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RESUMEN

Introduccion: Los productos vegetales representan una importante fuente de sustancias o
metabolitos secundarios a los cuales se les ha encontrado una amplia actividad biolégica
(antiinflamatoria, antioxidante, antitumoral, antimicrobiana, entre otros). Son pocos los
trabajos relacionados con la actividad antibacteriana de los extractos vegetales obtenidos de
plantas del género Oxandra. De la especie Oxandra longipetala no existen reportes de
actividad antibacteriana.

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de extractos de O. longipetala frente a
algunas bacterias de interés clinico.

Métodos: Se obtuvieron extractos de hojas y corteza de O. longipetala por percolacion. La
actividad antibacteriana de los extractos acuosos, diclorometano y acetato de etilo contra las
cepas Staphylococcus aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212, E. faecalis ATCC
700603 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 se evalué mediante métodos de difusion en

agar y microdilucion.
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Resultados: Se evidencio inhibicion de crecimiento bacteriano con 3 de los 4 extractos
empleados, siendo el extracto acuoso y el extracto acetato de etilo de corteza los que
presentaron mayor efecto inhibitorio frente a las bacterias en estudio.

Conclusiones: Los extractos acuosos, diclorometano y acetato de etilo obtenidos de las hojas
y la corteza de O. longipetala tienen un buen potencial antibacteriano y constituyen una base
para futuros estudios encaminados al aislamiento, elucidacion y caracterizacion de los
compuestos responsables de esta actividad.

Palabras clave: Oxandra longipetala; Annonaceae; resistencia bacteriana; actividad

antibacteriana.

ABSTRACT

Introduction: Plant products represent an important source of secondary substances or
metabolites in which a wide biological activity has been found (anti-inflammatory,
antioxidant, antitumor, antimicrobial, among others). There are few works related to the
antibacterial activity of plant extracts obtained from plants of the genus Oxandra. Of the
species Oxandra longipetala there are no reports of antibacterial activity.

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial activity of O. longipetala extracts against
some bacteria of clinical interest.

Methods: Extracts of leaves and bark of O. longipetala were obtained by percolation. The
antibacterial activity of aqueous extracts, dichloromethane and ethyl acetate, against the
strains Staphylococcus aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212, E. faecalis ATCC
700603 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 was evaluated by agar and microdilution
diffusion methods.

Results: Inhibition of bacterial growth was evidenced with 3 of the 4 extracts used, with the
aqueous extract and the ethyl acetate extract of bark presenting the greatest inhibitory effect
against the bacteria under study.

Conclusions: The aqueous extracts, dichloromethane and ethyl acetate obtained from the
leaves and bark of O. longipetala have a good antibacterial potential and constitute a basis for
future studies aimed at the isolation, elucidation and characterization of the compounds
responsible for this activity.

Keywords: Oxandra longipetala; Annonaceae; bacterial resistance; antibacterial activity.
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Introduccion

El aumento progresivo de bacterias multirresistentes a los antibiéticos convencionales se ha
convertido em un problema de salud publica global, constituyendo un gran desafio para el
sector médico y farmacolégico.>3% Aunque la resistencia microbiana es un fenémeno
natural, existen factores que han favorecido la aparicion de nuevas cepas resistentes, siendo
el uso generalizado e inadecuado de antibi6ticos uno de los més significativos.®&7

La resistencia bacteriana esta intimamente relacionada con ambientes hospitalarios,
especialmente con las unidades de cuidados intensivos (UCI), donde los pacientes son mas
vulnerables y propensos a infecciones causadas por bacterias multirresistentes debido al uso
excesivo de antibidticos de amplio espectro, la presencia de comorbilidad e inmunosupresion,
la aplicacion de procedimientos y procesos invasivos, hospitalizaciones prolongadas, entre
otros. La suma de todos esos factores genera consecuencias drasticas, como el aumento de la
tasa de mortalidad y el aumento los costos médicos. ®1011.12)

Por otra parte, la falta de alternativas para mitigar infecciones, causadas por microorganismos
multirresistentes constituye otro grave problema. Sin embargo, las plantas por su diversidad
y riqueza en metabolitos secundarios constituyen un recurso de investigacion alternativo, dado
que representan una fuente interesante de moléculas con amplio potencial biolégico como
antibacteriano, antifingico, antimalarico, anticancerigeno, antioxidante, entre otros. Por
consiguiente, en los Gltimos afios se ha incrementado el interés en la basqueda de efectos
antibacterianos de extractos de multiples especies vegetales en diferentes partes del
mundo.(13'14'15)

Colombia posee una de las més grandes reservas de flora de la tierra con méas de 27,000
especies de plantas identificadas, en la cual se encuentran miles especies con diversas
propiedades medicinales, muchas de las cuales deben sus efectos farmacolédgicos a moléculas
quimicamente diversas.*6)

Por esta razon, resulta especialmente importante el estudio de extractos obtenidos de
vegetales, ya que de estos se han aislado un gran nimero de moléculas con significativa

actividad terapéutica que pueden constituir la base de futuros medicamentos.®")
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Dentro de la gran diversidad de plantas reportadas con actividad bioldgica, se encuentra la
familia Annonaceae que consta de aproximadamente 2 440 especies agrupadas en 130
géneros.1® De algunas especies de esta familia han sido aislados numerosos metabolitos
secundarios activos con propiedades farmacoldgicas diversas, como antitumorales,
insecticidas, dopaminérgicos, larvicida, entre otros.>1%2021) Sin embargo, son pocos los
trabajos relacionados con la actividad antibacteriana de los extractos vegetales obtenidos de
plantas del género Oxandra; de la especie O. longipetala (yaya morena). Solo existen reportes
de estudio quimico de extractos de hojas y corteza.?>?® Por esta razon, esta investigacion tuvo
como objetivo evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos de O. longipetala

frente a algunas bacterias de interés clinico.

Métodos

Material vegetal
La planta O. longipetala, fue colectada en el corregimiento Santa Isabel, Municipio de
Monteria, Departamento de Cordoba ubicada en las coordenadas: 08° 40” 17’ latitud norte y
75° 52 51° longitud oeste, altitud 50 m.s.n.m. Una muestra botanica fue clasificada por el
Biologo Alvaro Cogollo, del Jardin Botanico “Joaquin Antonio Uribe”, Medellin, Colombia
y se encuentra en esa coleccion con el numero JAUM 037853. Constituye el primer reporte

de esta especie en Colombia.?%)

Obtencidn de extractos

Se utilizaron extractos de hojas y corteza de O. longipetala; el material vegetal seco y molido
previamente, fue sometido a extraccion por percolacién con etanol al 96 % durante 5 dias.
Luego se filtr6 y concentrd a presion reducida a 45 °C en un rotaevaporador (BUCHI
Rotavapor R-200) hasta obtener los extractos primarios. Estos extractos fueron sometidos a
fraccionamiento por reparto empleando como disolventes diclorometano, acetato de etilo y
agua. Luego fueron separados y concentrados a presion reducida hasta obtener los extractos a
estudiar. Posterior a esto, se realizaron diluciones de cada uno de los extractos empleando
como disolvente dimetilsulfoxido al 10 %. Las concentraciones evaluadas fueron de 5 000, 4
000, 3000, 2 000y 1 000 ppm.
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Microorganismos usados

Se emplearon cepas de referencia: Staphylococcus aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC
29213, S. aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC
29212, E. faecalis ATCC 51299, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Todas las cepas bacterianas fueron crioconservadas a una
temperatura de -20 °C en medio BHI (infusién cerebro corazén) que contenia 30 % (v/v) de
glicerol y 0,6 % de agar. Las cepas de trabajo fueron mantenidas por subcultivos periddicos
preservados a 4 °C. Para todo el estudio se sigui6 la normatividad ética establecida por el
Ministerio de Salud de Colombia, en resolucion N° 008430 de 1993.

Evaluacion de actividad antibacteriana

Se evalud la actividad antibacteriana de los extractos de O. longipetala frente a bacterias de

interés clinico mediante el método de difusién en agar y microdilucion.

Preparacion y estandarizacion del inéculo bacteriano
A partir de un cultivo axénico, se tomaron de 3 a 5 colonias y se sembraron en 9 ml de caldo
BHI (Merck) y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Tras la incubacion se realizaron diluciones
seriadas de la suspensidn bacteriana midiendo la densidad Optica de cada dilucién a 630 nm
en un espectrofotdmetro (GENESYS™ 20, Thermo Spectronic) hasta alcanzar una
absorbancia comprendida entre 0,08 y 0,13.% Esta absorbancia correspondié a 1 x10®
UFC/mL y a una turbidez 0,5 en escala de MacFarland. (529

Metodo de difusion en agar empleando discos
Se realizaron siembras masivas de las bacterias purificadas en medio sélido (agar Mueller
Hinton). Los discos estériles de papel filtro (Whatman N °3) se impregnaron con las diferentes
concentraciones de los extractos a evaluar durante un periodo de 24 h. Bajo condiciones
asépticas se depositaron sobre la superficie del agar en forma equidistante. De igual forma 'y
bajo las mismas condiciones se depositaron discos con antibioticos comerciales como
controles positivos y como control negativo se emplearon discos cargados con
dimetilsulfoxido (DMSO) puro y al 10 %. Posteriormente, las cajas fueron selladas con

adhesivos y se incubaron por un periodo de 24 h a 37 °C. Tras la incubacion se midio el
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diametro de las zonas de inhibicién del crecimiento bacteriano alrededor de los discos, estos

resultados fueron comparados con los controles.?”

Meétodo de dilucion en caldo (Microdilucién)

La actividad antibacteriana por el método de microdilucion se evalué siguiendo el protocolo
implementado por Valgas y otros.?? y teniendo en cuenta las recomendaciones del Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI). Una vez estandarizado el indculo se emplearon
microplacas de ELISA de 96 pozos, en las cuales se adicind 50 pL del inoculo bacteriano y
50 pL de cada uno de los extractos en estudio a las concentraciones anteriormente
mencionada. Como control de esterilidad se utilizaron pozos que contenian el extracto (sin
microorganismos) y como control de crecimiento se utilizaron pozos con BHI sin el extracto,
inoculados con microorganismos. Los controles positivos fueron antibidticos comerciales
(vancomicina, ciprofloxacina y cloranfenicol) mientras que el negativo fue DMSO al 10 %.
La bandeja de microdilucion se incubd a 37 °C por 24 h. Tras la incubacion el crecimiento
bacteriano se detectdé por medicidn de la densidad dptica a 630 nm en un lector de ELISA
(ChroMate® 4300). Para evaluar la viabilidad celular se adicionaron 20 pL de una solucion
alcohdlica (0,5 mg/ mL) de bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)- 2,5-difeniltetrazolium
(MTT). Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. Para este caso, la bandeja se
incub6 a 37 °C durante media hora. En los pozos donde hubo crecimiento bacteriano se
evidenci6é un cambio de color amarillo a purpura.

Los resultados obtenidos se tabularon en tablas de Microsoft Excel 2010 y se desarroll6 un
disefio completamente al azar con estructura factorial. Se probaron los supuestos de
independencia, normalidad y homogeneidad de varianzas y por Gltimo se aplicaron pruebas
paramétricas y no paramétricas mediante el paquete estadistico R version 3.1.1. Todos los

ensayos se realizaron por triplicados.

Resultados

Los resultados por el método de difusion en agar revelan la actividad frente a las cepas en
estudio, evidenciandose inhibicidn de crecimiento bacteriano en 3 de los 4 extractos evaluados
(Tabla 1).

(D) ev-ne___| Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




eCiMED

I EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2022;27(2):e1148

Tabla 1 - Halos de inhibicidn antibacteriana de extractos de corteza y hojas de Oxandra longipetala

Concentracién (ppm)

Bacterias C. crec. 1000 2000 3000 4000 | 5000
Extracto acuoso de corteza (diametro del halo en mm)
S. aureus ATCC 25923 25 - - - - -
S. aureus ATCC 29213 30 4 5 11 16 25
K. pneumoniae ATCC 700603 20 - - - - -
E. coli ATCC 25922 27 - - 7 17 19
E. faecalis ATCC 29212 22 3 7 12 14 22
S. aureus ATCC 43300 30 - - - - -
E. faecalis ATCC 51299 22 - - - 14 25
P. aeruginosa ATCC 27853 19 - - - - 10
Extracto de acetato de etilo de corteza (didmetro del halo en mm)
S. aureus ATCC 25923 25 - - 4 10 20
S. aureus ATCC 29213 30 - - - 15 24
K. pneumoniae ATCC 700603 20 - - - - -
E. coli ATCC 25922 27 - - 11 12 13
E. faecalis ATCC 29212 22 - - - - 5
S. aureus ATCC 43300 30 - - - - -
E. faecalis ATCC 51299 22 - - - - 23
P. aeruginosa ATCC 27853 19 - - - 5 6
Extracto de diclorometano de corteza (diametro del halo en mm)
S. aureus ATCC 25923 25 - - - - -
S. aureus ATCC 29213 30 - - - - -
K. pneumoniae ATCC 700603 20 - - - - -
E. coli ATCC 25922 27 - - - - -
E. faecalis ATCC 29212 22 - - - - -
S. aureus ATCC 43300 30 - - - - -
E. faecalis ATCC 51299 22 - - - - -
P. aeruginosa ATCC 27853 19 - - - - -
Extracto de acetato de etilo de hojas (diametro del halo en mm)
S. aureus ATCC 25923 25 - - - - -
S. aureus ATCC 29213 30 - - - 8 17
K. pneumoniae ATCC 700603 20 - - - - -
E. coli ATCC 25922 27 - - - - 10
E. faecalis ATCC 29212 22 - - - - -
S. aureus ATCC 43300 30 - - - - -
E. faecalis ATCC 51299 22 - - - - 19
P. aeruginosa ATCC 27853 19 - - - - 7

C. crec: control de crecimiento.

Los extractos que presentaron mayor efecto inhibitorio frente a las cepas en estudio fueron el
extracto acuoso y el extracto acetato de etilo de corteza. De este modo, las cepas mas sensibles
con el extracto acuoso fueron S. aureus ATCC 29213 y E. faecalis ATCC 29212

evidenciandose inhibicion en todas las concentraciones evaluadas. Asi mismo, las cepas S.
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aureus ATCC 29213 y E. faecalis ATCC 51299 mostraron la mayor zona de inhibicion (25
mm) a la concentracion mas alta (5000ppm). Esta zona de inhibicidn fue igual a la que mostro
la cepa E. faecalis ATCC 51299 con el antibiético control (cloranfenicol). Las cepas que no
mostraron ser sensibles frente al extracto acuoso de corteza fueron S. aureus ATCC 25923,
K. pneumoniae ATCC 700603 y S. aureus ATCC 43300.

Con el extracto acetato de etilo de corteza las cepas mas sensibles fueron S. aureus ATCC
25923 y E. coli ATCC 25922. Mostraron un halo de inhibicion de 20 mm y 13 mm a la
concentracion mas alta. Las cepas que presentaron las mayores zonas de inhibicion fueron S.
aureus ATCC 29213 y E. faecalis ATCC 51299, mostrando halos de 24 mm y 23 mm,
respectivamente a la concentracién mas alta evaluada (5000 ppm).

En el extracto acetato de etilo de hoja las cepas S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853 y E. faecalis ATCC 51299 mostraron ser sensibles a la
concentracion més alta evaluada, siendo esta Ultima en mostrar la mayor zona de inhibicion
(19 mm).

Por ultimo, el extracto diclorometano fue el Unico extracto que no mostré efecto inhibitorio
frente a la cepas en estudio.

Los resultados obtenidos con el método de microdilucion fueron consistentes con los
resultados obtenidos por el método de difusion en agar, evidencidndose disminucion en el
crecimiento bacteriano frente a las concentraciones mas altas evaluadas como se resume en la
tabla 2. El disolvente usado (DMSO al 10 %) para los extractos no mostrd resultados

inhibitorios, lo que indica que este no influye en la actividad antibacteriana.

Tabla 2 - Absorbancias por el método de microdilucion

Bacterias Concentracion (ppm)
C.crec. 1000 2000 3000 4000 5000
Extracto acuoso de corteza
S. aureus ATCC 25923 1,46 1,45 1,45 1,44 1,44 1,43
S. aureus ATCC 29213 1,47 0,98 0,90 0,87 0,84 0,76
K. pneumoniae ATCC 700603 1,58 1,54 1,52 1,50 1,51 1,50
E. coli ATCC 25922 1,69 1,25 1,19 0,98 0,86 0,80
E. faecalis ATCC 29212 1,65 0,98 0,95 0,94 0,89 0,79
S. aureus ATCC 43300 1,86 1,83 1,84 1,84 1,85 1,85
E. faecalis ATCC 51299 1,66 1,59 1,57 1,34 0,90 0,77
P. aeruginosa ATCC 27853 1,66 1,47 1,39 1,28 1,14 1,01
Extracto de acetato de etilo de corteza

S. aureus ATCC 25923 1,46 1,38 1,34 0,99 091 0,83
S. aureus ATCC 29213 1,47 1,19 1,07 1,06 1,08 1,09
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K. pneumoniae ATCC 700603 1,58 1,54 1,54 1,53 1,52 1,51
E. coli ATCC 25922 1,69 1,37 1,42 0,94 0,89 0,80
E. faecalis ATCC 29212 1,65 1,47 1,34 1,27 1,11 1,02
S. aureus ATCC 43300 1,86 1,85 1,84 1,83 1,82 1,82
E. faecalis ATCC 51299 1,66 1,65 1,58 1,35 1,19 0,92
P. aeruginosa ATCC 27853 1,66 1,34 1,23 1,11 1,05 1,04
Extracto de diclorometano de corteza
S. aureus ATCC 25923 1,46 1,46 1,45 1,44 1,43 1,42
S. aureus ATCC 29213 1,47 1,46 1,44 1,42 1,41 1,40
K. pneumoniae ATCC 700603 1,58 1,57 1,56 1,55 1,54 1,54
E. coli ATCC 25922 1,69 1,68 1,67 1,66 1,64 1,64
E. faecalis ATCC 29212 1,65 1,64 1,63 1,62 1,62 1,60
S. aureus ATCC 43300 1,86 1,79 1,77 1,77 1,75 1,74
E. faecalis ATCC 51299 1,66 1,64 1,63 1,63 1,62 1,61
P. aeruginosa ATCC 27853 1,66 1,65 1,62 1,61 1,60 1,59
Extracto de acetato de etilo de hojas
S. aureus ATCC 25923 1,46 1,44 1,43 1,43 1,41 1,40
S. aureus ATCC 29213 1,47 1,44 1,38 1,17 0,96 0,91
K. pneumoniae ATCC 700603 1,58 1,56 1,56 1,55 1,52 1,52
E. coli ATCC 25922 1,69 1,44 1,33 1,21 1,19 0,99
E. faecalis ATCC 29212 1,65 1,57 1,56 1,56 1,55 1,55
S. aureus ATCC 43300 1,86 1,81 1,81 1,78 1,75 1,75
E. faecalis ATCC 51299 1,66 1,44 1,32 1,19 1,10 0,95
P. aeruginosa ATCC 27853 1,66 1,48 1,37 1,28 1,15 1,02

C. crec: control de crecimiento.

El analisis estadistico arroja que se rechaza la hipdtesis nula ya que el P valor resulta ser menor
que el nivel de significancia a=0,05. Es decir que todos los factores resultan ser significativos,
indicando que las diferentes cepas bacterianas, los extractos utilizados de O. longipetala y las
diferentes concentraciones afectan la absorbancia.

Discusion
Algunas especies de plantas del género Oxandra son de importancia maderera, otras se
utilizan como medicinales y en ocasiones también son empleadas para ritos ceremoniales por
algunos grupos indigenas.?® No obstante, la planta Oxandra longipetala conocida
comunmente como “yaya morena” en el departamento de Cordoba, ha sido muy poco
estudiada en cuanto a sus propiedades medicinales o farmacoldgicas. Solo existe un reporte

de estudio quimico de alcaloides aporfinoides en extracto crudo de hojas y alcaloides de tipo
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azafluorenona en extracto crudo de corteza.®>?® Sin embargo, la potencialidad biolégica de
estos metabolitos secundarios ain no ha sido estudiada.

La actividad antibacteriana de los extractos de corteza y hojas de O. longipetala evidenciada
en este estudio puede ser atribuida a la gran variedad de alcaloides que se encuentran
distribuidos en diferentes partes de la planta como isoursulina, ursulina, macondina,
lysicamina, O-metilmoschatolina, entre otros. Estos han sido previamente aislados e
identificados por Angulo y otros.?>23) Este criterio coincide con el de Rabelo y otros,®® donde
la actividad biologica de la especie Guatteria citriodora (Annonaceae), es atribuida a la
presencia de una gran variedad de alcaloides aislados de las hojas y corteza.

Otras biomoléculas a las cuales se les atribuye actividad antibacteriana en diversas especies
de la familia Annonaceae son los flavonoides y terpendides.®” En el trabajo de Rabelo y
otros®V es evidenciada la actividad antioxidante y antimicrobiana de los extractos etanélicos,
metanolicos y hexéanico de Atemoia (Annona cherimola Mill. x A. squamosa L.) frente
bacterias de interés clinico. La mayor actividad bioldgica fue evidenciada en los extractos
polares (etandlico y metandlico), lo cual es consistente con la literatura debido a que cuanto
mas polares son los extractos se espera que mayor sea la cantidad de flavonoides en su
composicion. Esto coincide con nuestros reportes, donde los extractos mas polares (acuoso y
acetato de etilo), mostraron mayor efecto inhibitorio frente a la mayoria de las cepas
bacterianas empleadas, mientras que el extracto diclorometano de menor polaridad no mostro
efecto inhibitorio frente a las bacterias.

Por otro lado, en ensayos anteriores realizados con el extracto acuoso de las hojas de Annona
sguamosa, no se evidencio actividad frente a P. aeruginosa. En las cepas de E. faecalis y E.
coli si se evidenciaron actividad inhibitoria. Este resultado contrasta con nuestro estudio,
donde todas las cepas incluyendo P. aeruginosa ATCC 27853 fueron sensibles frente a el
extracto acuoso de corteza. Asimismo, se resalta que la potencialidad de muchos extractos
vegetales se debe a la presencia no solo de alcaloides sino de otros compuestos bioactivos
como taninos y flavonoides. Esto ratifica el papel de los polifenoles en la actividad
antibacteriana de muchos extractos obtenidos de diversas especies de plantas.?

Los extractos vegetales son una mezcla compleja de muchas sustancias, por esto se prevé que
el potencial antibacteriano de los extractos evaluados en este estudio puede ser debido a
efectos especificos o sinérgicos de varios de los compuestos presentes en los mismo.®517)

Hasta la fecha no hay estudios que evalten la actividad antibacteriana de los extractos acuoso,
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acetato de etilo y diclorometano de O. longipetala frente a bacterias de interés clinico. Por
ello, este trabajo constituye el primer reporte de actividad antibacteriana de los extractos
obtenido de hojas y corteza de esta planta. De esta forma, nuestros resultados reportan que los
extractos de esta especie vegetal tienen un buen potencial antibacteriano y constituyen una
base para futuros estudios encaminados en el aislamiento, elucidacion y caracterizacion de los

compuestos responsables de esta actividad.
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