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RESUMEN
Los microorganismos resistentes responsables de infecciones asociadas a la
atencion en salud son causa importante de morbilidad y mortalidad (Malangén &
Alvarez, 2010).Annona purpurea es una especie vegetal cuyos extractos de hojas
y raices han mostrado efecto antibacteriano (Luna & Gonzalez, 2008). En el
presente trabajo se buscé demostrar que los metabolitos secundarios presentes
en la corteza del tallo de A. purpurea tienen actividad antibacteriana sobre
bacterias patdgenos nosocomiales. A partir del extracto total de corteza de
A.purpureaE5 se obtuvieron por fraccionamiento solido-liquido las fracciones en
etanol E1 y en acetona E4 y por soxhlet se obtuvo el extracto en metanol E6, los
cuales fueron posteriormente analizados por GC-MS y evaluados en los
bioensayos mediante el método de difusion en pozos (Marquez et al, 2005) a
concentraciones de 2,5 X10% pg/50 pL, 1,5 X10® pg/50 pL y 5X10%ug/50 pL para
cada fraccion. Staphylococcus aureus aislado fue sensible a las fracciones E1 y
E4 mostrando una CMI a 5X10%ug/50 pL y 1X10% pg/50 pL respectivamente;
Pseudomonas aeruginosa nosocomial fue sensible alos extractos E5y E6y a la
fraccion E1, exhibiendo una CMI de 5X10°ug/50 pL en cada caso. E4 y E1 fueron
los mejores tratamientos sobre S. aureus y P. aeruginosa respectivamente;
atribuyéndose tal efecto a metabolitos secundarios de tipo alcaloides presentes en

las fracciones, tal como lo indic6 el analisis cromatografico.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, microorganismos nosocomiales,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Annona purpurea, metabolitos

secundarios.



ABSTRACT

The resistant microorganisms responsible for infections associated with the
attention in health are an important reason of morbidity and mortality (Malangony
Alvarez, 2010).Annona purpurea is a vegetable species which extracts of leaves
and roots have showed antibacterial effect (Lunay Gonzalez, 2008). In the present
work one sought to demonstrate that the secondary present metabolitos in that of
bark of the stem of Annona purpureahave antibacterial activity on bacteria
pathogenic nosocomiales. From the total extract of bark of A. purpureaE5 liquid -
liquid obtained for division the fractions in ethanol E1 and in acetone E4 and for
soxhlet the extract was obtained metandlica E6, which were analyzed later by GC-
MS and evaluated in the bioensayos by means of the method of diffusion in wells
(Marquez et al., 2005) to concentrations of 2,5 X103 ug/50 uL, 1,5 X103 ug/50 pL
and 5X102ug/50 pL for every fraction.lsolated Staphylococcus aureus was
sensitive to the fractions E1 and E4 showing a CMI to 5X102ug/50 puL and 1X102
Hg/50 uL respectively; Pseudomonas aeruginosa nosocomial was sensitive to the
totals extracts E5 and E6 and the fraction E1, exhibiting a CMI of 5X102ug/50 uL in
every case.E4 and E1 were the best treatments on S. aureus and P. aeruginosa
respectively; attributing such an effect to him to metabolites secondary of type

present alkaloids in the fractions, as the chromatographic analysis indicated it.

Key words: antibacterial Activity, microorganisms nosocomiales, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Annona purpurea, metabolitos secondary.
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INTRODUCCION.

La relacion entre los microbios y los seres humanos es delicada y compleja.
Existen microorganismos esenciales para nuestra vida, no obstante, también nos
encontramos rodeados por otros que resultan altamente perjudiciales (Murray,
Rosenthal & Pfaller, 2007) y constituyen un estado patoldgico para los seres vivos
(De Jogna, 2005); aunque la complejidad de la infeccion depende en gran medida
de la respuesta inmune del organismo anfitrion, existe una serie de caracteristicas
propias de cada de microorganismo que marcan una gran diferencia entre una

enfermedad y otra (Murray, Rosenthal & Pfaller, 2007).

Las infecciones asociadas a la atencion en salud IAAS se encuentran entre las
principales preocupaciones del sector salud, tanto por los costos que estas
representan como por las complicaciones que pueden generar en la salud de los
pacientes internos en centros asistenciales; o que es mucho mas relevante en
paises como el nuestro en el que la inversion para la salud es limitada y la
facilidad para acceder a medicamentos de alto costo econdmico es escasa 0 nula

(Malangén & Alvarez, 2010).

Las enfermedades de tipo infeccioso pueden ser controladas mediante distintos
agentes quimioterapéuticos, sin embargo los microorganismos pueden modificar
su estructura antigénica y desarrollar resistencia frente a los antibioticos
comerciales mas potentes (Murray, Rosenthal & Pfaller, 2007). Afortunadamente
el hombre posee alternativas adicionales al uso de medicamentos de sintesis

guimica cuando se trata de contrarrestar enfermedades de caracter infeccioso,
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desde tiempos remotos la naturaleza ha provisto al ser humano de numerosos
recursos que le han permitido controlar la prevalencia de ciertas enfermedades,
entre esas algunas generadas por microorganismos patégenos (Rangel et al.,

2001).

En el mundo se han descrito alrededor de 370.000 especies vegetales (Convenio
sobre la Diversidad Bioldgica, 2009); de las cuales han sido reportadas en
Colombia alrededor de 35.000 (Diaz, 2002; Fonnegra & Jiménez, 1999),
constituyendo una verdadera riqueza natural dado que muchas de estas son Utiles
como fitoterapéuticos capaces de contrarrestar diversas enfermedades incluidas
algunas causadas por agentes bacterianos, evitando a su vez los efectos
secundarios que podrian presentarse tras el consumo de drogas de origen

sintético.
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1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general. Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de metabolitos
secundarios presentes en extractos de corteza de tallo de Annona purpurea
frente a cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa

causantes de infecciones asociadas a la atencién en salud.

2.2. Objetivos especificos.

% Determinar la concentracion minima inhibitoria de los extractos de corteza
de tallo de Annona purpurea frente cepas de Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa aislados de ambiente clinico y certificados.

+ Establecer la concentracion optima de los extractos de corteza de tallo de
Annona purpurea en la inhibicién del crecimiento de Staphylococcus aureus
y Pseudomonas aeruginosa aislados de ambiente clinico y certificados.

% Identificar los metabolitos secundarios asociados a la accion antibacteriana
en los diferentes extractos de corteza de tallo de Annona purpurea frente a
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa aislados de ambiente

clinico y certificados.
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3. ESTADO DEL ARTE

3.1. Familia Annonaceae.La Familia de las Anonaceas es la mas sobresaliente
en numero de especies dentro del orden Magnoliales (Agustin & Hernandez,
2011)existiendo alrededor de 2300-2500 especies descritas en todo el mundo,
repartidas en unos 130 géneros (Agustin & Hernandez, 2011; Michael & Medina,
2000; Sharma, 2009). De acuerdo con el sistema de clasificacion del Angiosperm
Phylogeny Group APG (1988) las plantas pertenecientes a la familia son arboles,
arbustos, raramente subarbustos o trepadoras. Con respecto a su ubicacién
geografica, estas son casi exclusivamente tropicales (Agustin & Hernandez,
2011), distribuyéndose en las regiones tropicales y subtropicales de ambos
hemisferios (Michael & Medina, 2000); desde el Nuevo y Viejo mundo, hasta el
norte de Australia y las islas del Pacifico, habitando en los bosques siempre
verdes de tierras bajas (Agustin & Herndndez, 2011). Imagen 1.

Como caracteristica distintiva de la familia puede mencionarse que muchas de sus
especies contienen en su corteza, hojas y partes florales conductos para el
transporte de aceites (Sharma, 2009), ademas de esto, las especies que
representan a la familia poseen hojas alternas, simples, exestipuladas, pecioladas,
enteras y con venacion pinnada (Agustin & Hernandez, 2011; Michael & Medina,
2000), ademés de poseer una morfologia ovada, obovada o lanceolada (Sharma,

2009).
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Imagen 1. Origen y adaptacion climatica de las Annonaceae.

Fuente: http://zipcodezoo.com

Entre los rasgos caracteristicos de las Annonaceae también puede mencionarse
gue la corteza de estas se desprende en tiras, ademas de ello tienen ramas por lo
general largas, caedizas, donde se disponen las hojas de forma distica, tallo
lefioso, ramificado, erecto y duro (Sharma, 2009). Las flores pueden presentarse
como inflorescencias cimosas o como flores solitarias, generalmente bisexuales,
hipdginas, compuestas por tres meras y tres sépalos casi siempre libres raramente
connatos. Sus estambres son numerosos dispuestos espiralmente, libres,
(Michael & Medina, 2000), sus frutos son bayas con carpelos numerosos libres o
fusionados, semillas grandes, con mucho endospermo (Sharma, 2009; Agustin &
Hernandez, 2011). Otra caracteristica importante de las especies de Annonaceae,
aunque menos relevante es que poseen raices primarias que se extienden
ampliamente (Sharma, 2009). Etnofarmacologicamente, a la familia Annonaceae
se le han atribuido histéricamente variadas actividades biolégicas entre las que se

mencionan en primera instancia antiparasitaria, antitumoral y pesticida (Florez
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&Meza, 2007), relacionandose el efecto antitumoral con acetogeninas (Schlie,
2009; Luna & Gonzalez, 2009) y con componentes de aceites esenciales propios
de determinadas especies del genero Annona (Formagio et al., 2013), de igual
forma, la actividad pesticida ha sido ampliamente estudiada y comprobada para
distintas especies pertenecientes a la familia (Gémez & Molina, 2012; Ramirez et

al., 2011; Sarasa & Burbano, 2015).

Ademas de las actividades antes mencionadas, las Annonaceae son plantas con
potencial efecto antiinflamatorio atribuible a metabolitos de tipo flavonoides (Poma
et al., 2011; Victoria et al., 2006). Asi mismo ha sido reportado para la familia el
efecto antiplasmodial contra Plasmodium falciparum, actividad de la cual son
responsables metabolitos secundarios de tipo alcaloides aporfinicos propios de la
familia (Osorio et al., 2006), de igual forma, Annonaceae es considerada una
familia promisoria con un gran efecto antioxidante (Jiménez, Londofio & Arango,

2005; Goncalves et al., 2014).

3.2. GENERO Annona.

La mayoria de especies pertenecientes a este género son originarias de América
tropical y solo algunas pocas son nativas de Africa tropical; Annona es
considerado el género mas importante dentro de la familia Annonaceae, debido a
gue cuenta con el mayor numero de especies dentro de la misma, ademas de que
gran parte de ellas son utiles como comestibles, productos médicos e industriales

(Kunz, 2007).
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Este género se encuentra representado por unas 120 especies (Sharma, 2009),
consideradas arboles o arbustos cuya altura oscila entre 5y 11 metros (Agustin &
Hernandez, 2011), el tallo de las Annona presenta pubescencia simple o pilosa y
fasciculada en forma estrellada, sus flores son usualmente perfectas, solitarias o
en inflorescencias de pocas flores, en posicion terminal, opuestas a las hojas o
fijas a las ramas, tres sépalos pequefios, valvados; seis pétalos libres o connados
en la base, biseriados, estambres numerosos, carpelos humerosos, 6vulo solitario,

basal, erecto (Cabrera et al., 2004).

Las caracteristicas que son comunes para las especies pertenecientes al género
son las relacionadas a la altura de la planta, sistema radical, corteza, tallo,
biologia floral, polinizacion, conjunto de frutos y tipo de fruto (Ochse et al., 1974).
Los tallos de Annona son grisaceos asperos, corrugados y glabros cuando

adultos y generalmente caducifolios (Kunz, 2007).

En cuanto a su floracién, lo mas comun es que las plantas florezcan al llegar a tres
0 cuatro afios de edad, la apertura floral comienza con la separacion del apice de
los pétalos externos y la polinizacion se lleva a cabo principalmente por insectos y

en algunos casos por el viento(Sharma, 2009).

El Fruto es baya carnoso o suculento, compuesto de carpelos unidos (Sharma,
2009; Cabrera et al., 2004); estos varian en forma y tamafio, ya que estas dos

variables dependen del namero y posicion de los oOvulos fertilizados; como
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resultado, el nimero de frutos por planta, asi como su forma y tamafo, dependen

de la polinizacion de los insectos (Agustin & Hernandez, 2011).

3.2.1.Annona purpurea. Arbol pequefio originario de América central vy
probablemente del norte de América del sur (Ledén, 2000; Instituto interamericano
de cooperacién para la agricultura IICA, 1989), distribuida en América en los
paises Belice, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras,
México, Nicaragua, Panamd, Trinidad y Tobago, Estados unidos y Venezuela

(Ledn, 2000), Imagen 2.

Esta Annonaceae posee bajo follaje espaciado, hojas grandes delgadas, elipticas
a obovadas cuyo tamafio miden de 15-30 cm de largo por 10-15 cm de ancho. Las
laminas de esta especie son muy onduladas pues los nervios estan

marcadamente hundidos en la cara superior de la hoja (Le6n, 2000).
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Imagen 2. Distribucion geografica de Annona purpurea

Fuente: Zipcodezoo.com

Por lo comun los tallos jévenes, peciolos y nervios de la hoja de Annona purpurea
muestran una pubescencia rojiza (IICA, 1989), adicionalmente, otra caracteristica
propia de la especie es la presencia de flores grandes, solitarias y de forma
piramidal, con pétalos carnosos Yy flexibles de color rosado-morado (Ledn, 2000;
[ICA, 1989).Los pétalos externospueden medir unos 4-5 cm de largo, mientras que
los internos pueden llegar a medir de 3-4 cm de largo. El receptaculo conico mide
alrededor de 2 cm de largo por 1,5 de ancho, en su parte inferior esta cubierto por

estambres y el apice por un anillo de carpelos (Leon, 2000).

En cuanto a sus frutos, Annona purpurea produce grandes frutos aromaticos que

varian de forma de ovoide a esférico, pudiendo medir entre 10-14 cm de ancho
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(Le6n, 2000); su color suele ser amarillo-anaranjado-café, los carpelos tienen
prominencias piramidales muy desarrolladas hasta de 2 cm de largo, la pulpa es
normalmente dura, conteniendo numerosas semillas alargadas-elipticas de color

café claro y miden de 2.5 a 3 cm de largo (Leon, 2000; IICA, 1989).

Como la mayoria de las especies vegetales del mundo, Annona purpurea recibe
una gran variedad de nombres comunes, en Colombia particularmente es llamada
‘guanabana cimarrona” (Grandtner & Chevrette, 2013), “Matimba” y “Guanacona”
(Rodriguez et al., 2016), sin embargo existen numerosos nombres para la misma
especie en diferentes paises de Meso y Suramérica entre los que se mencionan:
cabeza de muerto, chincuya, matacay, sencuya, suncuya, (Guatemala), cabeza
negro, chincua (Mexico), catiguire, catigure, manire, manirote, tiragua, tucuria,
(Venezuela), chincoyo, soncolla (Nicaragua), gallina gorda, soncoyo, toreta (Costa
Rica), sincolla, sincuya (El Salvador, Guatemala), soncoya (Costa Rica, Panama) ,
soncuya (Honduras), suprecaya (Belize) , torete (Panamd) (Grandtner &

Chevrette, 2013).
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4. MARCO TEORICO.

4.1. PRODUCTOS NATURALES.Los organismos vivos producen numerosos
compuestos a partir de su metabolismo, aquellos sintetizados a partir del
metabolismo secundario se denominan metabolitos secundarios, los cuales se
distribuyen en un rango mucho mas limitado que los metabolitos primarios y, a
diferencia de esos, son mas especificos segun el ser vivo del que se trate
(Gutiérrez & Estévez, 2009).

La importancia de los metabolitos secundarios radica en las numerosas
aplicaciones que se les puede dar, asi por ejemplo pueden ser utiles como
agentes terapéuticos, como modelos para la preparacién de sustancias bioactivas
y constituir la materia prima para la sintesis de sustancias de interés farmacolégico
y/o industrial (Gutiérrez & Estévez, 2009).

4.1.1. Plantas medicinales. Las plantas han sido un acompafiante constante en
la historia del hombre, restos arqueoldgicos y estudios histéricos demuestran que
la utilizacion de plantas con fines medicinales por parte del ser humano data de
miles de afos (Cruz, 2007), esa practica empirica basada en los resultados
obtenidos luego de seleccionar una planta frente a una dolencia determinada
inicialmente era transmitida oralmente, luego se transmitia mediante grabados,
papiros y finalmente a través de los primeros libros; la recopilacién de toda esa
informacion constituye la base de la mayor parte de la informacion actual al

respecto de la medicina tradicional (Ara, 2004).
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Hasta inicios del siglo XX, las plantas en estado natural fueron parte de la materia
médica de todos los paises (Ministerio de salud de Chile, 2009), con el transcurrir
del tiempo y el avance del ser humano, los conocimientos obtenidos con base a
drogas de origen natural han permanecido, permitiendo el desarrollo de las

drogas medicinales y consigo a la farmacognosia (Osorio, 2009).

La sistematizacion y practica adecuada de los conocimientos que una comunidad
ha adquirido en muchos afios de observacion sobre las propiedades curativas de
determinadas plantas deben contribuir a resolver parte de los problemas de salud
de las poblaciones menos favorecidas en las cuales muchas especies vegetales
medicinales aun son asequibles, permitiendo mitigar de esa manera la
imposibilidad de acceder a farmacos modernos de gran costo econdmico(Mejia&
Rengifo, 2000), pero siempre teniendo en cuenta que segun normatividad
internacional y nacional existen ciertos requisitos de calidad, seguridad y eficacia
gue deben reunir las plantas curativas Utiles en tales comunidades (Bernal, Garcia

& Quevedo, 2011).

En Colombia, el denominado grupo de plantas medicinales esta constituido por
especies silvestres, semi-silvestres, cultivadas o nativas que se usan en el pais
por sus propiedades en el tratamiento o prevencién de diversas patologias en
personas y/o animales (Bernal, Garcia & Quevedo, 2011). Del total de las plantas
existentes en nuestro territorio, aproximadamente 5 mil especies han sido
utilizadas por indigenas y campesinos para combatir un amplio espectro de

enfermedades (Ara, 2004), no obstante, sélo 2.404 de esa sumatoria de especies
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han sido documentadas como medicinales, siendo exclusivas del territorio

colombiano 214 de las mismas (Bernal, Garcia & Quevedo, 2011).

A pesar de que son numerosos los beneficios obtenidos tras el uso de plantas con
fines terapéuticos, la mayor parte de la flora de uso medicinal en Colombia no ha
sido suficientemente documentada. Este importante tesoro nacional ha sido poco
valorado por las investigaciones realizadas hasta el momento, debido a un
insuficiente desarrollo investigativo del tema en el pais y probablemente a una
subvaloracion terapéutica de estas plantas por la poblacion en general(Bernal,

Garcia & Quevedo, 2011).

Los conocimientos que se adquieren tras la practica de la medicina tradicional se
ponen al alcance de las demas personas por medio de la etnobotanica,
estableciendo bases para estudios posteriores mas concienzudos en los que se
busca determinar las propiedades quimicas de las plantas medicinales y en
muchos casos se busca también obtener por medio de sintesis quimica el o los
principios activos con actividad frente a determinadas enfermedades. Se estima
gue alrededor de un 50 % de los farmacos que en este momento estan en el
mercado son metabolitos secundarios activos o productos de estos, los cuales han
servido de inspiracion en la preparacion de nuevos medicamentos (Cortes et al.,

2014).
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4.2. ENFERMEDADES INFECCIOSAS.Se conoce como infeccion la colonizaciéon
y progresiva multiplicidad de un microorganismo en otro organismo vivo, cuando
esa interaccion causa en el huésped alteraciones organicas o sistémicas, se dice
que este ha adquirido una enfermedad infecciosa (Malangon & Alvarez, 2010). El
cuerpo humano cuenta con un sistema natural defensivo; numerosas
caracteristicas fisicas y quimicas del huésped lo protegen contra un sin nimero de
infecciones (Romero, 2007). Pese a la adaptacion del cuerpo humano para
controlar la exposicibn a agentes patdégenos, lamentablemente la respuesta
inmunitaria es por lo general tardia o lenta (Murray, Rosenthal & Pfaller, 2007).

Las enfermedades infecciosas han sido una gran carga para la sociedad en
general, muchas infecciones han cobrado un precio elevado en las vidas y el
bienestar de las personas en todo el mundo. A pesar del avance en las nuevas
tecnologias y el continuo compromiso de las empresas de investigacion
biofarmacéutica en obtener tratamientos adecuados para tratar muchas de las
enfermedades causadas por patdégenos infecciosos, las enfermedades de este tipo
siguen siendo una amenaza muy grave que probablemente nunca sera

erradicada totalmente (America’s Biopharmaceutical Research Companies, 2013).

Para reducir la carga social y econémica generada por infecciones se requiere un
enfoque integrado, que combine la promocion de salud, prevencion de
enfermedades y el tratamiento del paciente (World Health Organization WHO,
2001); se estima que son muchos los factores que influyen en la prevencion y

control de las infecciones; generalmente se relaciona el grado de susceptibilidad
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de un paciente a enfermedades de caracter infeccioso a su salud general, asi
como su estado nutricional y condiciones de vida basicas, tales como

instalaciones de vivienda, agua y saneamiento (WHO, 2001).

4.2.1. Agentes etioldégicos de las enfermedades infecciosas. Al hablar de
enfermedades infecciosas es importante tener en cuenta que estas son causadas
por numerosos agentes etioldégicos que incluyen bacterias, virus, hongos,
parasitos y priones; todos ellos poseen caracteristicas metabdlicas propias y
diferentes, lo que conlleva a que existan también diferencias en cuanto a la
sintomatologia expresada en cada paciente y el tratamiento aplicado segun la
enfermedad (De Jogna, 2005).

4.2.1.1. Bacterias. Las bacterias son microorganismos unicelulares procarioticos
rodeados por una pared celular compleja constituida en gran parte por
peptidoglucano; algunas estan rodeadas por una membrana externa (Tortora,
Funke & Case, 2007; Curtis, Schnek, & Massarini, 2008).

En cuanto a su metabolismo, estos microorganismos utilizan como fuente de
nutricion sustancias quimicas organicas que obtienen de otros organismos bien
sean vivos 0 muertos, aunque algunas bacterias producen por fotosintesis su
alimento y otras pueden alimentarse a partir de materia inorganica (Tortora, Funke

& Case, 2007; Curtis, Schnek, & Massarini, 2008).

Existen bacterias en casi todos los ambientes, a pesar de que muchas son

avirulentas, otras generan enfermedades mortales causadas por los efectos
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toxicos de los productos de su metabolismo o por la invasion a zonas comunmente

estériles (Curtis, Schnek & Massarini, 2008).

4.2.2. Infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) y resistencia
antimicrobiana.Las IAAS son aquellas infecciones adquiridas en sitios de
asistencia médica, para ser consideradas como tal, estas no deben estar
presentes o en incubacién en el paciente al momento de su ingreso al hospital o
centro asistencial del que se hable (Malangon, & Alvarez, 2010; WHO, 2001). Sin
duda alguna, estos son eventos adversos prevenibles (Saavedra, Ordofez &
Diaz, 2015), pero una vez suceden son causa importante de morbilidad y
mortalidad, asi como del aumento en costos tanto sociales como econdémicos
(WHO, 2001; Malangén, & Alvarez, 2010; Lanken, 2003; Gémez & Stodoto, 2012;
U.S. Departament Of Health And Human Services, 2013).

El tema IAAS es de sumo interés para cientificos y la industria farmacéutica en
general dadas las numerosas secuelas que causan en la sociedad. Ahora bien, al
hablar de tales infecciones se deben tener en cuenta varios subtemas, uno de los
mas interesantes y tal vez el mas preocupante son las IAAS resistentes, las cuales
surgen de manera inmediata al desarrollo y uso de los antibidticos. Tal resistencia
es determinada por la capacidad bacteriana de sobrevivir y multiplicarse bajo el
efecto de dosis adecuadas de determinados antibioticos a los que deberia

presentar susceptibilidad (Malangon, & Alvarez, 2010).

En la actualidad la aparicién de resistencia combinada de ciertos microorganismos

nosocomiales a determinados antimicrobianos ha constituido un verdadero
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problema de salud publica (Organizacion Mundial de la Salud OMS, 2004;
Malangon, & Alvarez, 2010); a pesar de que la industria farmacoldgica ha logrado
avances en el desarrollo de nuevos farmacos, la aparicion y propagacion de
agentes infecciosos resistentes ha ido en aumento de manera alarmarte en los
ultimos afios, se estima que con el paso del tiempo la resistencia bacteriana se
transformara de una resistencia selectiva a una mdltiple a agentes antibacterianos,

incluso de diferentes tipos (Malangon, & Alvarez, 2010).

En los paises desarrollados la frecuencia de las IAAS es de aproximadamente
5%-10%en un afio (Malangén & Alvarez, 2010), de igual forma, méas de 2 millones
de personas internas en sitios asistenciales en tales paises contraen infecciones
resistentes a antibioticos, 1o que genera alrededor de 23,000 muertes y pérdidas
econOmicas por sobrecostos en el sector salud (U. S Departament Of Health And
Human Services, 2013). Este tema cobra mayor relevancia en paises como el
nuestro en el que la inversion para el sector salud es limitada, por lo que en
muchas ocasiones se le debe dar mayor prioridad a unas acciones ante otras

(Malangon & Alvarez, 2010).

Independientemente de la infeccion de la que se hable, se estima que el costo de
los medicamentos utilizados para erradicarla es de alrededor del 10-15% del costo
total de la enfermedad, mientras que el costo de la estadia en general oscila entre
50-80%.Adicionalmente, se ha sefialado que los dias de extra hospitalizacion
generan gastos extras de alrededor de 35-50% en paises en via de desarrollo

como el nuestro (Malangon, & Alvarez, 2010).
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En Colombia, determinadas IAAS pueden generar un exceso en dias de estancia
en centros asistenciales de hasta 16 dias, reflejados en aumento en costos,
ademas de representar unamortalidad atribuible de 26,4% (Saavedra, Ordofiez, &

Diaz, 2015).

Se considera que el sobreuso y uso indiscriminado de antibiéticos son los factores
mas relevantes en la aparicion de la resistencia antimicrobiana a tales agentes en
todo el mundo (Malangén, & Alvarez, 2010; U. S Departament Of Health And
Human Services, 2013). Los antibidticos se encuentran entre los farmacos mas
recetados utilizados en medicina humana, sin embargo, hasta el 50% de todos los
antimicrobianos prescritos para las personas no son necesarioS 0 Nno son
plenamente eficaces para tratar la infeccion de la que se trate (U.S Departament

Of Health And Human Services, 2013).

Adicionalmente y como agravante de la condicion de salud de los pacientes
enfermos internos en centros de asistencia, la pérdida de los tratamientos
antibiéticos eficaces no solo limita la lucha contra las enfermedades infecciosas,
sino gque también genera complicaciones en pacientes con otras enfermedades
dado que muchos de los avances en los reemplazos de tratamiento médico-
articular, trasplantes de 6rganos, la terapia del cancer y el tratamiento de
enfermedades crénicas como la diabetes, el asma y la artritis reumatoide,
dependen de la capacidad inmune humana para combatir infecciones a partir de
antibiéticos comerciales hoy dia (U.S Departament Of Health And Human

Services, 2013).
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4.2.3. Microorganismos.

4.2.3.1. Staphylococcus aureus.S. aureus es una bacteria Gram-positiva,
cuyo tamafio oscila entre 0,5-1,5 um y suele estar agrupada, bien sea como
células Unicas o como racimos de uvas;en el ser humano S. aureus forma parte de
la flora bacteriana normal (Cervantes, Garcia & Salazar, 2014); pero cuando
aumenta en namero y coloniza 6rganos o partes del cuerpo en los cuales no suele
ser usual su presencia, puede diseminarse a estructuras mas profundas y al llegar
al torrente sanguineo puede propagar la infecciébn a cualquier parte del cuerpo,
ademas de producir toxinas que aumentan la gravedad del proceso (Echavarria &

Iglesias, 2003).

Segun la Infections Diseases Society of America IDSA (2006), Staphylococcus
aureus es una bacteria nosocomial con gran impacto clinico, debido
principalmente a la capacidad que presenta de adquirir resistencia a distintos tipos
de antimicrobianos (Sabater & Moreno, 2008). En el ambiente hospitalario, S.
aureus puede contaminar a pacientes que inicialmente presentaban cualquier otra
afeccion, asi como también a trabajadores del area de la salud expuestos en sus
sitios de trabajo (Cervantes, Garcia & Salazar, 2014);generando principalmente
enfermedades como neumonias, infecciones urinarias e infecciones en heridas
quirurgicas, lo que conlleva a un aumento en el tiempo de hospitalizacion y altas

tasas de mortalidad de los pacientes (Macedo & Blanco, 2006).

La resistencia de Staphylococcus aureus a diversos tipos de antibiéticos, incluso a

los que en tiempos pasados era sensible es un problema de salud a nivel mundial
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(Echavarria & Iglesias, 2003); dado que este es el microorganismo causante del
mayor nimero de IAAS en el mundo (Malangén y Alvarez, 2010), en Colombia se
estima que alrededor del 18,7% de tales infecciones son generadas por bacterias
cocaceas Gram-positivas entre las que se incluye S. aureus(Saavedra, Ordofiez &
Diaz, 2015), a nivel hospitalario este microorganismo es causante desde
infecciones simples sin complicaciones, hasta infecciones severas (Cervantes,

Garcia & Salazar, 2014).

El desarrollo de enfermedades generadas por tal bacteria, asi como la resistencia
de la misma a mdultiples antibidticos se deben en esencia a que este
microorganismo posee un Acido Desoxirribo nucleico (ADN) exégeno, movil que le
permite realizar intercambio genético horizontal con otras especies del mismo
género, e incluso de géneros distintos (Cervantes, Garcia & Salazar, 2015),
adicional a esto, algunos productos del metabolismo (citotoxinas) propios de
Staphylococcus aureus pueden generar la destruccion de leucocitos de defensa

del huésped, asi como necrosis en determinados tejidos (Lina et al., 1999).

4.2.3.2. Pseudomonas aeruginosa. P. aeruginosa es una bacteria Gram-
negativa con forma de baston fino, este microorganismo es capaz de sobrevivir en
gran cantidad de ambientes metabolizando variedad de carbohidratos,
preferentemente crece en presencia de oxigeno, aunque también puede

desarrollarse en medios anaerdébicos (Lloria, 2009).
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La IDSA(2006) incluye a Pseudomonas aeruginosa entre los agentes
nosocomiales mas patégenos, dado que es capaz de intercambiar resistencia por
medio de plasmidos con otros bacilos Gram-negativos mientras coloniza al
huésped, a lo anteriormente sefialado debemos afiadir que el tamafio del genoma
y las secuencias dentro del mismo de P. aeruginosa le permiten presentar varios
meétodos de resistencia de forma simultidnea, lo que le permite desarrollar

mecanismos de resistencia cruzada (Lloria, 2009).

Pseudomonas aeruginosa nosocomialesresponsable de enfermedades severas,
principalmente del tipo neumonia;la frecuencia de tal enfermedad se ha duplicado
en las ultimas tres décadas, sin embargo, lo mas preocupante de este panorama
es que el avance de la farmacologia no ha sido lo suficientemente grande como
para producir nuevos antimicrobianos capaces de inhibir el crecimiento de P.

aeruginosa multirresistente (Malangon & Alvarez, 2010).

En paises desarrollados, las infecciones generadas por bacilos Gram-negativos
son la octava causa de muerte, solo la bacteriemia causada por P. aeruginosa es
responsable del 48% de las muertes de pacientes internados en Unidades de
cuidados intensivos UCI (Lizaso et al., 2008). En Colombia, uno de los pocos
estudios realizados con respecto a las IAAS seflala que del total de
microorganismos causantes de dichas enfermedades, aproximadamente el 78,5%
son bacilos Gram-negativos, incluyendo entre esos a Pseudomonas aeruginosa

(Saavedra, Ordofiez & Diaz, 2015).

45



4.3. AGENTES ANTIBACTERIANOS. Los agentes antibacterianos son
sustancias con efecto antimicrobiano, utilizados ampliamente para tratar
enfermedades infecciosas, aprovechando su eficacia y la ausencia de toxicidad
para el paciente. Los antimicrobianos ejercen su accion de forma especifica sobre
determinadas estructuras o funciones celulares, realizando tal actividad a
concentraciones bajas con toxicidad practicamente nula sobre células humanas
(Ausina & Moreno, 2006).

Cuando los antimicrobianos se obtienen como productos naturales, sintetizados
por ciertos organismos vivos se denominan antibiéticos y cuando son obtenidos
por sintesis quimica a nivel de laboratorio se denominan quimioterapicos. Asi
mismo pueden ser clasificados de acuerdo con su origen, estructura quimica,
actividad, efecto antimicrobiano o mecanismo de accion, denominandose
antibacterianos aquellos que ejercen su accion sobre bacterias patdégenas (Ausina
& Moreno, 2006).

4.3.1. Vancomicina. Vancomicina es un antibiotico natural de tipo glucopéptido de
estructura compleja. Desde su descubrimiento se ha empleado fundamentalmente
para el tratamiento de infecciones causadas por gérmenes Gram positivos,
especialmente en el entorno hospitalario (Revilla, 2009).

En cuanto a su estructura, se trata de un compuesto polipeptidico (Figural) de
gran peso molecular cuya formula molecular es CgH75CloNgO24, representada
como un glicopéptido triciclico con dos unidades de B-hidroxiclorotirosina, tres

anillos de fenilglicinasustituidos y la amida del acido aspartico (N-metil-leucina);
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tres anillos aroméaticos y un disacérido formado por una molécula de glucosa y un

aminoazucar, (Revilla, 2009).

La accion del antibidtico es esencialmente inhibir la sintesis de la pared celular
bacteriana de la célula Gram (+). Estebloqueo se debe a su capacidad de union
con las terminaciones peptidicasdel mucopéptido de la pared, impidiendo a nivel
extracelular el procesode polimerizacion final del peptidoglicano.

La pared celular bacteriana esta compuesta principalmente porpeptidoglicano, la
cual es unacubierta rigida exclusiva del mundo bacteriano que da forma,
protecciény consistencia a la célula. El peptidoglicano es un biopolimero
compuesto por unidades alternativas de los monosacéaridos acido N-
acetilmuramico (M) y N-acetil glucosamina (G). A cada residuo de M va unido un
pentapéptido. Al ser vancomicina un glicopéptido actia como un analogo
estructural para la glicopéptido-sintetasa, se une fuertemente (a través depuentes
de H) a los dos residuos terminales D-alanina del pentapéptido,interfiriendo en las
reacciones de transglicosilacion y transpeptidacion, y por tanto en el ensamblaje
del peptidoglicano (Figura2).

Otro mecanismo de accion adicional de la vancomicina es contribuir a la
interaccién entre el glicopéptido y el terminal peptidicoD-Ala-D-Ala, y es la
formacion de homodimeros entre las moléculas deglicopéptido, confiriendo una
rigidez estructural que interfiereestéricamente en la prolongacion de la cadena de

peptidoglicano(Revilla, 2009).
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Figura 1: Estructura de la vancomicina
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Fuente: Revilla, 2009

Figura 2: Mecanismo de accion de la Vancomicina.
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4.3.2. Amikacina. Amikacina es un antibidtico aminoglucésido semisintético de
uso a nivel hospitalario, con un espectro antimicrobiano frente a bacterias Gram
negativas aerobias. Su estructura quimica se compone de aminoazucares unidos
por enlaces glucosidicos a un alcohol ciclicohexagonal con grupos amino (figura
3), su efecto bactericida se relaciona con su polaridad y su caracter basico

(Palomino &Pachon, 2003).

Este antibidtico perteneciente al grupo de los aminoglucosidos es un bactericida
rapido que posee alta afinidad por ciertas porciones del RNA, especialmente
MRNA de células procariotas. Su mecanismo de accion es basicamente inhibir la
sintesis proteica de los microorganismos, por su accién directa sobre los
ribosomas (30s y 50s), interfiriendo en la unidén del MRNA al ribosoma en el inicio
de la sintesis proteica. Asi mismo, son capaces de generar fallas en la lectura del
codigogenético proteico y, por lo tanto produce una sintesis proteica anormal y/o
disminuida (figura 4).

Los aminoglucésidos alteran la integridad de la membrana citoplasmatica
bacteriana, al unirse a los lipopolisacaridos y desplazar el Mg?*y el Ca ** ligados a
ellos, formando huecos en la pared celular que provocan alteraciones en el
gradiente electroquimico, lo cual conduce a un debilitamiento de la bacteria.
Mientras mayor sea el potencial eléctrico transmembrana, mayor sera el efecto

antimicrobiano de los aminoglucosidos (Palomino & Pachon, 2003).
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Figura 3. Estructura de la Amikacina.
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Figura 4: Mecanismo de accién de la Amikacina.
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4.4. CROMATOGRAFIA. La cromatografia es uno de los métodos fisicos
empleados para separar los distintos componentes de una muestra. El
fundamento de la cromatografia consiste en correr la muestra a través de una
fase estacionaria con la ayuda de una fase moévil. Dado que una muestra esta
constituida por varios componentes con caracteristicas propias y diferentes entre
uno y otro, cada componente interactuard de una manera particular tanto con la
fase estacionaria como con la fase mévil permitiendo de esa manera la separacion
de cada uno de ellos (Jativa, 2000).

4.4.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).
Técnica de separacion en la cual se utiliza como fase movil un gas portador inerte
gue eluye los componentes de una mezcla a través de una columna que contiene
una fase estacionaria inmovilizada. En este tipo de cromatografia no existe

interaccion entre la fase movil y el analito (Skoog, West & Holler, 1997).
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5. DISENO METODOLOGICO.

5.1. ZONA DE ESTUDIO. El material vegetal fue colectado en el corregimiento
de Chochd, area rural del municipio de Sincelejo ubicado a 9°24'79.01"N
75°34'19.22"W (Google maps, 2015).

5.2. COLECTA Y CLASIFICACION DEL MATERIAL VEGETAL. La corteza del
tallo de Annona purpurea fue colectada durante salidas de campo realizadas a las
zonas en las que se encuentran varios arboles correspondientes a la especie en
el corregimiento de Choch6- Sucre. Tres especimenes de la planta en buen
estado y completos fueron preparados y posteriormente enviados al Herbario
Dugand Gnecco de la facultad de ciencias basicas de la Universidad del Atlantico
donde realizaron la verificacion de la clasificacion taxonomica de la especie
vegetal.

5.3. OBTENCION Y FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO TOTAL EN
ETANOL DE CORTEZA DE TALLO DE Annona purpurea.

5.3.1. Obtencién del Extracto. 200 gramos (g) de corteza de tallo de Annona
purpurea retenida en un tamiz maya numero 60 fueron macerados con etanol al
95% durante ocho dias y posterior percolacion. Este percolado fue concentrado a
presion reducida en un rotaevaporador.

Paralelamente 44 g de polvo de corteza seca de tallo de Annona purpurea
retenida en un tamiz maya namero 100 se sometieron a extraccion por soxhlet con

metanol, obteniéndose un extracto el cual fue concentrado a presion reducida.
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5.3.2. Fraccionamiento del extracto total en etanol. A partir de 8 g del extracto
total en etanol seco de la corteza del tallo de Annona purpurea se realizo
fraccionamiento solido-liquido con los solventes éter de petroleo, cloroformo, éter
etilico, acetona y etanol con la finalidad de obtener las respectivas fracciones que
posteriormente fueron utilizadas en los bioensayos y en el andlisis de la
composicion quimica de la corteza de tallo de Annona purpurea.

5.4. DETERMINACION DE METABOLITOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS
5.4.1. Histoquimica del peciolo de la hoja de Annona purpurea. Mediante
pruebas histoquimicas especificas descritas en el manual de practicas de
metabolitos secundarios del laboratorio de productos naturales de la Universidad
de Sucre se realiz6 la determinacion de algunos metabolitos primarios y
secundarios presentes en Annona purpurea. Para cada prueba se utilizaron
reactivos quimicos especificos para cada metabolito. En cada caso los reactivos
fueron puestos en contacto directo con los cortes histologicos realizados a mano
alzada del peciolo de la hoja de A. purpurea. A continuacion se describe la
metodologia empleada segun el tipo de metabolito a identificar.

5.4.1.1. Determinacion de alcaloides. Las pruebas para alcaloides se
realizaron utilizando los reactivos Dimetil-Amino-Benzaldehido(DMB), Dragendorf
y Wagner. En el primer caso una gota de reactivo DMBse adicion6 sobre el corte
histologico y se observo al microscopio. En la prueba con el reactivo de
Dragendorf, una gota de este se depositd sobre el corte histoldgico, se lavo y se
realizd observacion al microscopio. Finalmente se realizé la prueba con el reactivo

de Wagner, en este caso, una gota del reactivo se agreg6 al corte histologico y se
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dej6 por un periodo de 20 minutos, posteriormente se lavé y se observo al
microscopio.

5.4.1.2. Determinacién de almidén. Para determinar la presencia de almidén en
la hoja de Annona purpurea el corte histolégico fue inmerso en lugol por 5 minutos
y finalmente se realizaron observaciones al microscopio.

5.4.1.3. Determinacion de oxalato de calcio. La Presencia de oxalato de calcio
en el corte del peciolo de la hoja de Annona purpurea se determiné utilizando una
gota de solucién saturada de acetato cuprico la cual se adicion6 directamente
sobre el corte y se observé al microscopio.

5.4.1.4. Determinacién de celulosay hemicelulosa. 1 gota de azul de toluidina
fue adicionada al corte histolégico de A. purpurea, se lavo y se observo al
microscopio.

5.4.1.5. Determinacién de lignina. La determinacion de la presencia de lignina
en A. purpurea se llevo a cabo adicionando una gota de fluroglucina(1%en etanol
al 90%) mas una gota de HCL (37 %) sobre el corte. Posteriormente se lavd y se
observo al microscopio.

5.4.1.6. Determinacién de lipidos. 1 gota de sudan Il se agregd sobre el corte

de Annona purpurea, seguidamente se observé al microscopio.

5.4.2. Metabolitos primarios-muestra en polvo. La determinacion de los
metabolitos primarios se realiz6 basada en el manual de procedimientos de
productos naturales de la Universidad de Sucre, tal como se describe a

continuacion:
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5.4.2.1. Observacion de almiddon. Aproximadamente 3 miligramos (mg) de la
droga en polvo se colocaron sobre un portaobjetos, posteriormente se adicionaron
2 gotas de solucion de lugol diluida en agua (1:5)y se observo al microscopio en

los lentes 10x y 40x.

5.4.2.2. Deteccion de celulosa. 2 mg de la muestra en polvo fueron adicionados
sobre un portaobjetos. Luego se vertido 1 6 2 gotas de solucién de cloruro de zinc
yodado, dejandose en reposo por 2 minutos e inmediatamente se afiadié 1 gota
de yodo (0.1 mol/L), al cabo de 1 minuto en reposo se removio el exceso
dereactivo con papel filtro y se agregd 1 gota de acido sulftrico (H,SO,4) 60% y se

realizaron observaciones al microscopio.

5.4.2.3. Deteccion de granos de aleurona: Sobre 2 mg de la droga en polvo
afiadido sobre un portaobjetos se vertieron 2 gotas de solucién de yodo/etanol y

realizé observacion al microscopio.

5.4.2.4 Determinacionde lipidos y aceites esenciales. Sobre 2 mg de la
muestra en polvo en un portaobjetos se vertieron 2 gotas de solucion de sudan Il
y se dejo actuar durante 3 minutos. Se realizé un lavado con etanol 70 % y se

observo al microscopio.

5.4.3. Screening fitoquimico de la corteza del tallo de Annona purpurea. 1 g
del extracto total en etanol seco de corteza del tallo de Annona purpurea se diluyo
en etanol para realizar la identificacion cualitativa de metabolitos primarios y

secundarios presentes en esta parte de la planta segun la metodologia establecida
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en el manual de practicas de metabolitos secundarios del laboratorio de productos

naturales de la Universidad de Sucre.

5.4.3.1. Prueba para flavonoides. 0.5 mililitros (mL) de extracto en etanol de
corteza de Annona purpurea fueron depositados en un tubo de ensayo limpio,
seguidamente se adicionaron limaduras de magnesio y por ultimo se agrego

cuidadosamente por las paredes del tubo varias gotas de HCI 37 %.

5.4.3.2. Prueba para compuestos fendlicos. 1 mL de extracto en etanol de
corteza de Annona purpurea fue adicionado en un tubo de ensayo limpio,

posteriormente se adicion6 2 gotas de tricloruro férrico (FeCl3)1%.

5.4.3.3. Prueba para taninos. 1 mL de extracto en etanol de Annona purpurea fue
depositado en un tubo de ensayo limpio. Inmediatamente se adicion6 1 mL de

solucion gelatina-sal 2% y FeCls.

5.4.3.4. Prueba para triterpenoides y/o esteroles. (Ensayo de Lieberman
Burchard) 0.5 mL de la fraccién en cloroformo del extracto de corteza de Annona
purpurea se depositaron en un tubo de ensayo limpio, se agregé en el tubo 0.5
mL de anhidrido acético mas una gota de H,SO, concentrado por las paredes del

tubo.

5.4.3.5. Prueba para saponinas. 1 mL del extracto en etanol de corteza de
Annona purpurea se depositaron en un vial, esa muestra se sometié a agitacion

manual acelerada durante 30 segundos.
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5.4.3.6. Prueba para cardioténicos y lactonas a, B insaturadas. 1mL de filtrado
organico, fue depositado en un vial, adicionandose posteriormente 0.5 mL de
reactivo de Kedde (cantidades iguales de la soluciones acido 3,5 dinitrobenzoicos

al 2% el metanol y una solucién de hidréxido de potasio KOH al 5,7% en agua)

5.4.3.7. Prueba para cumarinas. 1 mL de filtrado organico fue depositado en un
vial pequefio. Luego se adicionaron 0.5 mL de reactivo de baljet (solucion de
acidocuprico al 1% en etanol y una solucién al 10% de hidroxido de sodio NaOH),

y se realiz6 observacion directa.

5.4.3.8. Prueba para alcaloides. En 6 viales se adicionaron 0.5 mL solucion acida
de extracto acuoso de corteza de Annona purpurea, a cada uno de ellos se le
adicionaron 3 gotas de los reactivos DMB, Erlych, Hager, Wagner, Meyer y

Dragendorff.

5.5. ENSAYOS BIOLOGICOS.

5.5.1. Prueba de toxicidad. Para determinar la toxicidad del extracto total en
etanol de corteza de tallo de Annona purpurea se realiz6 el ensayo con el
organismo modelo Artemia salina segun algunas modificaciones del protocolo de
toxicidad del manual de bioensayos del laboratorio de productos naturales de la
Universidad de Sucre. Sobre el pequefio crustaceo se evaluaron las
concentraciones 0.5, 1, 5y 10 partes por millon (ppm) obtenidas por diluciones de
una solucién madre del extracto a 10000 ppm preparada a partir de 30 mg de

extracto total diluidos en 0.75 mL de Dimetilsulfoxido (DMSO) y 2.25 mL de agua

57



destilada. Los resultados obtenidos con cada una de las concentraciones fueron

comparados con viales control en los cuales no se adiciono extracto.

Cada concentracion se evalué por triplicado, depositandose 10 nauplios en buen
estado en cada vial. El efecto toxico del extracto total en etanol se observo
transcurridas 24 horas a partir del momento en el que se adicionaron en los viales
las distintas concentraciones del mismo. La concentracion letal media (CL50) del
extracto permitié determinar el rango de toxicidad del mismo basados en la tabla
propuesta por programa lberoamericano de ciencia y tecnologia para el desarrollo

(CYTED).

5.5.2. Cepas bacterianas y preparacion del inoculo. Los microorganismos
evaluados fueron donados por el cepario del area de microbiologia de la Pontificia
Universidad Javeriana (PUJ).Para el ensayo de la actividad antibacteriana de las
fracciones del extracto de corteza del tallo de Annona purpurea se utilizaron
cepas bacterianas silvestres de Pseudomonas aeruginosa CMPUJ0O65 Y
Staphyllococcus aureus CMPUJ320 aisladas del Hospital Universitario San Ignacio
(HUSI). Los resultados obtenidos con los microorganismos aislados fueron
comparados con los obtenidos con los microorganismos certificados
Pseudomonas aeruginosa ATCC9721-CMPUJ360 y Staphylococcus aureus
ATCC25923-CMPUJ057. Para la preparacion de los inéculos se tomaron de una
placa cultivada con crecimiento activo dos colonias de las bacterias
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa tanto certificadas como

aislados clinicos. Estas se inocularon en 5 mL de solucion salina estéril, ajustando

58



el inoculo a una turbidez equivalente a 0,5 de la escala de Mac-farland equivalente
a 1.5x 10® unidades formadoras de coloniasUFC/ mL (Ramirez & Marin, 2009):
posteriormente se incubaron los indculos a una temperatura de 37 °C durante 8

horas.

5.5.3. Medio de cultivo y siembra de los microorganismos. El medio de cultivo
de elecciéon fue agar Mueller-Hinton, elegido por ser uno de los mas utilizados
para realizar pruebas de actividad antibacteriana de extractos vegetales debido a
que sus componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas bacterianas y
mayor difusién de las muestras (Ramirez & Marin, 2009). La cantidad necesaria
de medio fue 20 mL por caja de Petri, el cual se prepard bajo la relacibn 34 g
medio de cultivo/IL de agua estéril siguiendo las indicaciones del envase,
prepardndose en dos erlenmeyer distintos en los que se adicionaron por dilucion
directa los in6culos en los que fueron suspendidas previamente las bacterias
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa a una proporcién 50
microlitros (uL) inoculo/20mL medio. El siguiente paso fue verter el medio a las
distintas cajas de Petri, luego de un periodo de 30 minutos el agar Mueller Hinton
se encontraba totalmente solidificado y listo para realizar las perforaciones en las

gue fueron adicionadas posteriormente las diferentes fracciones del extracto.

5.5.4. Pruebas de sensibilidad bacteriana. Método de difusion en
pozos.Mediante algunas modificaciones al método de evaluacion de
antimicrobianos por pozos de agar, el cual ha sido estandarizado (Rojas, Garcia &

Lépez, 2005; Méarquez et al., 2005) se realizaron las distintas pruebas de
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sensibilidad bacteriana frente a las fracciones evaluadas. Este método se basa en
la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una cepa
bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento del microorganismo en la
superficie del agar alrededor del pozo en el cual se sembré previamente la

muestra (Ramirez & Marin, 2009).

El bioensayo consistio en determinar la sensibilidad de los microorganismos
Staphylococcus aureus ATCC25923 y CMPUJ320asi comoPseudomonas
aeruginosa ATCC9721 y CMPUJO065 a las fracciones y extractos de la corteza del

tallo de Anona purpurea.

Cada fraccion se evaluo por triplicado frente a cada microorganismo, realizandose
en cada caja de Petri una perforacién de 8 mm de diametro con un perforador
estéril, el fondo de cada perforacion fue sellado con 20 uL del mismo medio y en
cada pozo se adicionaron 50 pL de solucién madre de cada una de las fracciones
a una concentracion de 2.5x10°microgramos(lg).Transcurridas 24 horas se
realizaron observaciones, las fracciones que mostraron inhibicion para cada
bacteria fueron las utilizadas para el ensayo de concentracion minima inhibitoria y
actividad antibacteriana comparadas con controles positivos. (Marquez, et al.,

2005).

5.5.5. Tamizaje de antimicrobianos y controles. Por medio del método de
difusién por disco o método de Kirby-Bauer (Rojas, Garcia & Lopez, 2005) se

evalu6 la efectividad de 6 antimicrobianos diferentes frente a las bacterias
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Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa certificadas y aislados clinicos

cultivados por dilucién directa en agar Mueller-Hinton.

Una vez se solidificaron los 20 mL de medio vertidos en cada caja de Petri y en los
cuales se encontraban cultivadas las bacterias se procedi6 a distribuir
equidistantemente los sensidiscos de los antibiéticos comerciales cefotaxime
(CTX= 30ug), vankomicina (VA=30ug), ceftazidime (CAZ=30ug), gentamicina

(GE=10 pug), cefazolin (CZ=30 pug) y amikacina (AK=30 pug).

Las pruebas se realizaron por triplicado frente a cada una de las 4 bacterias;
posteriormente se incubaron las cajas a 37°C por 24 horas, realizando las
mediciones finales de los halos de inhibicion transcurridas 24 horas (Picazo,
2000). Los antimicrobianos que mantuvieron los halos de inhibicion durante las
24 horas de exposicion frente a las bacterias, fueron los utilizados como control
positivo en la prueba de actividad antibacteriana de extractos de corteza de
Annona purpurea a una concentracion de 2x10? ug/mL. Como control negativo se
utilizéDimetilsulfoxido (DMSO) por ser el vehiculo en el que se solubilizé con

mayor facilidad cada fraccion.

5.5.6.Determinacién de la concentracién Minima Inhibitoria (CMI). Mediante el
método de perforacion en agar (Ramirez & Marin, 2009; Rojas, Garcia & Lépez,
2005) se realizé la prueba de concentracion minima inhibitoria (CMI) de aquellas
fracciones a las cuales mostraron sensibilidad las bacterias Staphylococcus

aureus y Pseudomonas aeruginosa.
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A partir de 1mL de las soluciones madre de cada fraccion (5x 10* pg/mL) se
realizaron diluciones seriadas en agua destilada estéril, obteniéndose fracciones a
las concentraciones de 1x10% 2 x10° 4 x10% 8 x 10* y 16 x10  pg/mL. Los
controles positivos (amikacina y vancomicina) fueron evaluados a las
concentraciones de 1x10° 2x107, 4x10%, 0.8x 10, 16x10™ pg/mL, mientras que el

control negativo se evalud a una concentracion estandar.

Una vez se depositaron en los pozos las diferentes concentraciones de las
fracciones a evaluar frente a cada microorganismo se incubaron las cajas a 37°C
por 24 horas, efectudndose lecturas y mediciones de los halos de inhibicion
alrededor de los pozos transcurridas 18 y 24 horas con la finalidad de determinar
si las fracciones y extractos analizados tienen efecto bactericida o bacteriostético
sobre cada microorganismo. El resultado final observado a las 24 horas permitié

establecer la CMI de cada tratamiento empleado.

5.5.7. Potencia antibacteriana.En agar Muller-Hinton estéril se cultivaron las
bacterias a ensayar Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa
certificadas y de ambiente hospitalario utilizando 50 pL del inoculo bacteriano por
cada 20mL de medio, posteriormente se sirvieron las cajas de Petri y estas se
dejaron en reposo durante un periodo de 30 minutos, luego realizaron pozos de 8
mm de diametro en el agar solidificado con la ayuda de un perforador estéril; el
fondo de cada pozo fue sellado con 20 pL del mismo agar y en cada uno de ellos
se depositaran 50 uL de las concentraciones 1x10*, 3x10* y 5x10* pg/mL de las

fracciones obtenidas a partir del extracto total de Annona purpurea y a las cuales
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mostré sensibilidad cada microorganismo, asi mismo se evaluaron los controles
positivos y negativo, segun la metodologia propuesta por Marquez et al., (2005).
Los ensayos se realizaron por triplicado y la evaluacion de la eficiencia
antibacteriana de las fracciones y extractos se realizé a las 24 horas de haber
dejado en incubacién las cajas de Petri con los microorganismos en contacto con
las fracciones. Por medio de mediciones en milimetros de didmetro de los halos
de inhibicion creados alrededor de los pozos en los que se depositaron las
distintas concentraciones de cada fraccion se determind el efecto antibacteriano
de las mismas; los resultados obtenidos se compararon con los respectivos
controles positivos y se determiné el grado de efectividad de las fracciones frente
a cada microorganismo asi:

% Efecto de Inhibicion= Diametro del halo de inhibicién del extracto X 100
Didmetro del halo de inhibicion del control positivo

5.6. ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en el ensayo de la actividad
antibacteriana de fracciones del extracto total de corteza de tallo de Annona
purpurea se realizé aplicando tres repeticiones por prueba. Las mediciones
obtenidas se analizaron estadisticamente aplicando Annova para determinar si
existio diferencia significativa entre los tratamientos empleados en cada prueba,
asi mismo se elabor6 un analisis de comparacion multiple de Tukey para estimar
entre los promedios de las concentraciones evaluadas cuales tuvieron tales

diferencias.
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5.7. CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A MASAS (GC-MS). Las
fracciones que mostraron inhibicion del crecimiento bacteriano frente a las cepas
certificadas y aislados clinicos de Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa fueron analizadas por GC-MS; tales fracciones fueron rediluidas en
etanol; posteriormente se introdujeron en un bafio ultrasonido por 20 minutos, para
luego ser centrifugadas durante 15 minutos a 10000 revoluciones por minutos
(rpm) en bafo refrigerante a -4 °C, con el objetivo de limpiar las muestras. El
sobrenadante obtenido se filtr6 en acrédiscos PVDF 0,22 um y finalmente fueron
analizadas en un cromatdgrafo de gases acoplado a masas (GC-MS) marca
Agilent Technologies 6890N con columna capilar DB-5MS de 60 m x 0.25 mm x
0.25 pm, usando Helio (99.999 %) como gas de arrastre, con un flujo constante de
1.0 mL/min, volumen de inyeccién de 2 pL, inyector Split ratio de 30.1:1,
temperatura inicial de 250 °C, maxima de 325 °C y un detector MSD. EIl equipo
arrojo espectros que fueron comparados con las bases de datos NIST 05, Wiley 7,
Adams y por el andlisis de cada patron de fragmentacion con los datos disponibles
en la literatura se elucidaron las estructuras quimicas de algunos de los

componentes de las muestras analizadas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. COLECTAY CLASIFICACION DEL MATERIAL VEGETAL.

El material vegetal de estudio enviado a verificacion de su clasificacion taxonémica
al herbario Armando Dugand Gnecco de la universidad del Atlantico (Barranquilla-
Colombia) corresponde a la especie Annona purpurea segun el curador PhD

Hermes Cuadros Villalobos taxébnomo sistematico. Imagenes 3 Y 4.

Imagen 3.Annona purpurea juvenil Imagen 4.Annona purpurea adulto

Fuente: Los autores

La clasificacion taxondmica de la familia a la cual pertenece la especie vegetal en

estudio es la siguiente:
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Reino: Plantae; subreino: Tracheobionta; divisibn: Magnoliophytea; clase:
Magnoliopsida; subclase: Magnoliidae; orden: Magnoliales; familia: Annonaceae

(Sinarefi, 2017).

6.2. OBTENCION Y FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO TOTAL

ETANOLICO DE CORTEZA DE TALLO DE Annona purpurea.

6.2.1. Obtencion del extracto total etandlico. Posterior a la percolacion en
etanol de la corteza del tallo de Annona purpurea se obtuvieron 820 mL extracto
total, el cual fue codificado como E5. El peso seco de tal extracto obtenido fue de

115.22 gramos.

6.2.2.Fraccionamiento del extracto total en etanol. A partir de 8 gramos del
extracto total (E5) seco se obtuvieron por fraccionamiento solido-liquido la
fraccion en etanol codificada como E1 y la fraccion en acetona codificada como
E4. Paralelamente se obtuvo por soxhlet el extracto en metanol codificado como

E6.
6.3. DETERMINACION DE METABOLITOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS.

Las pruebas histoquimicas al peciolo de la hoja, asi como la determinacion de
metabolitos primarios a la muestra en polvo y el screening fitoquimico de la
corteza del tallo de Annona purpureasefialan que tal especie posee metabolitos
producto de su metabolismo primario como almidén, lipidos, lignina y celulosa,
esenciales para sus procesos vitales; de igual forma presenta metabolitos

secundarios como lo son: alcaloides, leucoantocianidinas, compuestos fendlicos,
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triterpenos, esteroles y cumarinas (tabla 1), lo que corrobora y complementa las
investigaciones llevadas a cabo por Yusha'u y colaboradores (2011) y Jansi y
colaboradores (2013) en las cuales han sido reportadas para el género Annona
metabolitos secundarios de tipo alcaloides, flavonoides, esteroides, taninos

terpenoides y cumarinas.

Tabla 1. Screening fitoquimico realizado al extracto en etanol de corteza de tallo

de Annona purpurea.

Metabolitos Color Resultado
Leucoantocianidinas Marrén +
Compuestos fendlicos Negro +
Taninos Turbidez +
Triterpenoides/ esteroles Verde +
Alcaloides precipitad +
Saponinas translucido +
Cumarinas Rojiza +

+: Presencia del metabolito en el extracto

6.3.1. Determinacion de alcaloides. Las pruebas histoquimicas realizadas
permiten aseverar que peciolo de la hoja de Annona purpurea posee metabolitos
secundarios de tipo alcaloide lo que fue posible evidenciar por las coloraciones
rosado intenso, café y verde observadas al adicionar sobre los cortes los reactivos
DMB, Dragendorff y Wagner. Dado que los alcaloides son sustancias basicas que
contienen nitrégeno en un anillo heterociclico, las técnicas de reconocimiento de
estos se basan en la capacidad que tienen de combinarse con el yodo y métales

pesados de los reactivos empleados formando complejos coloreados en el
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parénquima del corte vegetal (imagen 5). La presencia de este tipo de metabolitos
también se evidencid mediante el screening llevado a cabo al extracto de la
corteza del tallo de la planta, en donde dichos compuestos se encuentranen
estado de sal (extractos acidos) y se combinan con el yodo y metales pesados
como bismuto, mercurio, tugsteno presentes en las soluciones de yodo-yoduro de
potasio (Reactivo de Wagner), mercurio tetrayoduro de potasio (reactivo de
Mayer), tetrayodo bismuto de potasio (reactivo de Dragendorff), solucion de acido
picrico (reactivo de Hager), p-dimetil-amino-benzaldehido (reactivo de Ehrlich)

generandocambios de coloracion y precipitados (Arango, 2008).

Determinar la presencia de alcaloides en el peciolo de la hoja y en la corteza del
tallo de Annona purpurea permiten ratificar que estos metabolitos son los mas
caracteristicos de la familia ademas de ser los mas abundantes, asi como lo

proponen Leboeuf et al., 1982 y Cortes et al., 2014.

Imagen 5.Determinacion de alcaloides en el peciolo de la hoja de A. purpurea por

métodos histoquimicos con los reactivos: a. Dragendorfb. DMB y c. Wagner.

Fuente: Los autores
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6.3.2. Determinacion de almidén. La presencia de almidénen el peciolo de la
hoja y en la corteza de Annona purpureapulverizada fue posible evidenciarse
debido a que la mezcla de yodo y yoduro del lugol provocan hidrdlisis en las
moléculas de almidon, el cual libera dextrinas que absorben el yodo y adquieren

color azul intenso (Martin, Martin& Pinto2012). Imagen 6.

Imagen 6. Determinacién de almidon en a. el peciolo de la hoja por métodos

histoquimicos y b. muestra seca y pulverizada de corteza de tallo de A. purpurea.
a. b.
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Fuente: Los autores
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Imagen 7. Determinacion de a. celulosa objetivo 40x, y b.oxalato de calcioen el

peciolo de la hoja deA. purpurea por métodos histoquimicos.

Fuente: Los autores
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6.3.4. Determinacion de lipidos.La coloracién rojiza observada en el extracto y
en la muestra pulverizada de corteza de tallo de Annona purpurea al adicionarles
sudan Il reveld la presencia de lipidos para esa parte de la plata. Este reactivo es
soluble en grasa por lo que produce una transferencia de color por disolucion de la

sustancia en el lipido (Megias, Molist & pombal, 2016) Imagen 8b.

Imagen 9. Determinacién de a.lignina en el peciolo de la hoja por métodos
histoquimicos y b. lipidos en muestra seca y pulverizada de corteza de tallo de A.

purpurea.

Lignina
a - g b

Fuente: los autores

6.3.5. Determinacion de taninos. Segun el Screening fitoquimico, Annona
purpurea posee taninos. Quimicamente estosson polimeros de polifenoles con 1 a
2% de hidréxidos fendlicos libres, estos compuestos precipitan en presencia de
cloruro férrico. Esta respuesta se debe al ataque producido por el lon cloruro al
hidrogeno del grupo hidroxilo provocando una ruptura de enlace y la unién del

grupo fendxido al hierro (formacion de complejo) (Coy et al., 2014).
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De igual forma, el test realizado con gelatina-sal sefialé la presencia del
metabolitos en la planta lo que se fundamenta por la capacidad que tienen estos

de unirse a proteinas y precipitarlas (Carbajal et al., 2009).

6.3.6. Determinacién de compuestos fendélicos.Estos compuestos, presentes en
la corteza del tallo de Annona purpureaprecipitan en presencia de cloruro férrico.
Esta respuesta se debe al ataque producido por el lon cloruro al hidrégeno del
grupo hidroxilo provocando una ruptura de enlace y la union del grupo fenéxido al

hierro, lo que produce la formacion del complejo (Coy et al., 2014).

6.3.7. Prueba para triterpenoides y/o esteroles. La coloracion verdosa
observada en el extracto de corteza del tallo de Annona purpureaante el reactivo
empleado fue indicio de que este tipo de metabolitos son un constituyente basico
de dicha parte de la plata. Estos compuestos tienen en comdn que se pueden
considerar formados por la unibn de un ndamero entero de unidades
pentacarbonadas ramificadas derivadas del isopreno, estan clasificados como

lipidos insaponificables (Coy et al., 2014).

6.3.8. Determinacién de saponinas. Las saponinas son un grupo de glucdésidos
solubles en agua que tiene la propiedad de disminuir la tensién superficial de la
misma, por lo que form6é espuma abundante al ser agitada en el test
realizado(Carbajal et al., 2009).

6.3.9. Determinacion de cumarinas. Las cumarinas presentes en la corteza de

tallo de Annona purpurea hacen parte del grupo de los compuestos fendlicos, su
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estructura se caracteriza por la presencia de 1-benzopiran-2-ona, lo que le
confiere la fluorescencia observada bajo la luz ultravioleta a 365 nm (Martinez et

al.2008).

6.3.10. Determinacion de celulosa y hemicelulosa:El azul de toluidina es un
colorante metacromatico que reacciona con la celulosa presente en la pared y es
altamente afin con los polisacéridos presentes en la misma; esto genera una gama
de tonalidades en el tejido que depende de la cantidad de celulosa y polisacaridos
presentes en cada tipo de corte (Pérez, vera& Sanchez, 2015).

6.3.11. Determinacion de Lignina: la prueba de floruglucina y acido clorhidrico se
utiliza para demostrar la presencia de lignina esta es una molécula orgénica
compleja que cementa las fibras de celulosa en las paredes celulares,
endureciendo y aumentando su resistencia. Este test provoca que el corte vire a
color rosado ya que este se une a cada una de las capa de celulosa que la

conforman (Pérez, vera& Sanchez, 2015).

6.4. ENSAYOS BIOLOGICOS.

6.4.1. Prueba de toxicidad. Al realizar la evaluacion de la toxicidad del extracto
total etandlico de la corteza del tallo de Annona purpurea sobre el organismo
modelo Artemia salina, se obtuvo que tal extracto presentd una concentracion
letal media (CL50) de 5.282, la cual se encuentra en el rango entre 1-10 pg/mL;

categorizado por el CYTED como extremadamente toxico. Anexo A.
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6.4.2. Pruebas de sensibilidad bacteriana. Segun el andlisis estadistico
realizado a los datos obtenidos en la determinacién de la sensibilidad del
microorganismo Staphylococcus aureus cepa de referencia y S. aureus

nosocomial a las fracciones evaluadas, la bacteria fue sensible a E1 y E4. Tabla 2.

En cuanto a la bacteria Pseudomonas aeruginosa, las cepas certificadas y
nosocomial presentaron sensibilidad alos extractos E5 y E6, asi como a la

fracciones E1. Tabla 2.

Tabla 2. Prueba de susceptibilidad de los microorganismos frente a los extractos

E5, E1, E4y EG6.
Extracto
Cepa bacteriana E5 | E1 | E4 | E6 | Control -
S. aureus ATCC25923 - + + - -
S. aureus CMPUJ320 - + + - -
P. aeruginosa ATCC9721 + + - + -
P. aeruginosa CMPUJO065 + + - + -

E5: Extracto total en etanol; E1: fraccion en etanol; E4: fraccion en cloroformo; E6:

extracto en metanol; +: con actividad inhibitoria; -: sin actividad inhibitoria.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo revalidan que la especie Annona
purpurea posee metabolitos secundarios con potencial efecto inhibitorio del

crecimiento bacteriano tal como lo proponen Luna y Gonzélez (2008).
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6.4.3. Tamizaje de antimicrobianos y Controles. Los resultadosde la prueba de
efectividad de antibacterianos sefialan que el microorganismo aislado de ambiente
clinico Staphylococcus aureus CMPUJ320 es sensible a cinco de los seis
antibioticos evaluados (CTX, CAZ, VA, AK y GE) resistente a uno de los mismos
(C2). En el caso del microorganismo certificado, Staphylococcus aureus
ATCC25923, fue sensible a todos los antimicrobianos. Los resultados de la
evaluacion de la actividad de los distintos antibidticos sobre las cepas de S.

aureus aislada y certificadatranscurridas 24 horas se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Tamizaje de antimicrobianos frente a los microorganismos.

SENSIDISCOS DE ANTIBIOTICOS

CEPA BACTERIANA — T
Diametro de inhibicién (mm)

Cz CTX CAZ VA AK GE

S. aureus ATCC25923 42.3 35.3 26.6 240 | 26.0 | 25.3
S. aureus CMPUJ320 - 24.3 23.0 20.0 | 19.0 | 19.0
P. aeruginosa ATCC9721 12.3 16.2 - - 31.0 -

P. aeruginosa CMPUJ065 454 36.7 27.3 21.1 | 26.7 | 234

CZ: cefazolin; CTX: cefotaxime; CAZ: ceftazidime; VA: vancomicina; AK:

amikacina; GE: gentamicina; -: sin actividad inhibitoria.

Por otra parte, la prueba arroj6 paraelmicroorganismo nosocomial Pseudomonas
aeruginosa CMPUJ065 sensibilidad ante los seis antibioticos evaluados, asi
mismo se observd que el microorganismo certificado P. aeruginosa ATCC9721
fue resistente a los antibacterianos CAZ, VA y GE y sensible a CZ, CTX y AK, tal

como lo muestra la tabla 3.
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Los resultados obtenidos en la determinacion de la sensibilidad de los
microorganismos aislados y certificados ante los seis antibiéticos evaluados fueron
comparados Yy, basados en el tamafio de los halos de inhibicion, asi como su
constancia transcurridas 24 horas, ademas de ser los antimicrobianos de eleccién
ante infecciones generadas por tales bacterias (Revilla, 2009; Palomino &Pachon,
2000) se escogieron como controles positivos vancomicina (VA) y amikacina (AK)
frente alas cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa

respectivamente.

6.4.4. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los

extractos y controles frente a los microorganismos.

6.4.4.1. Determinaciéon de la CMI de E1l, E4 y vancomicina frente a
Staphylococcus aureus. Los resultados del analisis de concentraciones minimas
inhibitorias de las fracciones E1 y E4 frente a las cepas nosocomial y certificada
de Staphylococcus aureus indican que la fraccion E1 tuvo una CMI de
1x10*ug/mL, mientras que la fraccién E4 mostré una CMI de 2 x10° pg/mL, tabla
4; asi mismo se establecié que la CMI del control positivo fue 0.8x 10* pg/mL.

Tabla 5, anexo B.
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Tabla 4. Determinacion de la CMI de los extractos de corteza de Annona purpurea

sobre Staphylococcus aureus.

Bacterias S. aureus CMPUJ320 S. aureus ATCC25923
Extracto pg/mL El E4 El E4
Diametro halo inhibicién (mm)
1x10%ug/mL 12.9 14.2 13.0 14.2
2 x10° ug/mL - 9.8 - 11.0

4 x10° pg/mL - - - -

8 x 10" pg/mL - - - -

1.6 x10 * pug/mL - - - -
E1: fraccion en etanol, E4: fraccion en acetona; -: sin actividad inhibitoria; pg/mL:

microgramos/mililitros.

Tabla 5. Determinacién de la CMI de vancomicina sobre Staphylococcus aureus.

Bacterias S. aureus S. aureus
CMPUJ320 ATCC25923
Control (+) pg/mL Vancomicina
Diametro halo de inhibicién (mm)

1x10°pg/mL 27.5 28.3

2x10% ug/mL 23.5 23.6

4x10" pg/mL 19.1 18.8
0.8x 10" pg/mL 14.7 14.7
16x10™" pg/mL - -

-: sin actividad inhibitoria; pg/mL: microgramos/mililitros.
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6.4.4.2. Determinacion de la CMI de E1, E5, E6 y control positivo frente a
Pseudomonas aeruginosa.El andlisis de los resultados de las CMI de los
extractos E5 y E6 y la fraccion E1 evaluadas frente a Pseudomonas aeruginosa
sefialanque frente a la cepa aislada de este microorganismo la CMI de los tres
tratamientos fue 1x10* ug/mL, en la cepa certificada la CMI de los tratamientos
fue 2x10° pg/mL. Tabla 6. El control positivo de eleccién frente  P. aeruginosa
mostré una CMI de 8 pg/mL sobre el microorganismo de certificado y 1x10°ug/mL
frente al germen aislado. Tabla 7, anexo B.

Tabla 6. Determinacion de la CMI de los extractos de corteza de Annona purpurea

sobre Pseudomonas aeruginosa.

Bacterias P. aeruginosa P. aeruginosa
CMPUJ320 ATCC9721
Extractomg/mL | E1 | E5 | E6 El | E5 E6
Diametro halo inhibicién (mm)
1x10%pg/mL 9.6 [8.9 8.6 12.1 | 14.6 17.1
2 x10° pg/mL - - - 11.2 | 11.9 11.5
4 x10° pg/mL - - - - - -
8 x 10" pg/mL - - - - - -
1.6 x10 * pg/mL - - - - - -

E1: fraccién en etanol, E5: Extracto total en etanol, E6; extracto en metanol; -: sin

actividad inhibitoria; pg/mL: microgramos/mililitros.
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Tabla 7. Determinacion de la CMI del control positivo sobre Pseudomonas

aeruginosa.
Bacterias P. aeruginosa P. aeruginosa
CMPUJ065 ATCC9721.
Control (+) pg/mL Amikacina
Diametro halo de inhibicién (mm)
1x10°pg/mL 16.0 27.5
2x10” ug/mL - 23.5
4x10" pg/mL - 19.1
0.8x 10" pg/mL - 14.7
16x107 pg/mL - -

-: sin actividad inhibitoria; pg/mL: microgramos/mililitros.

6.4.5. Potencia antibacteriana de los extractos frente a los microorganismos.

6.4.5.1. Potencia antibacteriana de los extractos E1 y E4 frente a

Staphylococcus aureus.

El analisis estadistico realizado a los resultados obtenidos en la prueba de
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus CMPUJ320 indica que la
fraccion E4 presentdé mayor efecto inhibitorio del crecimiento de la bacteria. Tabla
8, anexo C. Todas las concentraciones evaluadas mostraron efecto antibacteriano,
sin embargo las concentraciones de 5x10% ug/mL y 3x10* pg/mL resultan ser las
mas efectivas al presentar porcentajes de inhibicion superiores al 60%, tal como

se muestra en la tabla 9.
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Tabla 8. Potencia antibacteriana de extractos de corteza de Annona purpurea

frente a Staphylococcus aureus.

Bacterias S. aureus CMPUJ320 S. aureus ATCC25923

Extracto pg/mL E1l | E4 E1l | E4
Diametro halo inhibicién (mm)

2x10° ug/mL - 9.8 - 11.

1x10* pg/mL 10.0 12.5 11.9 13.6

3x10* ug/mL 13.7 14.2 11.6 15.5

5x104 pg/mL 5.1 16.8 15.3 15.3
VA 2x10° ug/mL 22.9 21.3

c0) : :
E1l: fraccion en etanol, E4: fraccion en acetona, VA: Vancomicina, C (-): DMSO; -:

sin actividad inhibitoria; pg/mL: microgramos/mililitros.

Tabla 9. Porcentajes de inhibicion de extractos de corteza de Annona purpurea

frente a Staphylococcus aureus.

Bacterias S. aureus CMPUJ320 S. aureus ATCC25923
Extracto ug/mL El | E4 = | E4
% Efecto inhibicion
2x10° ug/mL - 42.79 - 48.03
1x10* pug/mL 43.66 54.93 55.91 64.13
3x10* pug/mL 60.04 62.22 66.47 72.76
5x10% ug/mL 66.20 73.49 71.97 71.97

E1: fraccidon en etanol, E4: fraccidon en acetona.

Sobre Staphylococcus aureus ATCC25923, el analisis estadistico realizado sefial6
gue existen diferencias significativas entre las concentraciones evaluadas para los
tratamientos E1 y E4 (tabla 8), al presentar mayor efecto las concentraciones de

5x10% y 3x10* ug/mL. Tabla 9. Anexo C.
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6.4.5.2. Potencia antibacteriana de los extractos total en etanol E5 y metanol

E6y lafraccion E1 frente a Pseudomonas aeruginosa.

Al evaluar el extracto E5 y las fracciones E1 y E6 frente a Pseudomonas
aeruginosa CMPUJO065 se obtuvo estadisticamente que no existen diferencias
significativas entre los resultados obtenidos con tales tratamientos. Tabla 10,
anexo C.

En cuanto a las concentraciones evaluadas para cada tratamiento, el analisis
estadistico realizado indicé que la concentracién 5x10* ug/mL fue la mas eficiente

en cada caso. Tabla 11.

Tabla 10. Potencia antibacteriana de extractos de corteza de Annona purpurea

frente a Pseudomonas aeruginosa.

Bacterias P. aeruginosa CMPUJ065 P. aeruginosa
ATCC9721
Extracto mg/mL El | E5 | E6 El | E5 | E6
Diametro halo inhibicién (mm)

2 x10° pg/mL - - - 11.2 11.9 11.5

1x10* pg/mL 9.66 8.91 9.0 11.91 | 15.08 | 11.75

3x10” pg/mL 11.66 | 10.16 10.3 1458 | 16.16 | 13.75

5x10" ug/mL 12.75 | 11.83 | 12.16 | 15.25 | 18.68 | 15.66
AK 2x10° ug/MI 25.5 27.0

C() - -

E1l: fraccion en etanol, E5: extracto total etanol, E6: extracto en metanol, AK:

amikacina, C (-): DMSO; -: sin actividad inhibitoria; pg/mL: microgramos/mililitros.
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Tabla 11. Porcentajes de inhibicién de extractos de corteza de Annona purpurea

frente a Pseudomonas aeruginosa.

Bacterias P. aeruginosa CMPUJ065 P. aeruginosa ATCC9721

Extracto pg/mL El | E5 | E®6 El | E5 | E6
% Efecto inhibicién

2 x10° pg/mL - - - 41.48 44.07 42.59
1x10” pg/mL 37.88 34.94 33.33 44.11 55.85 43.51%
3x10* ug/mL 45,72 39.84 38.14 54.0 59.85 50.92
5x10% ug/mL 50.0 49.39 45.03 56.48 69.18 58.0
E1l: fraccion en etanol, E5: extracto total etanol, E6: extracto en metanol; -: sin

actividad inhibitoria

En cuanto al microorganismo certificado P. aeruginosa ATCC9721, el analisis
estadistico sefiala que el mejor tratamiento entre los tres fue el extracto total E5,
tabla 10, anexo C. Asi mismo, al realizar la evaluacion del porcentaje de inhibicion
de las concentraciones evaluadas se obtuvo que la concentracion de 5x10* pg/mL
fue la que mostré mayor eficiencia. Tabla 11.

6.5. CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A MASAS (GC-MS).

El andlisis cromatografico realizado a los extractos y fracciones de la corteza del
tallo de Annona purpureaefectivos como inhibidores frente a los microorganismos
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa(nosocomial y certificada)
permite establecer que la planta posee mayoritariamente en su corteza
metabolitos secundarios de tipo alcaloides isoquinolinicos. De acuerdo con
Leboeuf et al., 1982 vy Cortes et al., 2014 los alcaloides son los compuestos
guimicos caracteristicos de la familia Annonaceae, ademas de ser los mas

abundantes.
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Tabla 12. Extractos de corteza de tallo de Annona purpurea analizados por GC-

MS.
EXTRACTOS
Es E; E4 Es
Ext — Etanol S-F. Etanol | S-F. Acetona | Ext- Metanol

El presente estudio corrobora estudios anteriores en los que se ha determinado
gue Annona purpurea posee metabolitos secundarios tipo alcaloides
isoquinolinicos (Gonzalez et al., 2014; Chang et al., 2000; Chavez & Mata, 1998;
Chéavez & Mata, 1999; Chahg et al, 1998), los cuales han mostrado una potencial
actividad antibacteriana (Luna & Gonzalez, 2008). Los alcaloides son un grupo de
metabolitos a los que se les atribuye actividad antibacterial, la presencia de
estructuras alcaloidal en los extractos y fracciones evaluados frente a los

microorganismos justifica la respuesta positiva obtenida en tales pruebas.

El cromatégrama del extracto total etandlico E5 muestra cinco picos
caracteristicos (figura 5, tabla 13), los cuales corresponden a estructuras de tipo
alcaloidal, tal como lo indican los espectrometros de masas correspondientes a tal

extracto.

82



Figura 5. Perfil cromatografico de gases acoplado a masas del extracto total

etandlico E5.
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Tabla 13. Espectrometria de masas de los componentes de E5.

Pico | Tiempo % M* Pico Formula
Retencién | area base molecular
1 10.164 12.73 | 355 | 163.1 Co1H5NOy4
2 12.997 18.00 | 429.1 | 73.1 Co4H31NOg
5 15.571 17.02 415 73.0 Co3H29NOg
6 17.900 13.20 | 401 | 73.1 C2oH27NOg
7 20.028 486 |429.1| 73.1 Co4H31NOg

Al analizar el espectro de masas del pico 1 de E5 (figura 4) se puede observar que
este presenta un ion molecular de 355, el cual corresponde a la formula molecular

C21H25NO4, molécula con 10 insaturaciones, un pico base de 163.1 (100) uma y
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los siguientes picos caracteristicos: m/z 355 [M*-1], 298 [M*-57], 281 [M*-64], 268
[M*- 87], 237.1[M*- 118], 193[M*-162], 163[M*- 192 ], 91 [M"-264], 73[M"-]282,

59[M*-]296 y 31[M*-324], lo cual corresponde al alcaloide...Figura 6.

Figura 6. Espectro de masas del pico 1 de E5.
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Figura 7. Estructura del alcaloide xylopinina correspondiente al pico 1 de E5.
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Figura 8. Algunos fragmentos de la xylopinina picol en E5.
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Las figuras 9 y 10 muestran los espectros de masas de los picos 2 y 7 del
extracto E5; como se observa en la tabla 13 los picos difieren Gnicamente en el
tiempo de retencion y en susporcentajes de area, lo que permite proponer que
estos constituyentes son is6meros. El ion molecular de estos es 429.1
correspondiente a la formula molecular C,;H3:NOg, picos base de 73.1 (100) uma
y los siguientes picos caracteristicos: m/z 429.1 [M*-1], 371 [M*-58.1], 355 [M’-
74.1], 341 [M*- 88.1], 297.[M*- 132.1], 267[M*-162.1], 237[M*-192.1], 207 [M*-
222.1], 163.1[M*-266], 133[M*-296.1], 73[M*-356.1], 59[M*-370.1] y 45 [M*-384.1]

propios de fitoconstituyentes de tipo alcaloide. Figuras 9 y 10.
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Figura 9. Espectro de masas del pico 2 de ES5.
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Figura 10. Espectro de masas del pico 7 de E5.
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La figura 11 muestra el espectro de masas del pico 5 del extracto total en etanol
E5, con un ion molecular de 415.1, formula molecular C,3H29NOg, pico base de
73.1 (100) uma y picos caracteristicos de m/z 415.1 [M*-1], 357 [M*-58.1], 327 [M*-
88.1], 281 [M*- 134.1], 237.[M*-178.1], 207[M"-208.1], 163[M*-252.1], 133 [M'-
282.1] y 73.0[M*-342.1], estructura correspondiente a fitocostituyentes de tipo

alcaloide. Figura 11.
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Figura 11. Espectro de masas del pico 5 de E5.
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En la figura 12 se observa el espectro de masas del pico 6 del extracto E5 el cual
presenta un ion molecular de 401.0; correspondiente a formula molecular
C22H27NOg, resultante tras la pérdida de 14 unidades de masas equivalentes a un
grupo metileno (CH;) del compuesto observado en el pico 5 de este mismo
extracto. De igual forma, el pico base de este compuesto es de 73.1 (100) uma y
presenta los siguientes picos caracteristicos: m/z 401.0 [M*-1], 355.1 [M*-45.9],
311 [M*-90], 281 [M*-120], 237.1[M*-163.9], 207[M*-]194, 163.1[M*-237.9] y 133

[M*-268]; correspondiente a constituyentes de tipo alcaloide.Figura 13.

Figura 12. Espectro de masas correspondiente al pico 6 de E5.
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Figura 13: Estructura del alcaloide correspondiente al pico 2, 7,5y 6 de ES5.

9

Tabla 14. Alcaloides aporfinicos en la fraccion E5.

PICO N° 2 7 5 6
Peso Molecular 429 429 415 401
Pico Base 73 73 73 73
Formula C24H31NOg C24H31NOg C23H29NOg C2H27NOg
Molecular
Carbono N° SUSTITUYENTES
1 OCHj; OCHgs OCH3 OCH3
2 OCHj; OCHgs OCH3 OCH3
3 OCHjs OH OH OH
6 H H H H
9 OCH; OCH; OCH3 OH
10 OH OCH; OH OH
Nombre N-2- metil- 2- | N-2- metil- 2.- | N-2- metil- 2- N-2- metil- 2-
propanol- 10- | Propanol- 3- | propanol- propanol- 3,9,10-
hidroxi- hidroxi- 3,10- dihidroxi- | trihidroxi-
Norpurpureina | Norpurpureina | Norpurpureina | Norpurpureina

Al igual que el extracto E5, la subfraccion etandlica E1, la cual fue efectiva
inhibidora del crecimiento de los microorganismos evaluados en el presente
trabajo mostré un perfil cromatografico de gases acoplada a masas caracteristico

de metabolitos secundarios de tipo alcaloidal. Figura 14, Tabla 15.
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Figura 14. Perfil cromatografico de gases acoplado a masas de la subfraccion en

etanol E1.
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Tabla 15. Espectrometria de masas de los componentes de E1.

Pico | T. Retenciéon | % area M* Pico base | Formula Molecular
1 10.157 13.17 355 163.1 C,1H25NOy
2 12.997 16.34 429.1 73.1 C24H31NOg
4 15.571 15.35 415 73 Co3H29NOg
5 17.900 10.69 401 73.0 CooH27NOg
6 20.028 3.79 355.1 73.1 Cs1Ho5NO,4

89



Al comparar las tablas 14 y 15, es posible evidenciar que los componentes de la
subfraccion E1 son los mismos componentes del extracto E5; sin embargo, la
espectrometria de masas del primero permitié6 observar un componente que no se
evidenci6 en E5. En la figura 15 se observa el espectro de masas del pico 6 de la
fraccion E1, el cual presenta un ion molecular de 355.1 tras la pérdida de 46
unidades de masas del compuesto analizado en el pico 6 del extracto E5. Su
férmula molecular es C,;HsNO4 y su pico base de 73.1 (100) uma, ademas de
poseer los siguientes picos caracteristicos: m/z 355.1 [M*-1], 311.1 [M*-44], 281
[M*-74.1], 237.1[M*-118], 206.9[M*-148.2], 163.[M*-192.1] y 133 [M*-222.1];

correspondientes a fitoconstituyentes de tipo alcaloide aporfinicos. Figura 16.

Figura 15. Espectro de masas del pico 6 de E1.
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Figura 16. Estructura del alcaloide correspondiente al pico 6 de E1
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Otra fraccion efectiva frente a los microorganismos evaluados y analizada por GC-

MS fue E4, enla figura 17 se observa el perfil cromatografico de gases acoplada a

masas de esta fraccion, el cual reveld la presencia de metabolitos secundarios

tipo alcaloides aporfinicos y oxoaporfinicos. Tabla 16.

Tabla 16. Espectrometria de masas de los componentes de E4.

Pico | T. Retencibén % area M* Pico base | Formula molecular
1 12.997 33.72 355 73.1 Co1H25NO,4
2 15.565 38.52 341 73.1 CooH23NO,4
3 17.900 27.76 355 73.1 CooH21NO5

En las figuras 16 y 17 se observan los espectros de masas de los picos 1y 3 de la

subfraccién E4; estos presentan un ion molecular de 355; formula molecular

C22H29 NO3, un pico base de 73.1 (100) uma y los siguientes picos caracteristicos

miz 355. [M*-1]; 341. [M*-14]; 267 [M*-88]; 253[M*-102]; 237[M*-118]; 207[M*-148];
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163.[M*-192]; 133 [M'-286]; 89[M*-266]; correspondientes a isémeros de tipo

alcaloide oxoaporfinicos. Figura 18.

Figura 17. Perfil cromatografico de gases acoplado a masas de la subfraccion en

acetona E4.
N
figura 18: Espectro de masa del pico 1 fraccion E4.
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Figura 19. Espectro de masas del pico 3 fraccion E4
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Figura 20. Estructura de los alcaloides correspondiente al pico 1 y3 de E4.
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1E; el N-2- metil- 2- propanol- 2,3,9-trihidroxi- oxoaporfinina y el 3E4; N-2- metil- 2-

propanol- 1,2,3,-trihidroxi- oxoaporfinina .

Al analizar el espectro de masas del pico 2 de la fraccion E4 (figura 21); puede

establecerse que tiene un ion molecular de 341, pico base de 73.1 (100) umay
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los picos caracteristicos m/z 341 [M*-1]; 327.0 [M*-14]; 311 [M*-30]; 281[M*-60];
252.9.[M*-88.1]; 237[M*-104]; 207 [M'-134]; 163.[M*-178]; 147[M*-194]; 89[M"-
252], 73.1[M"267.9], 32 [M*-309] correspondiente a constituyentes de tipo

alcaloide aporfinico. N-2- metil- 2- propanol- 1,2,9-trihidroxi-aporfinina Figura 22.

Figura 21. Espectro de masas del pico 2 fraccion E4.
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Figura 22. Estructura del alcaloide correspondiente al pico 2 de E4
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En la figura 23 se observa el perfil cromatogréfico de gases acoplada a masas del

extracto EB6,

el cual tuvo inhibicion del crecimiento del microorganismo P.

aeruginosa; esta fraccion revelé la presencia de metabolitos secundarios tipo

alcaloides. Tabla 17.

Figura 23. Perfil cromatografico de gases acoplada a masas del extracto

metandlico EB6.
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Tabla 17. Espectrometria de masas de los componentes de E6.

Pico T. Retencién % area M* Pico base | Formula molecular
1 10.163 21.64 355.1 163.1 Co1H25NO4
2 12.997 27.38 429.0 73.1 Co4H31NOg
3 15.571 25.56 415 73.1 Co3H29NOg
4 17.900 18.38 400.9 73.1 CxoH»7NOg
5 20.035 7.13 429.1 73.1 C21H2sNO4

De acuerdo al perfil cromatogréafico del extracto metandlico E6 y comparandolo

con el extracto total E5 se puede establecer estos tienen una composicion quimica

similar, diferenciandose en la concentraciéon de sus constituyentes. Tabla 18.

Tabla 18. Comparacion de los perfiles cromatograficos de E5 y E6.

E6 E5 #E6-E5% E6 E5
% area % area % area T. Retencion T. Retencion
21.64 12.73 8.91 10.163 10.164
27.38 18.00 9.38 12.997 12.997
25.56 17.02 8.54 15.571 15571
18.38 13.20 5.18 17.900 17.900
7.13 4.86 2.27 20.035 20.028

Al validar la presencia de alcaloides en esta especie vegetal mediante las

metodologias empleadas es posible reafirmar la informacion aseverada por Cortes

et al., (2014); Gonzalez et al., (2014); y Leboeuf et al., (1982), quienes plantean

gue los productos naturales caracteristicos de la familia Annonaceae son los

alcaloides, generalmente de tipo isoquinolinicos, encontrandose con mayor

frecuencia esqueletos que corresponden a aporfinas,

bencilisoquinoleinas,

protoberberinas y dimeros bis-bencilisoquinoleinas (Cortes et al., 2014).
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6. CONCLUSIONES

La corteza del tallo de Annona purpurea posee metabolitos secundarios del
tipo leucoantocianidinas, compuestos fendlicos, taninos, triterpenos, alcaloides,
saponinas y cumarinas.

El extracto total en etanol de corteza de tallo de Annona purpurea es
extremadamente toxico frente a nauplios de Artemia salina a las
concentraciones evaluadas.

Las cepas nosocomial y certificada de la bacteria Staphylococcus aureus
fueron sensibles a las subfracciones en etanol y acetona del extracto total en
etanol de corteza de tallo de Annona purpurea.

Las cepas nosocomial y certificada de la bacteria Pseudomonas aeruginosa
fueron sensibles al extracto total en etanol de corteza de tallo de Annona
purpurea y a la subfraccion en etanol del mismo, asi como al extracto en
metanol obtenido por soxhlet.

Frente al microorganismo Staphylococcus aureus nosocomial y certificado, la
fraccion en etanol del extracto total de corteza de tallo de Annona purpurea
tuvo una concentracién minima inhibitoria de 1x10%ug/mL, la fraccién E4
mostré una CMI de 2 x103ug/mL y el control positivo vancomicina mostré una
CMI de 0.8x 10" pg/mL.

Ante la cepa aislada de Pseudomonas aeruginosa la CMI del extracto total, la
fraccion en etanol y el extracto en metanol fue 1x10* pg/mL; en cuanto a la

bacteria certificada, la CMI de los tres tratamientos fue 2x10° pg/mL.

97



La amikacina tuvo una CMI de 8 pg/mL sobre el microorganismo
Pseudomonas aeruginosa certificado y 1x10°pg/mL frente al germen aislado.
La fraccion en acetona evaluada sobre el microorganismo Staphylococcus
aureus result6é ser el mejor tratamiento frente a esta bacteria. El
microorganismo certificado tuvo mayor sensibilidad que el germen aislado de
ambiente hospitalario al ser expuestos a las fracciones.

Frente a la bacteria Pseudomonas aeruginosa nosocomial no existen
diferencias significativas entre los resultados mostrados por la fraccion en
etanol, el extracto total y el extracto en metanol. Ante la cepa certificada de P.
aeruginosa el mejor tratamiento fue el extracto total en etanol.

La fraccion en acetona evaluada frente a las cepas aislada y certificada de
Stahylococcus aureus constituye un recurso natural promisorio encaminado a
inhibir crecimiento del germen gram positivo.

El extracto total E5 y el extracto en metanolE6 estan constituidos
guimicamente por el mismo tipo de metabolitos secundarios, sinembargo en

E6 tales componentes se encontraron en mayor proporcion.
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7. RECOMENDACIONES.

Evaluar actividad antibacterial de extractos y fracciones obtenidos a partir
de raices, hojas y semillas de corteza de tallo de Annona purpurea frente a
gérmenes aislados de ambiente clinico.

Evaluar fracciones de baja y mediana polaridad del extracto de corteza de
tallo de Annona purpurea frente a los microorganismos.

Efectuar ensayos de toxicidad de las fracciones que fueron efectivas frente
a las cepas de los microorganismos Staphylococcus aureus Yy
Pseudomonas aeruginosa.

Realizar evaluaciones de actividad antibacteriana de los extractos y
fracciones frente a otros microorganismos, también aislados de ambiente
clinico.

Aislar los metabolitos presentes en las fracciones de corteza del tallo de

Annona purpurea y evaluar su efecto antibacteriano por separado.
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ANEXO A.

Clasificacion de toxicidad de extractos segun CYTED

Extremadamente toxico

1-10 pg/mL

Altamente toxico

10-100 pg/mL

Moderadamente toxico

100-500 pg/mL

\%

Ligeramente toxico

500-1000 pg/mL

V

Practicamente no toxico

1000-1500 pg/mL

Vi

Relativamente inocuo

> 1500 pg/mL




ANEXO B.

Andlisis estadistico ddeterminacién de la CMI de los extractos de corteza de
Annona purpurea sobre los microorganismos.

Determinacién de la CMI de los extractos de corteza de Annona purpurea
sobreStaphylococcus aureusaislado.

Bacterias S. aureus CMPUJ320
Extracto pg/mL El E4
1x10*ug/mL 13.0| 129 | 12.8 | 142 | 144 | 140
2 x10° pg/mL 0 0 0 9.8 | 10.0 | 9.6
4 x10% ug/mL 0 0 0 0 0 0
8 x 10" pg/mL 0 0 0 0 0 0
1.6 x10 * pug/mL 0 0 0 0 0 0
Tukey

16
14 - b
12 -

Media

d d d d d

o N OB O

C1E4 C1E1 C2E4 C2E1 C3E1 C3E4 C4E1 CAE4

Tratamientos

Determinacién de la CMI de los extractos de corteza de Annona purpurea sobre
Staphylococcus aureuscertificado.

Bacterias S. aureusATCC25923
Extracto pg/mL El E4
1x10*pg/mL 13.0 | 12.7 | 13.3 | 14.2 | 143 | 141
2 x10° pg/mL 0 0 0 107 | 113 | 11
4 x10° pg/mL 0 0 0 0 0 0
8 x 10" pg/mL 0 0 0 0 0
1.6 x10 * pug/mL 0 0 0 0 0
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Determinacién de la CMI de los extractos de corteza de Annona purpurea sobre P.
aeruginosa certificada.

Bacterias P. aeruginosa ATCC9721
Extracto pg/mL El E5 E6
1x10*ug/mL 12.2 | 10.0 | 140 | 150 [ 14.25| 1475 | 13.25 | 16.5 | 21.5
5
2x10°pg/mL | 12.0 1%2 115 | 12,0 | 11.0 | 12.75 | 10.25 | 12.75 | 11.5
4 x10? pg/mL 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 x 10" pg/mL 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1.6 x10 * pug/mL 0 0 0 0 0 0 0 0 0

E1: fraccion etandlica, E5: extracto total etanolico; miligramos/mililitros.

Tukey
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Determinacién de la CMI de los extractos de corteza de Annona purpurea sobre P.
aeruginosa aislada.

Bacterias P. aeruginosa CMPUJ320
Extracto pg/mL E1l E5 E6
1x10*pg/mL 96 | 94 | 98 89 | 89 8.9 8.5 8.7 8.6
2 x10° pg/mL 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 x10° pg/mL 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 x 10 pg/mL 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1.6 x10 * pg/mL 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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ANEXO C.

Andlisis estadistico potencia antibacteriana de los extractos de corteza
deAnnona purpureasobre los microorganismos.

Potencia antibacteriana de los extractos de corteza de Annona purpurea sobre S.
aureus certificada.

Bacterias S. aureusATCC25923
Extracto pg/mL E1l E4
1x10* ug/mL 11.75| 12.75 | 11.25| 14.0 | 12.75 13.75
3x10% ug/mL | 14.0 | 1425 |14.25| 150 | 16.0 | 155
5x104 pg/mL 15.25| 15.75 | 15.0 | 15.25 | 15.25 15.5
VA 2x102 ug/mL | 21.75 | 225 | 23.0 | 21.25 | 20.75 | 215
C(-) 0 0 0 0 0 0
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Potencia antibacteriana de los extractos de corteza de Annona purpurea sobre S.
aureus aislada.

Bacterias S. aureus CMPUJ320

Extracto pg/mL E1l E4
1x10* pg/mL 10.0 10.0 10.0 | 14.0 | 12.75 11.0

3x10* pg/mL | 185 | 135 [13.25| 140 | 140 | 14.75

5x104 pg/mL | 15.0 | 14.75 | 15.75| 16.75 | 16.75 | 17.0

VA 2x10% pg/mL | 21.75 | 20.75 | 22.0 | 220 | 25.0 | 23.25
C() 0 0 0 0 0 0




Potencia antibacteriana de los extractos de corteza de Annona purpurea sobre

P. aeruginosa certificada.

Bacterias P. aeruginosa ATCC9721
Extracto pg/mL E1l E5 E6 B
1x10* pg/mL 12.0 | 11.0 |12.75|14.25| 155 155 | 12.0 |11.25| 120
3x10%ug/mL | 14.25| 13.0 | 165 [15.25| 175 | 1575 | 13.5 | 14.0 | 13.75
5x104 pg/mL 15.0 | 1425 | 16.5 | 18.0 | 18.75 | 19.25 | 145 | 16.75 | 15.75 |
VA 2x10° 255 | 2425 | 275 | 27.75 29.0 29.0 255 | 28.0 27.0
pg/mL
C(-) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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P. aeruginosa aislada.

Bacterias P. aeruginosa CMPUJ065
Extracto pg/mL El E5 E6

1x10* pg/mL 9.0 | 100 | 10.0 | 9.0 9.0 875 | 9.0 | 9.0 [ 8.0
3x10* yg/mL | 10.0 | 105 | 145 [10.25| 9.75 | 10.5 | 10.25|10.75| 10.0
5x104 pg/mL 15.0 13.0 |10.25|12.0 |10.75 12.75 | 12.75 | 12.75 | 11.0

VA 2x10° 245 | 2475 | 24.75| 25.0 29.0 26.0 255 | 2575 | 25.0

pug/mL
C(-) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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