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RESUMEN

Introduccion: La resistencia bacteriana ha venido en aumento en los ultimos afios. El
uso inadecuado de antibidticos provoca que las bacterias dejen de responder a los
tratamientos. La busqueda de nuevas alternativas es necesaria para enfrentar esta
problematica.

Objetivo: Caracterizar la fitoquimica y la actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus
aureus de extractos de Uncaria tomentosa, Coffea arabica y Morinda citrifolia.
Métodos: Se recolectaron hojas de Uncaria tomentosa, Coffea arabica y Morinda
citrifolia, se secaron y posteriormente se trituraron. Se prepararon diluciones al 0,1 %, 1
%, 5 % y 10 %. Se realiz6 la prueba de Kirby Bauer para medir la actividad
antimicrobiana, las pruebas de Shinoda, la reaccién con cloruro férrico, la adicion de
alcali NaOH 20 % y con el reactivo de Dragendorff el estudio fotoquimico de cada planta.
Resultados: Los resultados del tamizaje fitoquimico mostraron la presencia de taninos,
alcaloides y antocianinas en las plantas estudiadas. Su presencia varié segun la
concentracion y el tipo de extracto evaluado. Ninguna planta present6 actividad
antibacteriana superior al control positivo sobre Staphylococcus aureus en las
concentraciones utilizadas.

Conclusiones: Se obtuvo extractos polares y de baja polaridad de las plantas Uncaria

tomentosa, Coffea arabica y Morinda citrifolia. Sin embargo, estos no tuvieron actividad
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antibacteriana superior al control positivo sobre Staphylococcus aureus en ninguna de
las diferentes concentraciones utilizadas. Los alcaloides estuvieron presentes en todos los
extractos utilizados.

Palabras clave: infecciones estafilocdcicas; Rubiaceae; sinergismo farmacoldgico.

ABSTRACT

Introduction: Bacterial resistance has been on the increase in recent years. Improper use
of antibiotics stops bacteria from responding to treatments. It is necessary to find new
alternatives to solve this problem.

Objectives: Characterize the phytochemical properties and antimicrobial activity of
extracts from Uncaria tomentosa, Coffea arabica and Morinda citrifolia against
Staphylococcus aureus.

Methods: Leaves of Uncaria tomentosa, Coffea arabica and Morinda citrifolia were
collected and dilutions were prepared at 0.1%, 1%, 5% y 10%. The Kirby-Bauer test was
used to measure antimicrobial activity, whereas photochemical examination of each plant
was based on Shinoda tests, ferric chloride reaction, addition of 20% NaOH alkali, and
use of Dragendorff's reagent.

Results: Phytochemical screening found tannins, alkaloids and anthocyanins in the plants
studied. Their presence varied according to the concentration and type of extract
evaluated. None of the plants displayed antibacterial activity against Staphylococcus
aureus at the concentrations tested.

Conclusions: Polar and low polarity extracts were obtained from Uncaria tomentosa,
Coffea arabica and Morinda citrifolia plants. However, they did not display any
antibacterial activity against Staphylococcus aureus at the concentrations tested.
Alkaloids were found in all the extracts used.

Key words: staphylococcal infections; Rubiaceae; drug synergy.
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Introduccion

La medicina herbaria se basa en el uso terapéutico de las plantas medicinales como
suplentes de los productos farmacéuticos de origen sintético o en combinacion con
estos.) Seguin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los medicamentos herbarios
comprenden las hierbas, el material herbario, las preparaciones herbarias y los productos
herbarios acabados que poseen como principios activos, partes de plantas u otros
materiales vegetales. Su uso estd bien establecido y extensamente reconocido como
inofensivo y eficaz.®

El empleo de extractos vegetales con actividades bioldgicas ha tenido gran alcance a lo
largo de los afios, y se encuentran en ellos propiedades antiinflamatorias,
antiespasmaddicas, antihelminticas, analgésicas, insecticidas, antifingicas, antioxidantes,
antibacterianas, entre otras.®) Ademas, se ha relacionado en varios estudios el contenido
de metabolitos secundarios de las plantas con las propiedades antioxidantes vy
antibacterianas que estan poseen.®

Las infecciones més frecuentes en humanos son causadas por bacterias como Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella, Campylobacter y Shigella. Estos
microorganismos constituyen un problema de salud, asi como econémico, por lo facil de
su propagacion.® La resistencia bacteriana ha venido en aumento en los Ultimos afios.
Muchos de los problemas que ocasiona a nivel internacional se debe a la propagacion de
algunas cepas resistentes a multiples farmacos.® La resistencia es una causa importante
de morbilidad, mortalidad y costos para el sistema de salud.”? Numerosos informes
destacan la necesidad de un menor y mejor uso de antibacterianos, un mejor control de
infecciones y el desarrollo de nuevos agentes.®

Los datos obtenidos a traves de este estudio son de interés para la region latinoamericana,
ya que no se tenia reportes de la posible actividad de las plantas Uncaria tomentosa,
Coffea arabica y Morinda citrifolia bajo las condiciones climéticas de las zonas del
territorio costarricense de donde se obtuvieron las muestras, y donde se presentan
condiciones climaticas particulares. El estudio de este tipo de muestras vegetales es de
interés ya que permite hacer un mayor aprovechamiento de los recursos con fines
practicos en busca de mejorar el alcance del arsenal terapéutico con el que se cuenta
actualmente.

Son pocas las especies vegetales que son ampliamente empleadas como plantas

estimulantes o medicinales, aunque muchas de las especies contienen alcaloides y otras
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sustancias con efecto medicinal.®) Las plantas Uncaria tomentosa, Coffea arabica y
Morinda citrifolia, que se conocen popularmente como ufia de gato, café y noni,
respectivamente, pertenecen a la familia de las Rubiaceas. La diversidad de esta familia
todavia no estd completamente estudiada. Por tal motivo, la investigacion tuvo la
finalidad de caracterizar la fitoquimica y la actividad sobre Staphylococcus aureus de
extractos de Uncaria tomentosa, Coffea arabica y Morinda citrifolia.

Métodos

Recolecta e identificacion
El material vegetal se recolect6 en tres zonas de Costa Rica y para su identificacion un
ejemplar de cada especie se compard con muestras del Herbario Nacional. Uncaria
tomentosa CR254451 se obtuvo en Nicoya, Guanacaste, latitud 10,1034154 y longitud -
85,4153082, Coffea arabica CR264981 en San Pablo, Heredia, latitud 9,9917787 y
longitud -84,0994794 y Morinda citrifolia CR146702 en Parrita, Puntarenas, latitud
9,309310 y longitud -84,193290.

Preparacion de los extractos

Se recolectaron las hojas de las plantas Uncaria tomentosa, Coffea arabica y Morinda
citrifolia y se almacenron por cinco dias. Se sometieron a secado a 45 °C por 5 hy se
tritur6 manualmente para el proceso de maceracion. Para cada planta se realizaron dos
maceraciones: una con alcohol absoluto (etanol 96 %) y la otra con una mezcla de hexano-
etanol 96 % en proporcién 7:3 por 72 h a temperatura ambiente.

Las soluciones se filtraron, se concentraron a sequedad entre 45y 60 °C y los remanentes
se redisolvieron en etanol para obtener soluciones de concentracién conocida.*? A los
extractos de hexano-etanol 7:3 se les efectud un proceso de desengrase con etanol puro.
Luego, fueron concentrados nuevamente en el rotavapor para después redisolverse y
obtener concentraciones conocidas. A partir de los extractos “madre” Se prepararon
extractos al 0,1 %, 1 1 %, al 5 % y al 10 %, tanto de alcohol absoluto como de hexano-
etanol 7:3.

Las pruebas realizadas para el tamizaje fitoquimico fueron la reaccion de Shinoda, con
cloruro férrico 1 %, la solucion de gelatina, la adicion de alcali (NaOH 20 %) y con el

reactivo de Dragendorff.
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Cribado de actividad antimicrobiana
Se utiliz6 la cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) para evaluar la actividad
antimicrobiana de los extractos preparados. Se cubrié el cultivo original con papel
parafina y se almacend en refrigeracion a una temperatura aproximada de 4 °C hasta un
dia antes de llevar a cabo la evaluacion de la actividad antimicrobiana.?
El efecto antimicrobiano de los extractos se evalu6 mediante la técnica de difusion en
agar. Se realizo la preparacion del in6culo segin la metodologia descrita por Gamazo
(2005).1112) Se preparo el estandar de McFarland y se midi6 la absorbancia de éste a 625
nm, como confirmacion de que se encontraba entre 0,08 y 1,0 para compararlo con la
turbidez del inéculo.®®
Se aplico el indculo en placas de agar Miller-Hinton.*) Se prepararon discos de papel
filtro de 6 mm de didametro, se impregno con el extracto y se coloco sobre la superficie de
las placas, de manera que en cada una hubiera 6 discos, (1 % ufia de gato, 1 % café, 1 %
noni, mezcla de las tres plantas al 1 % (sinergismo), control negativo y control positivo).
Asi mismo para las concentraciones de 5y 10 %. Las placas se sellaron y se incubaron a
37 °C por 24 h.® Este proceder se realizo por triplicado.
Se utilizé gentamicina (10ug) como control positivo y como control negativo se usé
etanol al 96 %. Para la lectura de los resultados se midi6 el diametro de los halos de
inhibicion formados con una regla convencional.*®) Estos datos se compararon con los

obtenidos en los controles positivo y negativo.

Analisis estadistico

Los resultados se evaluaron mediante dos pruebas estadisticas: el coeficiente de
correlacion de Pearson y el analisis de varianza (ANOVA) de un factor, complementado
con la prueba post hoc de Tukey. El primero se calcul6 con el objetivo de determinar el
grado de correlacion lineal entre el halo de inhibicidn y la concentracion del extracto
vegetal y la significancia de la misma.®”

ElI ANOVA vy la prueba de Tukey se aplicaron para comprobar si los diametros de
inhibicién producidos por una concentracion en particular diferian significativamente de
aquellos producidos por otra concentracion o por un estandar.t®) Se realizaron tres
analisis de varianza, uno por cada concentracion donde se incluian los extractos de
alcohol absoluto y de hexano-etanol 7:3, los sinergismos para estos y los controles

positivo y negativo.
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Todas las pruebas se realizaron con el software IBM SPSS Statistics version 22. Los datos
se expresaron como mediatdesviacion estandar y la diferencia entre dos medias fue

considerada como significativa cuando p<0,05.

Resultados

El porcentaje de rendimiento posterior al desengrase de los extractos fue para Uncaria
tomentosa en el extracto de alcohol absoluto de 3,40 % y en hexano-etanol 2,32 %. Para
Coffea arabica en alcohol absoluto 2,33 % y en hexano-etanol 1,78 %. Para Morinda
citrifolia alcohol absoluto 4,67 % y en hexano-etanol 1,64 %.

En la tabla 1 se muestra los resultados obtenidos en los ensayos fitoquimicos que

determinan la presencia de metabolitos secundarios en los distintos extractos.

Tabla 1 - Ensayos para la determinacién cualitativa de metabolitos secundarios presentes en los

extractos de Uncaria tomentosa, Coffea arabica y Morinda citrifolia

Extractos de alcohol absoluto

Concentracion Shinoda FeCls Solucién NaOH Dragendorff

(%) 1% gelatina 20 %
Uncaria 0,1 - - - - +
tomentosa 1 - + + + +
5 - + + + +
10 - + + + +
Coffea 0,1 - - - - +
arabica 1 - + + - +
5 - + + - +
10 - + + - +
Morinda 0,1 - - - - +
citrifolia 1 - + + + +
5 - + + + +
10 - + + + +

Extractos de hexano-etanol 7:3
Concentracion Shinoda FeCls Solucion NaOH Dragendorff

(%) 1% gelatina 20 %
Uncaria 0,1 - - - - +
tomentosa 1 - + + + +
5 - + + + +
10 - + + + +
Coffea 0,1 - - - - +
arabica 1 - + + + +
5 - + + + +
10 - + + + +
Morinda 0,1 - + + - +
citrifolia 1 - + + + +
5 - + + + +
10 - + + + +

-1 ausente; +: presente.
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En la tabla 2 se presentan los resultados para la actividad antibacteriana en los extractos

de Uncaria tomentosa, Coffea arabica y Morinda citrifolia.

Tabla 2 - Actividad antibacteriana en los extractos de Uncaria tomentosa, Coffea arabica y

Morinda citrifolia

Extractos de alcohol absoluto

Concentracion 1 halo 2 halo 3 halo Promedio SD
(%) inhibicién inhibicion inhibicién
(mm) (mm) (mm)

Uncaria 1 9 6 8 7,67 1,53
tomentosa 5 8 9 9 8,67 0,58
10 8 12 9 9,67 2,08
Coffea arabica 1 9 6 9 8 1,73
5 12 11 9 10,68 1,53
10 8 10 11 9,67 1,53

Morinda citrifolia 1 10 9 8 9 1

5 9 9 9 9 0
10 7 8 8 7,67 0,58
Uncaria+Coffea+ 1 9 8 9 8,67 0,58
Morinda 5 9 8 9 8,67 0,58
10 13 13 7 11 3,46

Extractos de hexano-etanol 7:3
Concentracion 1 halo 2 halo 3 halo Promedio SD
(%) inhibicién inhibicion inhibicién
(mm) (mm) (mm)

Uncaria 1 8 9 9 8,67 0,58
tomentosa 5 8 9 8 8,33 0,58
10 8 9 9 8,67 0,58
Coffea arabica 1 0 9 9 6 5,20
5 8 9 9 8,67 0,58
10 9 0 9 6 5,20

Morinda citrifolia 1 8 8 8 8 0
5 8 9 9 8,67 0,58
10 8 9 8 8,33 0,58
Control negativo Alcohol 96 % 22 22 24 22,67 1,15
Control positivo 10 ug 8 9 8,33 0,58

Uncaria+Coffea+ 1 9 8 10 9 1
Morinda 5 7 9 9 8,33 1,15

10 8 9 7 8 1

En la tabla 3 se presenta el analisis estadistico mediante una regresion lineal para los

extractos al 1, al 5y al 10 %.

Tabla 3 - Resultados de regresion lineal para los extractos al 1, al 5y al 10 %

Coeficiente de

Extracto evaluado Pearson Valor p
Uncaria tomentosa baja polaridad 0,20 0,96
Coffea arabica baja polaridad 0,22 0,96
Morinda citrifolia baja polaridad 0,26 0,51
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Uncaria tomentosa polar 0,55 0,13
Coffea arabica polar 0,36 0,33
Morinda citrifolia polar 0,68 0,04
Sinergismos baja polaridad 0,42 0,26
Sinergismos polares 0,49 0,18

Dentro de los resultados de esta investigacion se pudo observar que durante la
maceracion, por ser un método que requiere mucho tiempo para lograr resultados
significativos, y al realizar otros procesos de separacion, se puede comprometer la pureza
del extracto.®® Al momento de seleccionar sustancias para evaluar actividad bioldgica,
la extraccion del material vegetal debe realizarse con agua o con una solucion isoténica
(NaCl 0,9 %).

Es comun hacer la extraccion con solventes organicos de punto de ebullicion bajo y de
baja reactividad (alcohol, acetato de etilo). En ocasiones conviene desengrasar el material
vegetal con éter de petréleo 0 hexano. No obstante, el alcohol es generalmente mas eficaz
para recuperar la mayoria de los metabolitos secundarios. En la obtencion de los extractos,
tanto polares como de baja polaridad, se puede observar que los porcentajes de
rendimiento no superan el 10 %, lo cual es esperable por el tipo de matriz con la que se
trabaja.

Por otra parte, en los extractos de hexano-etanol 7:3 se encontrd que el de Morinda
citrifolia era el que contenia mas compuestos grasos, y llama la atencion que en los
extractos polares fue esta la que tuvo menos compuestos de menor polaridad. Podria
decirse que muchos de los compuestos grasos retenidos no correspondian a grasa como
tal o que el método de desengrase no fue el mas adecuado.

A traves del este estudio se logro identificar la presencia de alcaloides en todos los
extractos. Estas sustancias se caracterizan porque dentro de los usos terapéuticos que
tienen esta la analgesia. Ademas, se obtuvo los extractos polares y de baja polaridad de
las plantas Uncaria tomentosa, Coffea arabica y Morinda citrifolia. Sin embargo, éstos
no tuvieron actividad antibacteriana, superior al control positivo, sobre Staphylococcus
aureus.

En las regresiones aplicadas a los extractos a diferentes concentraciones, se obtuvo que
no existe una correlacion lineal de importancia entre el grado de inhibicion y las
concentraciones, aunque los datos tuvieron un comportamiento constante. Para los
ANOVA s6lo el control positivo, que en este caso era la gentamicina, fue quien tuvo una

diferencia significativa con respecto al control negativo y era lo que se esperaba para este
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control, ya que era el antibidtico y pues claramente tenia actividad inhibitoria sobre la
bacteria. El extracto de baja polaridad de Coffea arabica al 1 % y el polar de Uncaria
tomentosa tuvieron un efecto similar. Al comparar los extractos con el control negativo,
es Coffea arabica quien tuvo un efecto notable, pero sin superar la actividad del

antibiotico.

Discusion

Dentro de los factores que repercuten tanto en la cantidad como la calidad de los
metabolitos secundarios se tiene: la parte de la planta empleada, la especie, el grado de
madurez y las practicas de cultivo que tienen efecto sobre los niveles de los
metabolitos.®® Seglin Chaves (2019)?? la pulpa de café tiene un efecto antimicrobiano
contra diversas clases bacterianas entre ellas Staphylococcus aureus. Las bacterias
grampositivas resultan ser mas sensibles al efecto antibacteriano del café. Diversos
investigadores presumen que este efecto antimicrobiano se encuentra en los compuestos
que estan presentes en la pulpa del café, principalmente acido quinico, acido malico,
acidos clorogénicos y cafeina. Sin embargo, para esta investigacion la parte con que se
trabajo fueron las hojas, lo cual evidencio6 una diferencia de actividad segun la parte de la
planta utilizada.

El noni es otra de las plantas de la que se conocen algunas de sus propiedades. No
obstante, no hay mucha informacion que respalde la validez de estos atributos.?? Sus
frutos se utilizan cominmente con fines comerciales para la produccién de jugos y
extractos.® Por tanto, es importante estudiar y cuantificar compuestos fitoquimicos con
propiedades medicinales. En el caso sus hojas, existe informacion sobre el uso en forma
de infusiones o decocciones con actividad antioxidante.?® Sin embargo, no hay
investigaciones sobre el uso de residuos de hojas de extractos acuosos como
subproductos.??

En esta investigacion se observo que hubo una diferencia en el extracto polar al 0,1 %
que dio negativo para taninos y a las demas concentraciones. Con los de baja polaridad la
prueba dio positivo para este metabolito secundario.

Los extractos vegetales han sido poco empleados como terapia antibacteriana, por tanto,
es de suponer que las bacterias no han desarrollado mecanismos de resistencia en su

contra, dando la posibilidad de que éstos puedan inhibir el crecimiento de cepas
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bacterianas resistentes y multirresistentes.®® La existencia de mecanismos de resistencia
por parte de S. aureus es una de las posibles razones para que el crecimiento del
microorganismo se viera afectado, la cual se relaciona con la activacion de una sintesis
de la pared celular, con hiperproduccion de proteinas ligadoras de penicilinas,
engrosamiento de la pared y el encarcelamiento de farmacos por hiperproduccion de los
componentes de pared.?® Se obtuvieron extractos polares y de baja polaridad de las
plantas Uncaria tomentosa, Coffea arabica y Morinda citrifolia. Sin embargo, éstos no
tuvieron actividad antibacteriana superior al control positivo sobre Staphylococcus
aureus en ninguna de las diferentes concentraciones utilizadas. Los alcaloides estuvieron
presentes en todos los extractos utilizados.

Es de interés comprobar con otros solventes de extraccion la viabilidad para obtener
soluciones madre con una gama diferente de metabolitos secundarios. El estudio expone
la oportunidad de llevar a cabo pruebas en otras cepas bacterianas para medir el efecto de
los extractos utilizados sobre otros tipos bacterianos.
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