativo.
Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.

Sin embargo, comparando con un estudio realizado por Naz y Bano en el afio 2012, determind
actividad antibacteriana a una concentracion de 12000 mg/L frente a cepas gram positivas como

B. subtilis y S. aureus, asi como a cepas gram negativas como P. aeruginosa y K. pneumoniae.

En otra investigacion titulada “Actividades antibacterianas y antifungicas y perfil fitoquimico del
extracto foliar de diferentes extractantes de Ricinus communis frente a patégenos seleccionados”
realizada en 2017 por Suubaar et al., estudiaron el mismo extracto foliar, pero a concentraciones
entre 3130 mg/L hasta 200000 mg/L, los cuales se probaron en S. aureus, E. coli, P. aeruginosa,
K. pneumoniae y C. albicans y exhibieron una potencial inhibicién de crecimiento en los

patogenos estudiados.

Esta ausencia de actividad antibacteriana en el extracto de R. communis podria deberse a
diferentes razones, por ejemplo, que las especies vegetales estan sujetas a la variacion natural
intraespecifica, es decir, la expresion de polimorfismos genéticos causados por la distribucién
geogréafica y/o condiciones ambientales (luz, presién atmosférica, temperatura, latitudes,

nutrientes, entre otros) en los sitios de recoleccion (Pais, LI, Xiang 2018).
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En consecuencia, se podrian generar cambios en las sustituciones de aminoacidos y el perfil
metabolémico presentaria grandes diferencias. Este fendmeno alteraria la cuantificacion de
alcaloides, terpenoides, flavonoides, saponinas, etc. (Pais, Li, Xiang 2018). Otro factor posible, es el
proceso de defensa del S. mutans que implica activacion de genes rgp en la pared celular y

confiere efecto nulo del antibiotico (Tsuda et al. 2002).

Por otra parte, se menciona incluso una falta de unién de las moléculas bioactivas del extracto en
la superficie del S. mutans. Esto conlleva a una limitacion de los compuestos heterogéneos
bioactivos en penetrar la pared y/o membrana de la cepa bacteriana, como se evidencia en la
investigacion de GHRAMH et al. en el afio 2019.

Los autores compararon la actividad antimicrobiana del extracto crudo frente a nanoparticulas de
oro (AuNPs) elaboradas a partir del mismo extracto de R. communis. Los resultados de los
didametros de las zonas de inhibicion fueron significativamente mayores en las AuNPs, puesto
que, por su tamaflo mejord la distribucion y penetracion del fitol, a-amirina, lupeol y otros

compuestos en la membrana celular (Ghramh et al. 2019).

En el caso del extracto del latex de C. lechleri, presenté un PRI equivalente a 115,14 % a la
concentracion de 12516 mg/L en la solucion madre, superando la efectividad del control positivo.
Sin embargo, a concentraciones inferiores de este extracto (1251,6 mg/L, 125,16 mg/L y 12,52

mg/L) no se evidencio actividad, como se detalla en la Tabla 4-6 e llustracion 4-2.

Tabla 4-6: Halos y porcentajes relativos de inhibicién de C. lechleri y controles.
INHIBICION DE LOS PREPARADOS VEGETALES

Didmetro (mm)

A 0
Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Media Area PRI (%0)
Croton lechleri
SM 22 21 21 21,33 357,44 115,14
12516 mg/L : : ,
Dilucién 10
1251,6 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Dilucion 1072
125,16 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Dilucion 103
12,52 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Control positivo 19 20 20 10,67 20377 100,00
0,2%
Control negativo
10 % 6 6 6 6,00 28,27 0,00

Rep.: Repeticion; PRI: Porcentaje relativo de inhibicion; SM: solucién madre.
Realizado por: Leén, Mayerli. 2024.

Esto se representa en la Ilustraciéon 4-2 que indica que el extracto de C. lechleri presenta una

notable actividad antibacteriana en la solucion madre (12516 mg/L), evidenciada por un halo de
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inhibicién de 21,33 mm. Sin embargo, sus diluciones (1:10, 1:100 y 1:1000) no muestran

actividad frente a la bacteria evaluada con un didmetro de disco de 6 mm.

20 —Croton
lechleri

18 6 mm

16
14
12

10

Diametro de disco + halo de inhibicion (mm)

Solucién madre  Dilucion 1:10  Dilucién 1:100 Dilucién 1:1000 Control positivo Control negativo
(12516 mg/L)  (1651,6 mg/L) (125,16 mg/L) (12,52 mg/L) 0,2% 10%
CL CL cL CL
Sustancias evaluadas
llustracion 4-2: Diagrama de barras del diametro de disco + halo de inhibicion VS las sustancias

evaluadas en C. lechleri, control positivo y control negativo.
Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.

En contraste con otros estudios enfocados en la determinacion de la actividad antibacteriana en
S. mutans, llevados a cabo por Avilés et al. en 2018, Cayo y Barrera en 2014 y Guevara en el afio 2020, se ha
evaluado al latex en su estado puro y a sus respectivas diluciones en agua destilada, los cuales
mostraron halos de inhibicion que oscilaron entre los 8 y 17 mm a concentraciones de 50 %, 75
%y 100 %.

En la presente investigacion, el extracto de taninos catéquicos demostré efecto inhibitorio
posiblemente por la presencia de catequinas, epicatequinas, galocatequinas y epigalocatequinas
seglin Risco etal. (2005). Se conoce que las catequinas y sus analogos, evitan la formacion de
aglomerados de S. mutans al reducir expresiones génicas que codifican la enzima
glicosiltransferasa, interfiriendo en la conversion a glucano y con esto, la formacion de matrices

de exopolisacaridos (zayed et al. 2021).

38



Estas moléculas bioactivas contindan con la destruccion del S. mutans, induciendo a la
disminucién de la D-alanilacion y liberacion de &cidos teicoicos maduros, que resultan en el
debilitamiento de la capa de peptidoglicano (Zayed et al. 2021). Ademas, poseen un mecanismo de
defensa que evita la salida del extracto vegetal y es mediante la inhibicion de la funcionalidad de

las bombas de eflujo de la bacteria (Wu, Brown 2021).

En lo que respecta al extracto foliar de P. volubilis con solvente etandlico, los resultados (Tabla
4-7) demostraron actividad inhibitoria en S. mutans a concentracion de solucion madre de 168300
mg/L (equivalente al 4,16 % con respecto al control positivo). Mientras que, en las diluciones
16830 mg/L, 1683 mg/L y 168,3 mg/L no se observo efecto.

Tabla 4-7: Halos y porcentajes relativos de inhibicion de P. volubilis y controles
INHIBICION DE LOS PREPARADOS VEGETALES

Diametro (mm)

A 0
Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Media Area PRI (%0)
Plukenetia volubilis
o 7 7 7 7,00 38,48 4,16
168300 mg/L ) ) )
Dilucion 101
16830 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Dilucion 10
1683 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Dilucion 10
168,3 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Control positivo 18 19 19 18,67 27367 100,00
0,2%
Control negativo
10 % 6 6 6 6,00 28,27 0,00

Rep.: Repeticion; PRI: Porcentaje relativo de inhibicion; SM: solucion madre.
Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.

Estos resultados se reflejan en la llustracion 4-3, que muestra como el diametro del halo de
inhibicion de la solucién madre (7 mm) es ligeramente notable en comparacion con las
concentraciones diluidas del mismo extracto, que no presentan actividad anti estreptoccica. A
pesar de que el halo de inhibicién es pequefio, se puede asumir la presencia del efecto anti

estreptococica.
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llustracion 4-3: Diagrama de barras del didmetro de disco + halo de inhibicidn VS las sustancias

evaluadas en P. volubilis control positivo y control negativo.
Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.

Segun una investigacion realizada por Jang, Youy Kim (2020), compararon la actividad antibacteriana
de P. volubilis procedentes de dos sitios de recoleccion en Corea, con condiciones climéaticas
distintas. Los resultados son significativamente superiores en la especie recolectada de la region
con mayor precipitacion anual, mostrando inhibicién moderada (7 - 10 mm) desde los 125 mg/L
hasta los 2000000 mg/L ensayadas en B. subtilis, L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus, A.
hydrophila, E. coli, P. aeruginosa, S. choleaesuis, S. marcescens, S. sonnei, V. parahaemolyticus

y V. vulnificus.

Tabla 4-8: Halos y porcentajes relativos de inhibicién de P. volubilis y controles
INHIBICION DE LOS PREPARADOS VEGETALES

Didmetro (mm)

A 0
Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Media Area | PRI (%)
Plukenetia volubilis
o 7 7 7 7,00 38,48 4,16
168300 mg/L : , ,
Dilucién 101
16830 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Dilucién 10
1683 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Dilucién 10
168,3 mg/L 6 6 6 6,00 28,27 0,00
Control positivo 18 19 19 18,67 27367 10000
0,2 %
Control negativo
10 % 6 6 6 6,00 28,27 0,00

Rep.: Repeticion; PRI: Porcentaje relativo de inhibicion; SM: solucién madre.
Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.
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Los resultados de la Tabla 4-7, posiblemente se debe a la variacion natural intraespecifica, como
se detallé anteriormente. La zona de recoleccién de P. volubilis, en el presente estudio, se ejecutd
en Santo Domingo de los Tsachilas, Ecuador, con un promedio de precipitacién anual de 3000 -
4000 mm en comparacion con el estudio de Jang, You, Kim (2020), recolectada en la zona de Yangon,
Corea, que presenta siete veces mas suelos aluviales con mayor contenido de nutrientes, y con

ello, el contenido cuantitativo de compuestos fendlicos y flavonoides varia.

Sin embargo, la fraccion disponible que responde a la inhibicion se puede deber a la mezcla
heterogénea de compuestos solubles en etanol, efectuando posiblemente la actividad los
oligbmeros de quercetina, catequinas, kaemferol, triterpenoides y saponinas (Mhd, Lee 2022).
Numerosas investigaciones demuestran que estos compuestos son responsables de la actividad

antibiofilmicas y antibacterianas (Mhd, Lee 2022).

De manera que, primero actlan las catequinas inhibiendo la formacion de biofilms, como se
menciono previamente en C. lechleri. Posterior, se producen alteraciones en la permeabilidad de
la pared y membrana celular, a causa de las hidroxilaciones de la estructura quimica de la
quercetina y kaemferol. Esto desencadena procesos de adelgazamiento, desvanecimiento del

peptidoglucano y separacion de las dos estructuras (Zeng et al. 2019).

Este efecto de alteracién estructural de la pared es potenciado por los triterpenoides, que actlan
como sinergistas a los flavonoides (Wronska et al. 2022), y favorece que las saponinas ingresen, se
unan y desestabilicen méas la membrana citoplasmatica provocando cit6lisis, fuga de proteinas y

enzimas, cambios en el metabolismo y finaliza en muerte celular (L et al. 2023).

4.1.3.1. Evaluacion del preparado vegetal y control positivo combinados

Se evaluaron tres combinaciones considerando que las diluciones 10, 102 y 10 no presentaron
inhibicion (véase la seccion 4.1.3.). El efecto nulo de los metabolitos secundarios de R. communis,
C. lechleriy P. volubilis a concentraciones inferiores de la solucién madre podria atribuirse a una
falta de union de las moléculas del extracto a las estructuras bioldgicas de la bacteria y/o por

mecanismo de defensa del S. mutans.
Sin embargo, los halos de las combinaciones presentaron reduccion del efecto de CHX. Se podria

inferir que la combinacion con CHX habria mejorado la fluidez de los metabolitos secundarios y

el paso por la pared celular, evitando asi la respuesta de defensa de la bacteria (Mohammadi 2008).
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Los resultados de las combinaciones de las tres especies vegetales se detallan en la Tabla 4-8. En
R. communis se registro 56,76 % (15,33 mm) en la primera combinacion, 82,10 % (18 mm) en la
segunda y 92,65 % (19 mm) en la tercera. Referente a C. lechleri se obtuvo 72,13 %, 82,10 % y
92,65 %, respectivamente. Y para P. volubilis, 34,38 % (12,33 mm) en la primera combinacion,

y 85,26 % (18 mm) y 96,22 % (19 mm) en las combinaciones subsiguientes.

Tabla 4-9: Resultado del efecto de combinacion entre clorhexidina 0,2 %y los extractos vegetales

COMBINACION DE LOS EXTRACTOS VEGETALES Y CONTROL POSITIVO
Diametro (mm) i
Area PRI (%)
Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Media

Ricinus communis
Combinacion 1 16 15 15 15,33 184,66 56,76
Combinacién 2 18 18 18 18,00 254,47 82,10
Combinacion 3 19 19 19 19,00 283,53 92,65
Control positivo 19 20 20 19,67 303,77 100,00
Control negativo 6 6 6 6,00 28,27 0,00

Croton lechleri

Combinacién 1 17 17 17 17,00 226,98 72,13
Combinacién 2 18 18 18 18,00 254,47 82,10
Combinacion 3 19 19 19 19,00 283,53 92,65
Control positivo 20 20 19 19,67 303,77 100,00
Control negativo 6 6 6 6,00 2827 0,00

Plukenetia volubilis
Combinacién 1 13 12 12 12,33 119,47 34,38
Combinacion 2 18 18 18 18,00 254,47 85,26
Combinacién 3 19 19 19 19,00 283,53 96,22
Control positivo 20 19 19 19,33 293,56 100,00
Control negativo 6 6 6 6,00 28,27 0,00

Rep.: Repeticion; PRI: Porcentaje relativo de inhibicion; Combinacion 1: Dilucién 107 + clorhexidina 0,2%; Combinacién 2: Dilucion
102 + clorhexidina 0,2%; Combinacion 3: Dilucion 10 + clorhexidina 0,2%.
Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.

En conjunto, estos resultados se plasman en la llustracion 4-4 mostrando que todas las
combinaciones de los diferentes extractos vegetales se encuentran por debajo de la linea de
tendencia (clorhexidina 0,2 %, equivalente a un halo de inhibicion de aproximadamente 19 mm),
indicando que la combinacion desfavorece la efectividad del antibiético atribuyendo a una

interaccion de tipo antagénica.
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lustracion 4-4: Diagrama de barras de los didmetros de inhibicion de las soluciones combinadas,

control positivo y negativo.
Realizado por: Ledn, Mayerli. 2024.

A continuacion, se presenta una posible hipétesis del efecto que tendria la combinacién de CHX
y los extractos vegetales, atribuyendo a moléculas bioactivas probablemente presentes como el
fitol, lupeol y a-amirina en las hojas de R. communis segin Ghramh etal. (2019); catequinas y
derivados en el caso del latex de C. lechleri (Risco et al. 2005), y quercetinas, catequinas y kaemferol

en las hojas de P. volubilis (Mhd, Lee 2022).

Siendo asi que, las moléculas catiénicas de CHX se unen a los grupos fosfatos de los acidos
teicoicos en la pared celular y penetra por difusién pasiva (Rauch, Leigh 2015). Posterior, el DMSO
penetra las cabezas polares y expande la bicapa fosfolipidica favoreciendo la apertura de poros

en la membrana celular, esto permite la permeacion de los solutos al interior de la célula.
(Gurtovenko, Anwar 2007).

Cuando las moléculas bioactivas de los extractos llegan a la membrana celular actian como
antioxidantes, contrarrestando el efecto pro-oxidativo de la CHX, mediante la eliminacion de
radicales reactivos (OH y NOS) intracelulares. Adicional, los metabolitos de P. volubilis,
disminuyen el potencial redox al estabilizar iones metalicos de transicion (Fe, Cu 'y Zn) (Sotler

2019). En conjunto, previenen la acumulacion de estrés oxidativo y dafios en el material genético
(Lee et al. 2016).
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Sin embargo, la CHX presenta como mecanismo antibacteriano principal, la destruccién de la
estructura de la membrana celular, hasta precipitar los componentes citoplasmaticos de bajo peso
molecular, formando complejos con grupos fosfatos residuales y finaliza con la muerte de S.

mutans (Lukomska et al. 2017; Cheung et al. 2012).

Como resultado, la investigacion muestra que la combinacion de CHX junto al fitol, lupeol, a-
amirina, catequinas, quercetinas y kaemferol es poco efectiva, debido a que presentan
antagonismo farmacodinamico. Este efecto antioxidante de los metabolitos exhibe una relacion
directamente proporcional a la concentracién de los extractos vegetales. Esto justifica que, en las
Gltimas combinaciones presenta mayor area de inhibicidn, ya que interactian mas moléculas de

CHX 'y menos moléculas de metabolitos secundarios con S. mutans.
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CAPITULOV

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

- Se identificaron los metabolitos secundarios mediante tamizaje fitoquimico, revelando que el
solvente alcohdlico proporciond mejor caracterizacion en las muestras foliares. En las hojas de R.
communis, se identificd la presencia de triterpenos y/o esteroides, flavonoides, coumarinas,
alcaloides y grupos aminos. En P. volubilis, presenta los mismos grupos de metabolitos, sumado
a estos estdn compuestos fendlicos, resinas y saponinas. Por otro lado, el extracto acuoso del latex
desecado de C. lechleri mostré presencia de compuestos fendlicos, alcaloides, flavonoides,
saponinas y principios amargos.

- Se determino el halo de inhibicion a través del método de difusion discal en cada una de las
especies vegetales frente a S. mutans, para el extracto de taninos catéquicos procedente del latex
de C. lechleri, se obtuvo 21,33 mm de didmetro de inhibicién a 12516 mg/L, siendo un valor
superior al halo del control positivo (CHX), mientras que el extracto etanélico — foliar de P.

volubilis present6 un halo de 7 mm a concentracién de 168300 mg/L.
- Se evalu6 la actividad antibacteriana producto de la combinacion del preparado vegetal y

clorhexidina, determinandose interaccién antag6nica, como consecuencia de las actividades

antioxidantes y pro-oxidativas de las sustancias evaluadas.
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5.2. Recomendaciones

- Se recomienda realizar un estudio de concentracion minima inhibitoria con el fin de conocer la

susceptibilidad de Streptococcus mutans a bajas concentraciones.

- Se sugiere realizar un estudio de cuantificacion y aislamiento de los metabolitos secundarios
responsables de la actividad antibacteriana, mediante técnicas cromatograficas y/o

espectroscopia.
- Se sugiere continuar con la investigacion sobre la combinacion de los extractos vegetales y el

antibidtico, empleando la técnica del “tablero (Checkerboard test) mediante microdiluciéon”, con

el propdsito de conocer el tipo de interaccion a distintas concentraciones experimentales.
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GLOSARIO

Concentracion minima inhibitoria: es método cuantitativo que determina la susceptibilidad del
microorganismo al inhibir a la concentracién mas baja (Andrews, 2001).

DMSO: es un compuesto liquido obtenido como subproducto en la produccion de papel. En la
industria de medicamentos es usado como solvente aprotico polar y apolar (Capriotti y Capriotti, 2012).
Glosedinia: sintoma caracterizado por quemazon, dolor o enrojecimiento en lengua, labios y
paladar (Carvajal y Romero, 2023).

Hipogeusia: es un trastorno sensorial caracterizado por la percepcién en disminucion de la
deteccién de sabores (Henkin, Larson y Powell, 1975).

indice de la concentracion inhibitoria fraccional: es un parametro que cuantifica el efecto
fenotipico (sinérgico, indiferente o antagénico) al combinar antibiéticos categorizando segun
rangos establecidos (Meletiadis et al., 2010).

Interaccion antagonica: o subaditividad indica que la concentracién mas baja de la combinacion
de los antibidticos es inferior a la potencia y eficacia individual, actuando como antagonistas

(Tallarida, 2011).
Interaccion indiferente: indica que la combinacion de los antibiéticos muestra misma actividad

tanto en combinacién como del compuesto individual mas eficaz (Noel, Keevil y Wilks, 2021).
Interaccion sinérgica: o subaditividad indica que la concentracién mas baja de la combinacién

de los antibidticos es superior a la potencia y eficacia individual, actuando como agonistas
(Tallarida, 2011).
Latico: savia producida por células lactiferas en presencia de lesion mecanica. Su contenido

biol6gicamente activo es rico en alcaloides, terpenoides, lignanos, saponinas, etc. (Mazu et al. 2022).
Periodontopatogénos: comprende las diferentes especies microbianas que colonizan la cavidad

oral y por proliferacion invaden el tejido periodontal (Pihlstrom et al., 2005).
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ANEXOS

ANEXO A: RECOLECCION O ADQUISICON DE R. communis, C. lechleri Y P. volubilis.

ANEXO B: CONTROL DE CALIDAD DE R. communis, C. lechleri Y P. volubilis.

i. EVALUACION MACROSCOPICA




ii. DETERMINACION DE CENIZAS

. lechleri Y P. volubilis.

ANEXO D: RESULTADOS DE DIFUSION EN DISCO Y COMBINACIONES

i. R. communis




C. lechleri

P. volubilis




ANEXO E: AUTORIZACION DE RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES

VEGETALES
-%;w}v‘;.
‘h‘:‘ REPUBLICA Hinisterio del Ambiente, Agua
owr| DEL ECUADOR y Transicion Ecologica

AUTORIZACION DE RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES DE LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA No. 325

ESTUDIANTES E INVESTIGADORES (SIN FINES COMERCIALES)
1.- AL!TORIZACIC')N DE RECOLECTA DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA

2.-cODIGO
MAATE-ARSFC-2023-0325

3.- DURACION DEL PROYECTO

FECHA INICIO

FECHA FIN

2023-12-21 2024-12-21

4.- COMPONENTE A RECOLECTAR

Plantae

El Ministerio del Ambiente y Agua, en uso de las atribuciones que le confiere la Codificacion a la
Ley Forestal y de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre autoriza a:

5.- INVESTIGADORES /TECNICOS QUE INTERVENDRAN EN LAS ACTIVIDADES DE
RECOLECCION

KATHERINE YAJAIRA

N° de . . . N° REGISTRO GRUPO
C.I/Pasaporte Nombres y Apellidos Nacionalidad SENESCYT EXPERIENCIA BIOLOGICO
PILCO BONILLA GISELA - PRODUCTOS N
0603914318 ALEXANDRA Ecuatoriana 1002-12-1135873 NATURALES Magnoliopsida
1850030626 CHIMBO VEGA Ecuatoriana NO APLICA 8 MESES Magnoliopsida

6.- PARA QUE LLEVEN A CABO LA RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA
DIVERSIDAD BIOLOGICA:
Nombre del Proyecto: Estudio de la actividad antibacteriana in vitro de seis especies vegetales
frente a Streptococcus mutans

115
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y Transicion Ecologica

7.- SE AUTORIZA LA RECOLECCION CON EL PROPOSITO DE:

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de seis especies vegetales frente a Streptococcus mutans

Determinar el halo de inhibicion que cada una de las especies vegetales presenta frente a las cepas de interés

Determminar la actividad antibacteriana de las especies vegetales mediante un antibiograma y pruebas de sensibilidad.

Caracterizar los metabolitos secundarios presentes en las especies mediante tamizaje fitoquimico.

8.- AREA GEOGRAFICA QUE CUBRE LA RECOLECCION DE LAS ESPECIES O

ESPECIMENES:
PROVINCIAS SNAP BOSQUE PROTECTOR
CHIMBORAZO NA NA

9.- INFORMACION DE LAS ESPECIES A RECOLECTAR

TIPO N° N°

CLASE ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE MUESTRA MUESTRA LOTE
Magnoliopsida Asterales Asteraceae Achillea A:;nillea Hojas 5

millefolium
Magnoliopsida Asterales Asteraceae Tanacetum Tanace@um hojas y flores 5

parthenium

N I . . Plukenetia .

Magnoliopsida Malpighiales Euphorbiaceae Plukenetia . hojas 5

volubilis
Magnoliopsida Malpighiales Euphorbiaceae Ricinus Ricinus B Hojas 5

communis
Magnoliopsida Malpighiales Euphorbiaceae Croton Croton lechleri Latex 1

10.- METODOLOGIA APLICADA EN CAMPO

FASE DE
RECOLECCION:

Se realizara la recoleccion de las especies vegetales teniendo en cuenta sus caracteristicas fisicas, evitando
aquellas con signos de deterioro ambiental y deterioro por insectos. En la recoleccion se emplearan guantes,
bolsas de recoleccion y tijeras estériles para la realizacion de cortes precisos e incisiones, segun como

corresponda.

FASE DE
PRESERVACION:

Se realizara el lavado de las hojas de las especies vegetales con agua destilada para retirar el material extrafno
y posteriormente se realizaré secado a temperatura inferior a 40°C en estufas grado laboratorio.

11. METODOLOGIA APLICADA EN LABORATORIO

i
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METODOS Determinacion de los parametros de control de calidad de la droga cruda Determinacion de cenizas totales
EMPLEADOS EN Determinacion de cenizas solubles en agua Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico. Tamizaje
EL LABORATORIO: Fitoguimico Aceites esenciales

12.- SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE LOS SIGUIENTES MATERIALES Y/O EQUIPOS
PARA LA REALIZACION DE ESTA RECOLECCION.

Grupo Biolégico a Tipo de

Recolectar Descripcion Equipamiento
Magnoliopsida MICROSCOPIO DE ALTA RESLUCION Equipo en
Laboratorio

REACTIVOS PARA TAMIZAJE, REVERBERQC, TUBOS DE ENSAYQ,SOLVENTES PARA Material en

Magnoliopsida PREPARACION DE EXTRACTOS Laboratorio

13.- COLECCIONES NACIONALES DEPOSITARIAS DEL MATERIAL BIOLOGICO

Magnoliopsida Herbario Escuela superio Técnica del Chimborazo

14.- RESULTADOS ESPERADOS

Estudios previos realizados en numerosas especies vegetales de la familia Euphorbiaceae
exhiben capacidad antibacteriana debido al rico perfil fitoquimico que posee, entre ellos,
flavonoides, alcaloides, saponinas, glucosidos cardiacos, terpenoides, taninos, esteroides, fenoles
y antroquinonas. Ricinus communis, el ejemplar a analizar, sugiere potencial actividad como
bactericida por la alta presencia de taninos, flavonoides y terpenoides, responsables del
debilitamiento del tejidoc membranoso y la inactivacion de proteinas funcionales del
microorganismo.

15.- CONTRIBUCION DEL ESTUDIO PARA LA TOMA DE DESCICIONES A LA
ESTRATERGIA NACIONAL DE BIODIVERSIDAD 2011-2020.

METAS DESCRIPCION

Meta02 15.03Hasta 2017 se ha implementado dos (2) Centros de Bioconocimiento El conocimiento de los metabolitos secundarios
(CBDA) en provincias seleccionadas para la conservacion de la agrobiodiversidad potenciara el uso de alternativas naturales a la
local. medicina

DE ACUERDO A LAS SIGUIENTES ESPECIFICACIONES
1. Solicitud de: PILCO BONILLA GISELA ALEXANDRA
2. Institucién Nacional Cientifica : ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
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3. Fecha de entrega del informe final o preliminar: 2024/12/06
4. Valoracion técnica del proyecto: LATORRE HURTADO ERIKA GABRIELA

5. Esta Autorizaciéon NO HABILITA LA MOVILIZACION DE FLORA, FAUNA,
MICROORGANISMOS Y HONGOS.

6. Esta Autorizacion NO HABILITA EXPORTACION DE FLORA, FAUNA, MICROORGANISMOS
Y HONGOS, sin la correspondiente autorizacion del Ministerio del Ambiente y Agua.

7. Los especimenes o muestras recolectadas no podran ser utilizadas en actividades de
BIOPROSPECCION, NI ACCESO AL RECURSO GENETICO.

8. Los resultados que se desprendan de la investigacion, no podran ser utilizados para estudios
posteriores de Acceso a Recurso Genéticos sin la previa autorizacion del Ministerio del Ambiente
y Agua.

OBLIGACIONES DEL/LOS INVESTIGADOR/ES.

9. Ingresar al sistema electréonico de recolecta de especimenes de especies la diversidad
biologica del ministerio del ambiente y agua, el o los informes parciales o finales en formato PDF,
en el formato establecido.

Con los siguientes anexos:

- Escaneado de el o los certificados originales del depdsito o recibo de las muestras, emitidas
por las Colecciones Cientificas Ecuatorianas como Internacionales depositarias de material
bioldgico.

- Escaneado de las publicaciones realizadas o elaboradas en base al material biolégico
recolectado.

- Escaneado de material fotografico que considere el investigador pueda ser utilizados para
difusion. (se mantendra los derechos de autor).

10. Citar en las publicaciones cientificas, Tesis o informes técnicos el nimero de Autorizacion de
Recoleccion otorgada por el Ministerio del Ambiente y Agua, con el que se recolecto el material
biologico.

11. Depositar los holotipos en una institucion cientifica depositaria de material biologico.

12. Los holotipos solo podran salir del pais en calidad de préstamo por un periodo no mas de un
afo.
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13. Las muestras biologicas a ser depositadas deberan ingresar a las colecciones respectivas
siguiendo los protocolos emitidos por el Curador/a custodio de los especimenes.

14. Las muestras deberan ser preservadas, curadas y depositadas de lo contrario, se deberan
sufragar los gastos que demanden la preparacion del material para su ingreso a la coleccion
correspondiente.

Del incumplimiento de las obligaciones dispuestas en los numerales, 9, 10, 11, 12, 13 y 14 se
responsabiliza a PILCO BONILLA GISELA ALEXANDRA.

DIRECTOR DE BIODIVERSIDAD
VILLAVICENCIO GAIBOR RICARDO JAVIER
2024-03-13
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