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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antibacteriana y hemoaglutinante de los
extractos obtenidos a partir de Juglans neotropica Diels. Los extractos acuosos y alcohélicos de
flores masculinas, corteza, hojas y fruto se obtuvieron mediante maceracion, posteriormente, se
realizé el tamizaje fitoquimico para determinar los metabolitos secundarios presentes en cada
parte de la especie vegetal. Los extractos alcohdlicos fueron concentrados en el rotavapor y
estos a su vez fueron diluidos para evaluar la actividad antibacteriana de los dos extractos por el
método de Kirby-Bauer en 5 cepas bacterianas Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. La actividad de los
extractos fue comparada con un control positivo: gentamicina y con controles negativos: agua
destilada, etanol al 98% y etanol al 49%. Los extractos acuosos fueron utilizados para evaluar la
actividad hemoaglutinante a diferentes diluciones sobre una solucién de glébulos rojos al 5% de
tres grupos sanguineos O Rh +, A Rh + y B Rh +. Para el andlisis estadistico de la actividad
hemoaglutinante se utilizd6 el modelo UNIANOVA, el cual mostré que existe diferencia
significativa entre los extractos a diferentes diluciones. Los extractos presentaron actividad
frente a los grupos sanguineos, con mayor potencia sobre O y con menor potencia en A RH +,
El extracto de la corteza presentd mayor actividad respecto al extracto de las hojas. Para
actividad antibacteriana se us6 MANOVA el cual mostr6 que existe diferencia significativa
entre los extractos concentrados y diluidos aplicados a cada bacteria, observando que mayor
actividad presentd el extracto concentrado; también se evidencioé que las flores masculinas, fruto
y corteza obtuvieron medias similares al control positivo, presentando una mayor potencia
inhibitoria frente a E. coli y S. aureus y una menor inhibicion en P. aeruginosa y K.

pneumoniae.

Palabras Claves: <PRODUCTOS NATURALES> <NOGAL (Juglans neotropica Diels)>
<TAMIZAJE FITOQUIMICO> <ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA> < Staphylococcus
aureus > <Proteus mirabilis> <Klebsiella Pneumoniae> < Pseudomona aeruginosa >
<Escherichia coli> <ACTIVIDAD HEMOAGLUTINANTE>
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antibacterial and haemagglutinating activity of
the extracts obtained from Juglans neotropica Diels. The agueous and alcoholic extracts of male
flowers, bark, leaves and fruit were obtained by maceration, subsequently, phytochemical
screening was carried out to determine the secondary metabolites present in each part of the
plant species. The alcoholic extracts were concentrated in the rotary evaporator and these in turn
were diluted to evaluate the antibacterial activity of the two extracts by the Kirby-Bauer method
in 5 bacterial strains Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. The activity of the extracts was compared with
a positive control: gentamicin and with negative controls: distilled water and ethanol 98%, and
ethanol and 49%. The aqueous extracts were used to evaluate the haemagglutinating activity at
different dilutions on a 5% solution of red blood cells from three blood groups O Rh +, A Rh +
and B Rh +. For the statistical analysis of haemagglutinating activity, the UNIANOVA model
was used, which revealed that there is a significant difference between the extracts at different
dilutions. The extracts showed activity against blood groups, with higher potency on O and with
lower potency on A RH +. The extract of the bark showed greater activity compared to the
extract of the leaves. For antibacterial activity, MANOVA was used, which presented that there
is a meaningful difference between the concentrated and diluted extracts applied to each
bacterium, noting that the concentrated extract presented greater activity; it was also evidenced
that male flowers, fruit and bark obtained means similar to the positive control, presenting a
higher inhibitory potency with regard to E. coli and S. aureus and a lower inhibition in P.

aeruginosa and K. pneumoniae.

Key Words: <NATURAL PRODUCTS> <WALNUT (Juglans neotropica Diels)>
<PHYTOCHEMICAL SCREENING> <ANTIBACTERIAL ACTIVITY> <Staphylococcus
Aureus> <Proteus Mirabilis> < Klebsiella Pneumoniae> <Pseudomona Coliaginosa>
<Escherichia Coli > < HAEMAGGLUTINATING ACTIVITY >
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INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) mencion6 que, en el afio 2016 se produjeron 56
millones de defunciones en todo el mundo, siendo la tercera causa la presencia de enfermedades
respiratorias con un 6.5 % y la octava causa las enfermedades diarreicas en un 3%. Los agentes
etioldgicos de estas enfermedades son: Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y
Streptococcus pneumoniae, responsables de infecciones respiratorias altas/bajas y Escherichia
coli, Salmonella spp, etc., causantes de infecciones diarreicas. (OMS 2016) (Ritchie, 2019, p.1) Estas
bacterias son promotoras de infecciones leves a graves que son tratadas con diferentes
antibidticos y con el tiempo se han vuelto resistentes haciendo que los antibiéticos dejen de

funcionar en las personas y convirtiéndose en una gran amenaza para la salud publica (OMS 2016)

La segunda causa de muerte en el mundo, es el cancer ocasionando en el afio 2016 una cantidad
de 8,8 millones de defunciones (OMS 2016), es asi que diversos estudios in vitro e in vivo han
establecido el papel importante que juegan las lectinas, en la mediacion de la metastasis en el
cancer y en la apoptosis, siendo muy importante para el anélisis de los eventos bioquimicos para
la estimulacion de los linfocitos, también han demostrado ser herramientas muy Utiles en la
investigacion biomédica utilizandolas para la tipificacion de los grupos sanguineos vy

bacterianos. (Mendoza 2008, pp.21-22)

Por esta razon, el presente estudio se interesa en investigar la capacidad de inhibir o eliminar el
crecimiento de bacterias mediante los extractos de diferentes partes del arbol Juglans
neotropica, como también identificar la posible presencia de lectinas mediante la
hemoaglutinacion en tres tipos de sangre A,B,O Rh+ permitiendo inferir, que de ser una
aglutinina de tipo lectina, uno de los compuesto responsable de esta actividad, podria estar

reconociendo algun carbohidrato de la membrana de los tres grupos sanguineos.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.

Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana y hemoaglutinante de los extractos obtenidos a partir de

los érganos de Juglans neotropica Diels

Objetivos Especificos

Obtener extractos acuosos y alcohdlicos de los 6érganos (corteza, hojas, fruto y flores)
mediante maceracion.

Identificar cualitativamente la presencia de metabolitos en Juglans neotropica a través de la
realizacion de tamizaje fitoquimico.

Evaluar la actividad hemoaglutinante de los extractos acuosos de los 6rganos (corteza, hojas,
fruto y flores) del arbol Juglans neotropica frente a los grupos sanguineos O, A, B (RH +).
Determinar la actividad antibacteriana de los extractos alcoholicos de los drganos (corteza,

hojas, fruto y flores) del arbol Juglans neotropica frente a microorganismos monitores.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Actividad antimicrobiana

Las infecciones han sido durante muchos afios la principal causa de muerte debido a diferentes
microorganismos como virus, bacterias y parasitos. En 1928, inicié una nueva era de la
medicina cuando Alexander Fleming descubri6é casualmente la penicilina en una placa de Petri
contaminada por el hongo Penicillium. Este compuesto natural demostré ser toxico para las
bacterias, pero seguro para el ser humano. El uso de la penicilina permitié salvar cientos de
miles de vidas durante la Segunda Guerra Mundial y tras este descubrimiento se inicié una
busqueda intensa de otros compuestos naturales o sintéticos que pudieran utilizarse para tratar

otros microorganismos patégenos. (OMS, 2016b)

Un agente antimicrobiano es un compuesto quimico, sintético o natural que mata o inhibe el
crecimiento de los microorganismos. Dentro de los agentes que matan los microorganismos se
encuentran los bactericidas, fungicidas y virucidas, estos siempre llevaran en su nombre el
prefijo —cida. Dentro de los agentes que no matan sino solo inhiben el crecimiento de los
microorganismos se encuentran los agentes bacteriostaticos, fungistaticos y virustaticos. Estos
agentes varian de acuerdo a su toxicidad selectiva, aquellos que acttian de forma no selectiva
tienen efectos sobre todo tipo de células, mientras que los que tienen toxicidad selectiva son

atiles para enfermedades infecciosas sin ningun dafio al huésped. (Madigan, et al, 2009, p. 873)

Dentro de los antimicrobianos mas utilizados, se encuentran los antibacterianos que son
denominados antibidticos y segin Mateos, 2014 lo definen como sustancias quimicas
producidas por diferentes especies de microorganismos (bacterias, hongos, actinomicetos) o
sintetizados por métodos de laboratorio que suprimen o inhiben el crecimiento de bacterias que
pueden eventualmente destruirlos. Estos compuestos difieren marcadamente en sus propiedades
fisicas, quimicas y farmacol6gicas, asi como en su mecanismo de accién y espectro

antimicrobiano.



1.1.1. Actividad antimicrobiana de las plantas

Actualmente, el empleo de plantas medicinales estd aumentando debido al conocimiento
ancestral que ha constituido un recurso necesario de curacion de enfermedades, dolencias pues
presentan la capacidad de combatir microorganismos llegando a destruirlos o inhibirlos
empleando directamente la planta o como extracto. En la actualidad, este uso se fundamenta en
numerosos ensayos farmacoldgicos y de laboratorio que han permitido conocer la composicion

quimica avalando la utilizacién de las plantas. (Azuero et al. 2016, p.12)

1.1.1.1. Compuestos quimicos con actividad antimicrobiana en plantas.

Las drogas vegetales presentan una diversidad de sustancias quimicas (metabolitos primarios y
secundarios) de distinta estructura, para cuya determinacién se realiza un tamizaje fitoquimico,
el cual evidencia la presencia de metabolitos secundarios que proceden de rutas biosintéticas

como la ruta del acido shikimico, ruta de los policétidos y ruta del acido mevalonico.

Fenoles y Acidos fendlicos

Proceden de la ruta metabdlica del acido shikimico o del acetato, los fenoles sencillos son
pocos frecuentes mientras que los 4cidos fenolicos pueden ser derivados del &cido
benzoico y del acido cinamico presentan en comun un anillo aromatico con uno o mas
sustituyentes hidroxilos. (Kuklinski, 2009, pp. 94-96 ) Estos compuestos tienen propiedades
bactericidas o bacteriostaticas, dependiendo de la concentracion a la que se use, algunos
compuestos fenolicos actian como fungicidas, su actividad se reduce a un pH alcalino y
por material organico. (Silva, 2013, p. 12)

Flavonoides

Proceden de la ruta metabdlica del acido shikimico y policétidos, se encuentra en todas
las plantas superiores sobre todo en las hojas, flores y fruto; las agliconas son insolubles
en agua y solubles en disolventes organicos como etanol (polar) y éter (apolar), mientras
gue los heterdsidos son solubles en agua y solventes hidroalcéholicos. Existen
compuestos que se relacionan con los flavonoides entre ellos estan las antocianidinas,
catequinas y leucoantocianidinas. Poseen actividades muy diversas como antibacteriano,
antivirico, antimicoético, antiinflamatorio, anti arritmico, diurético y antiespasmaédico.
(Kuklinski, 2009, pp. 106-109)

Taninos

Son un grupo de compuestos hidrosolubles y condensados, entre las principales acciones
terapéuticas son astringentes, cicatrizantes, antisépticos (bactericida y bacteriostatico),

anti fungico y antioxidante.(Kuklinski, 2009, pp. 112,116)



Isoprenoides
Son metabolitos secundarios formados por la ruta del acido mevaldnico, se pueden

encontrar compuestos de estructuras diversas formando mezclas complejas. Se clasifican
de acuerdo al nimero de carbonos y es la siguiente:

Triterpenos

Son compuestos con Czo son muy importantes aquellos que forman parte de las saponinas
y de los heter6sidos cardiotonicos. (Kuklinski, 2009, pp. 127, 131)

Saponinas

Son heterdsidos que se encuentran tanto en vegetales inferiores como superiores son
solubles en el agua como en solventes organicos, presentan propiedades terapéuticas
como tensoactivo, expectorante y antitusivo, poder diurético, cicatrizante, antimicrobiano,

antivirico, antifungico y molusquicida. (Kuklinski, 2009, p. 146)

1.1.2. Clasificacion de los agentes antimicrobianos.

El termino antimicrobiano es el méas aceptado que incluye a los antibidticos y existen diferente
criterios para agruparlos asi por su efecto antibacteriano es decir cuando su accion ejerce al
llegar al foco infeccioso y este penetra en las bacterias por difusion o transporte activo (Mateos,

2014, p.5) dentro de este grupo estan los:

a) Bacteriostaticos si inhibe la multiplicacion y desarrollo de forma reversible las bacterias sin
llegar a matarlas.

b) Bactericidas si tiene un efecto letal produciendo lisis bacteriana con efectos irreversibles.
Dentro de estos grupos se encuentran los antibidticos (tabla 1-1) que actla preferentemente de

una forma u otra dependiendo hacia que microorganismo actua. (Picazo, et al, 2016, p. 42)

Tabla 1-1: Clasificacion de los agentes antimicrobianos segun su efecto bacteriano

BACTERICIDAS BACTERIOSTATICO
Beta-lactamicos Tetraciclinas
Glucopéptidos Macrolidos
Aminoglucdsidos Cloranfenicol
Quinolonas Sulfamidas

Fuente:(Grau, S. Alvarez, F. Campany, 2012, p.166): Antimicrobianos
Realizado por: Moyon Lesly, 2020



También se pueden clasificar de acuerdo a su mecanismo de accion (tabla 2-1):

¢ Inhiben la sintesis de la pared celular: tiene habitualmente un efecto bactericida y se da en
tres procesos.
¢ Inhiben la sintesis proteica: es decir se da la inhibicion de la traduccion del material genético
de la bacteria actuando sobre el ribosoma 30s 0 50s.
¢ Inhibicidn de la sintesis de los acidos nucleicos: Actlian sobre las enzimas responsables de la
transcripcién y traduccion del ARN. (Paredes y Roca, 2014, p.118)
Tabla 2-1: Clasificacion de los antimicrobianos segin su mecanismo de accion.

Penicilinas

Cefalosporinas

I. Inhibicion de la sintesis de la pared celular Vancomicina

Fosfomicina

Bacitracina

Cloranfenicol

Tetraciclina

I1. Inhibicion de la sintesis proteica Aminoglucdsidos

Lincomicinas

Eritromicina

Quinolonas

_ L L. . Sulfonamidas
I11. Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos

Rifampicina

Trimetropin

Fuente:(Paredes y Roca, 2014, p.118): Acci6n de los antibiéticos.
Realizado por: Moyon Lesly, 2020

1.1.2.1. Resistencia de las Bacterias a los antimicrobianos

Segln Alos, J 2014 define la resistencia bacteriana a los antibioticos como la capacidad de una
bacteria para sobrevivir a concentraciones de antibiético que inhiben/matan a otras de la

misma especie.

Los antibidticos han salvado millones de vidas pero al poco tiempo después que se introdujo la
penicilina en la practica clinica la gran mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus eran
sensibles, actualmente lo son menos del 5-10%. De la misma manera cuando se introdujo la
cefotaxima a principios de la década de los ochenta del siglo xx todas la cepas de Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae eran sensibles; hoy son resistentes el 13 y el 16%, respectivamente

segun estudios. Las fluoroquinolonas a finales de la década de los ochenta practicamente todas
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las cepas de E. coli eran sensibles; hoy son resistentes el 34%. El problema se agrava por los
escasos recursos que dedica la industria farmacéutica a la investigacién en antibi6ticos, lo que
ha resultado en pocos con nuevos mecanismos de accién y que sean diferentes en los Gltimos
afios. Ese desinterés se debe a varias cosas, que pueden resumirse en la poca rentabilidad de este
grupo de farmacos en comparacion con otros usados en terapia de enfermedades crénicas como
la diabetes donde se han incorporado farmacos muy caros. (Alés, 2015, p. 693)

La lucha contra la resistencia a los antibiéticos reviste alta prioridad para la OMS. La Asamblea
Mundial de la Salud aprob6 en mayo de 2015 un plan de accion mundial sobre la resistencia a
los antimicrobianos y antibidticos cuya finalidad es asegurar que se pueda seguir previniendo y

tratando enfermedades infecciosas por medio de farmacos eficaces y seguros. (OMS 2018)

1.1.2.2. Mecanismo de resistencia de las bacterias a los antimicrobianos.

Las bacterias para evitar que la destruyan disminuyen o evaden la presencia del antibi6tico en su
interior ya sea modificando su permeabilidad, alterando su mecanismo de transporte activo en la
membrana celular o generando mecanismos de eliminacion activa del antibidtico. La resistencia

puede ser:

a. Natural o intrinseca: es la que presenta algunas especies bacterianas de forma preestablecida

en funcion de sus estructuras y son conocidas de antemano.

b. Adquirida: Surgen a lo largo del tiempo en bacterias que eran sensibles dando lugar a fallos
en el tratamiento terapéutico este tipo de resistencia se le debe por la mutacion genética

producida por generaciones. (Picazo, et al, 2016, pp. 51-55)

» Producciéon de enzimas por parte de las bacterias modificando la estructura del
antibidtico e inactivandolo por ejemplo las betalactamasas que destruyen el anillo
betalactamico de las penicilinas y cefalosporinas, o las fosforilasas y acetilasas que
inactivan a los aminoglicésidos.

= Cambios en los puntos de unién para los antibiéticos, evitando asi que el antibiotico
pueda ejercer su accion sobre la bacteria; por ejemplo el estafilococo meticilino
resistente SARM, el pneumococo penicilino resistente y el enterococo multirresistente.

= Alteraciones en la penetracion ocasionando que el antibiotico no pueda llegar a su diana

ya sea por falta de difusion o disminucién de porinas. (Picazo, et al, 2016, pp. 51-55)



1.1.3. Métodos para la determinacion de actividades antimicrobianas.

Diferentes métodos pueden ser usados para determinar in vitro la susceptibilidad de bacterias
ante agentes microbianos, pero estos no se basan en los mismos principios, permitiendo que los
resultados sean influenciados por el método seleccionado, los microorganismos usados y el

grado de solubilidad de cada compuesto evaluado. (Ramirez y Marin, 2009, p. 263)

1.1.3.1. Método de difusién o método de Kirby-Bauer

La prueba de difusién por disco ha sido utilizada por mas de 70 afios en los laboratorios de
microbiologia. Alexander Fleming utilizé una variante de esta técnica cuando trabajaba con la
penicilina en los afios cincuenta. Los doctores Bauer, Kirby, Sherris y Turck probaron
minuciosamente todas las variables involucradas en el proceso, tales como los medios de
cultivo, la temperatura y el espesor del agar y es asi como en 1966, ellos publicaron su estudio
describiendo la prueba que se usa en la actualidad. (Coyle et al. 2016, p.39)

Este método es altamente reproducible y se fundamenta en determinar cuantitativamente, el
efecto de un conjunto de sustancias, ensayadas individualmente, sobre las cepas bacterianas
aisladas en un agar estandarizado (McFarland) determindndose mediante un halo de inhibicion
de crecimiento en la superficie de una placa de agar, y el método esta disefiado especificamente
para bacterias de crecimiento rapido como los Staphylococcus sp. o los integrantes de la familia

Enterobacteriaceae. (Ramirez y Marin 2009).

1.1.3.2. Método de suspension directa de colonias McFarland

El método de suspension directa de colonias se lo realiza mediante el patron de McFarland el
cual proveerd resultados precisos para obtener suspensiones estandarizadas de
microorganismos. Es un patron de turbidez de una concentracion 0,5 M el cual es la
equivalencia de aproximadamente 1,5 X 10 ® UFC/ml). Este patrn se prepara afiadiendo acido
sulfarico a una solucion acuosa de cloruro de bario que procede la formacién de un precipitado
de sulfato de bario suspendido. Las suspensiones ajustadas deben utilizarse como indculo dentro

de los 15 minutos siguientes. (Coyle et al. 2016, p.39)



1.1.4. Infecciones Bacterianas

Una infeccion es considerada como la multiplicacion de microorganismos patégenos (bacterias)
dentro del organismo. Dentro de las caracteristicas de las bacterias para ocasionar dafio al ser
humanos esta el potencial de ser transmisibles, su adherencia e invasion a la célula y tejidos del
hospedador, su toxigenicidad y capacidad para evadir el sistema inmunitario, todo esto provoca
la aparicion de los signos y sintomas de la enfermedad sin embargo muchas infecciones
producidas permanecen ocultas y asintomaticas. (Brooks, et al., 2011, p.145)

Las infecciones han sido durante muchos afios la principal causa de muerte debido a diferentes
microorganismos como virus, bacterias y parésitos. En 1928, inicié una nueva era de la
medicina cuando Alexander Fleming descubrié casualmente la penicilina en una placa de Petri
contaminada por el hongo Penicillium. Este compuesto natural demostro ser toxico para las
bacterias, pero seguro para el ser humano. El uso de la penicilina permitié salvar cientos de
miles de vidas durante la Segunda Guerra Mundial y tras este descubrimiento se inici6 una
busqueda intensa de otros compuestos naturales o sintéticos que pudieran utilizarse para tratar

otros microorganismos patdgenos recibiendo el nombre de antibidticos. (OMS, 2016b)

1.1.4.1. Bacterias

Las bacterias son organismos microscopicos, procariotas, unicelulares que se reproducen por
division asexual, presentan mecanismos propios para la produccion de energia usado para su
crecimiento y desarrollo, la gran mayoria tienen una vida libre, la membrana que los rodea es
compleja, la pared celular Gram negativa con una delgada capa de peptidoglucano y la pared

celular Gram positiva presenta una capa gruesa de peptidoglucano (Murray, et al, 2009, p.4)

Existen tipos diferentes de bacterias que pueden vivir en todos los ambientes del mundo y
muchas de estas también viven en el cuerpo de los humanos o de los animales sin causar ningdn
dafio y siendo Utiles para las personas. Sin embargo existen también otras bacterias que son
perjudiciales y son conocidas como patdgenas las cuales producen sustancias nocivas (toxinas)

Ilegando a invadir los tejidos.

Las bacterias patogenas a pesar de ser tratadas con antibidticos son capaces de defenderse
mediante varios mecanismos volviéndose cada vez mas resistentes a los tratamientos lo que ha
provocado uno de los problemas de salud publica méas apremiantes en el mundo, puesto que las
infecciones que antes se trataban féacilmente con antibiéticos se han ido convirtiendo en

peligrosas provocando incluso a la muerte. (CDC, 2015, p. 2)



Entre las bacterias que causan la mayoria de infecciones comunes y que actualmente se estan
volviendo resistentes a uno o varios antibiéticos son las que ocasionan infecciones del tracto
urinario, digestivo, infecciones cuténeas, infecciones del torrente sanguineo, neumonias y
diarreas.

La clasificacion de las bacterias por una primera propuesta se basa en la tincion de su pared es

decir se puede tefiir color rosa (Gram negativas) o color morado (Gram positivas). (Picazo, et al,
2016, p.17)
Las bacterias Gram positivas estdn formadas por peptidoglucano o mureina un polimero de

azlcares y aminoacidos.
Las bacterias Gram negativas presentan una capa de peptidoglucano muy delgada,

exteriormente presente la capa de mureina y una membrana bilaminar. (Picazo, et al, 2016, pp. 23-26)
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Figura 1-1: Estructura de la pared bacteriana de los Gram positivos y negativos.
Fuente: Vilchez, H. 2010

1.1.4.2. Staphylococcus aureus.

Son bacterias esféricas de aproximadamente 1 um de didmetro y estan dispuestas en racimos
irregulares, son anaerobios facultativos; es decir, pueden crecer aerobia y anaerobiamente, es el
agente mas virulento en el ser humando. Las colonias de esta bacteria son doradas como
consecuencia de los pigmentos carotenoides que se forman durante su crecimiento, es la Unica
especie que produce en la persona la enzima coagulasa. Presenta once serotipos de los cuales el
5y 7 son los responsables de la mayor parte de infecciones humanas. La capsula protege a las
bacterias al inhibir la fagocitosis de estos microorganismo por los leucocitos
polimorfonucleares. Causan enfermedades mediante la produccion de toxinas o mediante la

invasion directa y destruccion de los tejidos. Las manifestaciones clinicas de algunas
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enfermedades se deben a la actividad de la toxina como sindrome de piel escaldada,
intoxicacion alimentaria y sindrome de shock, mientras que otras afecciones por consecuencia
de proliferacion estas infecciones cutaneas, endocarditis, neumonia, empiema, osteomielitis y

artritis séptica. (Murray, et al, 2009, pp.209-219)

1.1.4.3. Escherichia coli

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae son bacilos Gram negativos de tamafio 1-6 um y es el
miembro mas frecuente e importante de género Escherichia. Se encuentran de forma universal
en el suelo, agua y vegetales y son parte de flora microbiana normal de los seres humanos;
ocasionan infecciones oportunistas y se convierten en patdégenas cuando adquieren genes con

factores de virulencia presentes en plasmidos, bacteriéfagos.

Este microorganismo se asocia a multiples enfermedades como la gastroenteritis, infecciones
extra intestinales, urinarias (ITU), meningitis neonatal y sepsis y algunos serotipos son capaces
de producir colitis hemorréagica provocando deshidratacion aguda, diarrea infantil, diarrea del

viajero. (Murray, et al, 2009, pp.301-307)

1.1.4.4. Klebsiella pneumoniae

Son cocobacilos Gram negativos inmdviles que en el afio 1882 produjo la neumonia lobular
presentan un tamafios de 0.5-1,5 um, posee una capsula doble, muy a menudo son confundidos
con los diplococos del neumococo. Se desarrollan facilmente en todos los medios de cultivo y
se presentan como colonias blanco-grisdceas de tamafio pequefio con aspecto mucoso

semiliquido. (Paciel et al. 2011, pp. 4-5)

Estas bacterias son causantes de infecciones intrahospitalarias a pacientes inmunodeprimidos
especialmente presenta manifestaciones clinicas como infecciones respiratorias como neumonia

Infeccion del tracto urinario, infecciones de tejidos blandos, infecciones de herida quirdrgica.

1.1.4.5. Proteus mirabilis

Es un bacilo gram negativo, facultativamente anaerdbico causante de las infecciones urinarias
una enfermedad frecuente debido a que causa grandes cantidades de ureasa, que escinde la urea
en didxido de carbono y amonio proceso que eleva el pH urinario, precipita el magnesio vy el
calcio en forma de cristales provocando los céalculos renales, produce hasta seis tipos de

fimbrias que se adhieren al urotelio. (Murray, et al, 2009, pp. 313-314)
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1.1.4.6. Pseudomonas aeruginosa.

Son bacilos Gram negativos que estan rodeados de una envoltura polisacarido, es un patégeno
ubicuo, oportunista y bastante persistente en el medio ambiente. Esta bacteria tiene forma de
baston aproximadamente de 0,5-1 pm in didmetro y de 1,5-5 pum de largo. Cuentan con un
flagelo polar que le confiere la motilidad necesaria. Estas tienen 3 tipos de colonias rugosa, lisa
y mucoide, produce pigmento piocianina que es fluorescente color verdosa de olor aromatico
dulzon. En estado vegetativo son mas resistentes que otras bacterias por lo general son sensibles
a los fenoles, sales de plata, acido acético. Estan distribuidos ampliamente sobre el suelo agua,

plantas y animales; colonizan zonas humedas como el perinég, axilas y 0ido. (Paz Zarza et al. 2019,
pp. 180-181)

Se encuentra entre los microorganismos que con mayor frecuencia producen infecciones
intrahospitalarias a pacientes inmunodeficientes, es el primero en neumonias, el tercero en ITU
y primera causa de infeccion invasiva en pacientes quemados. Dentro de las manifestaciones
clinicas mas importantes estan las infecciones de las vias respiratorias, infecciones urinarias,
osteoarticulares, oculares, éticas, cutaneas, bacteriemia, endocarditis, infecciones meningeas y

gastrointestinales. (Picazo, et al, 2016, pp. 140-145)

1.2. Actividad hemoaglutinante

A finales del siglo XIX, se encontrd la presencia en la naturaleza de proteinas que tenian la
capacidad de aglutinar eritrocitos. Estas proteinas fueron llamadas hemaglutininas o
fitohemaglutininas, porque fueron encontradas originalmente en algas. (Reyes y Gallegos 2011)
El primer trabajo realizado con el proposito de detectar la presencia de sustancias aglutinantes
de eritrocitos humanos en algas, lo realizaron Boyd y colaboradores en 1966 donde reportaron
las propiedades hemaglutinante de extractos de algas de Puerto Rico, encontrando que 20

especies aglutinaban eritrocitos de los grupos sanguineos O, Ay/o B. (Lopez, Farifias y Amaro 2011)

La hemoaglutinacion (HA) es la unién de los eritrocitos por las lectinas que son producidas por
ciertos organismos como virus, bacterias, hongos y plantas. El resultado visible es un patrén

formado en el fondo del pozuelo por los eritrocitos unidos por la hemaglutinina (lectina). (IPK,
2013, p.45)
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1.2.1. Tipos de Reacciones de aglutinacion seguin Cepeda 2017:

o Neutralizacion: mediante anticuerpos especificos se pueden neutralizar toxinas, virus o
enzimas. Los anticuerpos neutralizantes requieren un solo tipo de combinacion con el

antigeno para poder actuar

o Precipitacién: la reaccidn de precipitacion ocurre cuando se combina un anticuerpo por lo
menos divalente, con un antigeno soluble y esto conlleva a la formacion de agregados que

precipitan.

e Aglutinacion: cuando un antigeno articulado reacciona con su anticuerpo especifico
(divalente por lo menos) se observa la formacion de grumos a agregados que precipitan
esto se conoce como aglutinacion en estas reacciones el determinante antigénico esta

sobre la superficie de una particula o de una célula.

1.2.2. Lectinas vegetales.

Entre el elevado nimero de sustancias con propiedades bioactivas, se cuenta cominmente con
las lectinas que son proteinas o glicoproteinas (Figura 2-1) capaces de aglutinar células
glicoconjugados, ademas, las lectinas presentan un sitio de reconocimiento a carbohidratos, no

poseen actividad enzimética y no son producto de una respuesta inmune. (Cepeda, 2017, pp.10-14)

=
e

Figura 2-1. Estructuras tridimensionales en lectinas vegetales
Fuente: (Mendoza 2008) Lectinas
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1.2.2.1. Aplicaciones terapéuticas de las lectinas.

Las lectinas pueden tener diversas funciones muy Utiles en la inmunohematologia asociadas con
transfusiones de sangre, debido a la identidad que presentan ante los azlcares especificos en la
membrana de los eritrocitos clasificados como grupos sanguineos A, B y O. Poseen efecto
protector frente a ciertos microorganismos, otros ayudan al reconocimiento y eliminacion de
glicoproteinas del sistema circulatorio, asi como de células envejecidas y células tumorales
mediante un proceso de opsonizacion, también ayudan a reconocer y eliminar bacterias debido a

los carbohidratos presentes en su membrana. (Herandez, et al., 2005, p. 22)

1.2.2.2. Implicacién de las lectinas en el cancer.

La vigilancia inmunolégica juega un papel muy importante ante las alteraciones que conllevan a
una serie de mutaciones que producen una proliferacion celular anormal generando
tumoraciones y es a partir de ella que el sistema inmune reconoce y elimina las células
transformadas. Diversos estudios han demostrado que ante la presencia de lectinas existe un
aumento en la actividad fagocitica de granulocitos y en la actividad antitumoral de las células

NK contra células tumorales. (Reyes y Gallegos, 2011, pp. 179-180)

Algunas lectinas pueden activar a la caspasa-8, una proteina esencial en los procesos de
apoptosis, e inducir una muerte celular programada en las células cancerigenas. La induccion de
apoptosis se debe a que la lectina inhibe la sintesis de ADN, ARN vy proteinas en células
malignas, este tipo de respuesta no se observa en células normales, lo cual sugiere un resultado

diferencial en el reconocimiento de una lectina frente a células malignas. (Reyes y Gallegos, 2011,
pp. 180-181)

1.3. Juglans neotropica Diels

1.3.1. Historia

Juglans es un género que se ha distribuido en latitudes que van de los 44° N a 28° S, y desde
hace 56 millones de afios, aparecieron en el continente asiatico las primeras especies (Figura 3-
1) Juglans ailantifolia, J. regia y J. mandshurica. Juglans regia ha sido la mas plantada desde
su aparicion, tanto en el viejo como en el nuevo mundo, por sus frutos altamente alimenticios y
su madera valiosa. Hace 23 millones de afios, surgid el resto de nueces de América conservando
los rasgos fisicos migrando de América del Norte a América Central (México) con la especie J.

olanchana. Dichas especies son nativas 0 endémicas de la vegetacién propia de cada pais,
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encontrandose rasgos similares, aungue con diferencias taxondmicas en sus flores y en la
madera, Entre estas especies estan J. boliviana (Bolivia), J. australis (Argentina) y J.
neotrdpica esta Ultima también estd presente en Per( y aproximadamente en el siglo XV fue

encontrada en Ecuador por el botanico Aleman Friedrich Ludwig Emil Diels. (Vanegas y Roldan,
2018, p.2)
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Figura 3-1. Distribucion del Género Juglans en el mundo.
Fuente: Mallikarjuna et al. 2007

Actualmente, la especie Juglans neotropica Diels (1906) ha sido ampliamente explotada, por lo
gue ha sido categorizada en peligro (EN) segun el libro rojo de plantas maderables, eso se debe
principalmente por la excelencia de su madera y por sus multiples usos ha sido utilizada

indebidamente sin ningln uso técnico. (Rave, et al., 2013, p.2)

1.3.2. Descripcién botanica

Habitualmente alcanza unos 20 m de altura. Es de porte recto, tiene una copa irregular, con
predisposicion a ser proporcionadamente reducida y de ramas gruesas. Las flores masculinas
surgen en las ramas del afio anterior, en las axilas de las cicatrices foliares. Son dispuestas en
espiga y numerosas. Las flores femeninas se sitlan, en grupos de 2 a 4, en el extremo de las
ramas. Los frutos son de drupa redonda, con pedinculo corté y de color pardo a negro. (Ver

figura 4-1) Al romperse el mesocarpio del fruto, queda la semilla con su cubierta caracteristica.
(Alban, 2015, pp. 4-5)
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Figura 4-1. Morfologia de Juglans neotropica Diels.
Fuente: Lesly Moyon.

1.3.3. Nombre comun

Juglans neotropica es conocido como nogal, tocte o cedro negro.

1.3.4. Clasificacion taxonémica

Tabla 3-1. Taxonomia de Juglans neotropica Diels

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fagales

Familia Juglandaceae
Género Juglans

Nombre Juglans neotropica
Cientifico Diels 1906

Fuente: (Ecuadorforestal 2010): Ficha técnica No 2 Nogal
Realizado por: Lesly Moyén, 2019

1.3.5. Usos medicinales.

El aprovechamiento del nogal es integral, muy Util desde sus hojas hasta su fruto de los cuales

se han evidenciado utilidades medicinales, cosméticas y textiles.

Segln conocimientos ancestrales, se usa como antiséptico, hipoglucemiante, cicatrizante de
heridas, antihelmintico, en hipotiroidismo (antiguamente desconocido), problemas de la piel,
sangre, expectorante, alopecia e infecciones de la garganta los cuales eran tratados con

infusiones de las hojas o0 emplastos de las mismas. (Permatree, 2016, p.1)

El pericardio es usado en el ambito textil como colorantes, en la gastronomia en la elaboracién

de platos ricos en omega 3 y su madera es muy codiciada por industrias madereras
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Tipo y disefio de investigacién

Esta investigacion es de tipo y disefio experimental, esta basada en el analisis de la actividad

antibacteriana y hemoaglutinante de Juglans neotropica Diels.

2.1.1. Muestra de andlisis

Extractos alcoholicos y acuosos de Juglans neotropica Diels.

2.1.2. Poblacion de la muestra de estudio

Las muestras en estudio fueron las hojas, fruto inmaduro, flores masculinas y corteza de Juglans

neotropica Diels, perteneciente a la familia Juglandaceae.
2.2. Lugar de investigacion
La investigacion se llevo acabo en el laboratorio de Productos Naturales y en el Laboratorio de

Anélisis Bioquimico y Bacterioldgico de la Facultad de Ciencias en la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo.

2.3. Lugar de recoleccion de la especie vegetal

La especie fue recolectada en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo en la Facultad de

Ciencias, en la provincia de Chimborazo, Ecuador.
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2.4. Materiales, equipos y reactivos

2.4.1. Materiales

Tabla 1-2: Materiales utilizados en cada procedimiento.

PROCEDIMIENTO

MATERIAL

CANTIDAD

Preparacion de los
extractos

Tamizaje fitoquimico

Determinacion de la
Actividad
Hemoaglutinante

Determinacion de la
Actividad
Antibacteriana

Papel aluminio

Frascos ambar esterilizados de 500 ml
Frascos ambar 3 ml esterilizados

Organos de la planta seca
Balones de rotavapor
plastilina
Kitasato
Embudo Buchner
Papel Filtro
mangueras
Tubos de ensayo
Gradilla
Pipetas de 5 ml
Pera de succién
Vasos de precipitacion
Reverbero
Tubos de ensayo
gradillas
vacutainer
Agujas para vacutainer
Tubos con EDTA
torniquete
Algodon
Pipeta automatica 200 uL
Pipeta automatica 1000 uL
Puntas azules
Puntas amarillas
Jeringuillas de 10 ml
Jeringuillas de 3 ml
Baldn de aforo 100 ml
parafilm
Tubos de ensayo
gradilla
Papel absorbente
Aluminio
Cajas Petri vidrio
Asa bacterioldgica
Pipeta automatica 100 uL
Puntas amarillas
Erlenmeyer 100 ml
Erlenmeyer 500 ml
Gasa
Hisopos estériles
Algodon
Mecheros
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Fosforo
Cinta adhesiva
rotulador

Realizado por: Moyon Lesly, 2020

2.4.2. Equipos

Tabla 2-2: Equipos para la preparacion de los extractos.

=

PROCEDIMIENTO EQUIPO FUNCION
Molino Disminucion del tamafio de la
muestra seca.
Preparacion de los Rotavapor Eliminacion lenta y eficiente de
extractos solventes.

Bomba al vacio

Autoclave
Congelador
Tamizaje fitoquimico Extractor de gases
Determinacion de la Centrifuga
actividad
hemoaglutinante Bafio maria
Determinacion de la Céamara de Flujo
actividad antibacteriana laminar
Incubadora
Autoclave

Refrigeradora

Realizado por: Moyo6n Lesly, 2020

2.4.3. Reactivos

Tabla 3-2: Reactivos utilizados.

Filtracion al vacio de los extractos.
Esterilizacion con vapor de agua.
Conservacion de muestras a
temperaturas bajo cero.
Limita la exposicion a gases
producidos por sustancias quimicas
corrosivas.

Separacion de componentes por
movimiento de rotacion.
Incubar muestras en agua a
temperatura constante.
Mantiene la zona de trabajo limpio
libre de particulas.
Mantener cultivos microbiolégicos.
Esterilizacion con vapor de agua.
Conservacion de muestras a
temperatura de 2-6 °C

PROCEDIMIENTO REACTIVOS DESCRIPCION
Agua destilada Solvente para las drogas secas y
Preparacion de los Alcohol potable de limpieza.
extractos Agua mineral

Reactivo Dragendorff
Reactivo de Mayer
Reactivo de Wagner
Reactivo para catequinas
Tricloruro férrico 5%
Acetato de Sodio
Acido clorhidrico
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Ensayo de Dragendorff
Ensayo de Mayer
Ensayo de Wagner
Ensayo de catequinas
Ensayo para compuesto fenélicos

Ensayo de Shinoda



Cloruro de sodio
Cloroformo
Hidroxido de sodio 5%
Anhidrido acético
Acido sulfarico
Alcohol amilico
Sudan |11
Solucién de Ninhidrina 2%
Reactivo de Benedict
Cinta de Magnesio metéalico
Reactivo de Baljet
Agua destilada
Extractos acuosos y alcoholicos
Sangre O Rh +
Sangre A Rh +
Sangre B Rh +
Solucion salina 0.9%
Agua destilada
Extractos acuosos de cada
organo
Solucidn de glébulos rojos
Reactivo anti A
Reactivo anti B
Reactivo anti D
Agar Muller Hinton

Tamizaje
fitoquimico

Determinacion de la
actividad
hemoaglutinante

Determinacion de la
actividad
antibacteriana

Agar Saboraund
Caldo nutritivo
Caldo Miiller Hinton
Acido sulfarico 0.36M
Cloruro de bario 0.048M
Extractos alcoh6licos
concentrado en rota vapor
Alcohol potable
Agua destilada

Cloro

Realizado por: Moyon Lesly, 2020
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Ensayo de Mayer
Ensayo de Borntrager.

Ensayo de Lieberman Burchard

Ensayo de Antocianidinas
Ensayo de Sudan
Ensayo de Ninhidrina
Ensayo de Benedict
Ensayo de Shinoda
Ensayo de Baljet
Ensayo de Espumas y mucilagos

Medio de cultivo sélido para
antibiogramas

Medio enriquecido especifico
para hongos.

Medio de cultivo liquido
universal para microorganismos
Medio de cultivo liquido nutritivo
para microorganismos
Reactivo para preparar el estandar
de Mcfarland
Reactivo para preparar el estandar
de Mcfarland

Limpieza de materiales
Limpieza de materiales y
preparacion de agares.
Limpieza de la zona de trabajo



2.4.4. Microorganismos.

Tabla 4-2: Microorganismos monitores evaluacion de la actividad antimicrobiana.

PROCESO Microorganismo ATCC
Determinacion de la Escherichia coli 25922
actividad Pseudomonas aeruginosa 27853
antibacteriana Staphylococcus aureus 25923
Proteus mirabilis 25933

Klebsiella pneumoniae 2342

Realizado por: Moyo6n Lesly, 2020

2.5. Seleccion de la muestra vegetal

Las muestras fueron recolectadas en el mes de noviembre en la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo de la ciudad de Riobamba y se utilizé como material vegetal las hojas, corteza,
flores masculinas y frutos. En buenas condiciones macroscdpicas sin ningun tipo de dafio o

contaminacion de plagas.

2.6. Acondicionamiento y tratamiento del material vegetal

a) El material vegetal recolectado fue lavado con agua destilada.

b) Se colocé en la estufa con circulacion de aire a 40 °C durante 3 dias en el Laboratorio de
Bromatologia.

¢) Transcurrido el tiempo de secado primero se limpid con alcohol potable el molino, después se

triturd en el molino el material vegetal seco para tener un tamafio pequefio de la muestra.

2.7. Preparacién de extractos vegetales.

Para la preparacion de los extractos alcohdlicos y acuosos se tomé en cuenta una relacion 1:10

en masa: volumen para lo cual se tomé como solvente agua destilada y alcohol.

a) Se procedi6 a pesar en una balanza analitica un peso no mayor a 50 g de las drogas vegetales
y se colocaron en los envases ambar previamente rotulados y estériles

b) Se puso el solvente (agua, alcohol) en una relacién por 10 ml al peso y se cubrid el envase

c) Se dej6 en reposo en un lugar obscuro por dos dias y transcurrido el tiempo se filtr6 al vacio.
d) Una parte del extracto filtrado se dejo para el tamizaje fitoquimico, y la parte sobrante de los
extractos acuosos se colocaron por alicuotas en pequefios envases estériles guardandose en

congelacion para los procesos siguientes.
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2.8. Concentracidn de los extractos alcohdlicos.

La parte sobrante de los extractos alcohélicos se concentraron en el rotavapor a una temperatura
no mayor a 40°C y después se colocaron por alicuotas en envases estériles y se guardaron en

congelacion para los procesos siguientes.

2.9. Tamizaje fitoquimico en extractos alcoholicos.

Para determinar de manera cualitativa los metabolitos secundarios presentes se procedié a
realizar un tamizaje fitoquimico de los extractos acuosos y alcohdlicos de acuerdo a los ensayos

gue corresponden a cada caso.

A continuacidn, se representa de forma esquematica los ensayos utilizados en el tamizaje

fitoquimico de Extracto alcohdlicos.

Extractos Alcohélicos

Alcaloides Cumarinas Quinonas Triterpenos & Esteroides
Ensayo de Dragendorff Ensayo de Baljet Ensayo de Ensayo de Lieberman
Ensayo de Mayer

Borntrager Burchard
Ensayo de Wagner
Saponinas Determinacion Determinacion Determinacion de Compuestos
de Resinas de Catequinas Antocianidinas fendlicos y taninos
Ensayo de Espuma Determinacion Ensayo de FeClg

de Flavonoides

Ensayo de Shinoda

Figura 1-2: Esquema de tamizaje fitoquimico para extractos alcohdlicos.
Realizado por: Lesly Moyén, 2020

2.9.1. Determinacion de alcaloides.

o Ensayo de Dragendorff.

Se tom6 unos 2 ml de los extractos alcohdlicos y fueron colocados en los tubos previamente
rotulados, el solvente fue evaporado en bafio maria y el residuo se redisolvié en 1 ml de HCI
1%, en el caso del extracto acuoso se colocd una alicuota y adiciono 1 gota de 4cido clorhidrico

concentrado, se calentd suavemente y dejo enfriar hasta acidez, luego se afiadié 3 gotas del
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reactivo de Dragendorff y los resultados se reportaran de acuerdo a lo siguiente: opalescencia

(+), turbidez (++) y formacion de precipitado (+++). (Miranda, 2002, pp. 18-22)

o Ensayo de Mayer

Se tomé unos 2 ml de los extractos alcohdlicos y fueron colocados en los tubos previamente
rotulados, el solvente fue evaporado en bafio maria y el residuo se redisolvié en 1 ml de HCI
1%, en el caso de los extractos acuosos se procede de la forma descrita en Dragendorff hasta
obtener la solucion acuosa acida se adiciono una pizca de sal yodada y después de la mezcla se
afiadio 3 gotas de reactivo de Mayer, los resultados fueron reportados de la misma manera que

el ensayo de Dragendorff. (Miranda, 2002, pp. 18-22)

o Ensayo de Wagner

Se tom6 unos 2 ml de los extractos alcohoélicos y fueron colocados en los tubos previamente
rotulados, el solvente fue evaporado en bafio maria y el residuo se redisolvié en 1 ml de HCI
1%, en los extractos acuosos se procedié de la misma manera que los casos anteriores hasta
obtener la solucion acuosa acida y luego se afiadié 3 gotas del reactivo de Wagner y los

resultados se reportaran de acuerdo a el ensayo de Dragendorff. (Miranda, 2002, pp. 18-22)

2.9.2. Determinacion de quinonas

o Ensayo de Borntrager.

Se tomo una alicuota del extracto y se evaporo el solvente en bafio maria luego se re disolvio en
1 ml de cloroformo y se adicioné 1 ml de NaOH al 5%, se agit6 hasta mezclarlo y se dejo en
reposo hasta la separacion de sus fases. Si la fase superior se colorea de rosado (++) 0 rojo

(+++) el ensayo se considera positivo. (Miranda, 2002, pp. 18-22)

2.9.3. Determinacion de triterpenos y/o esteroides

o Ensayo de Lieberman Burchard

Se tomo una alicuota del extracto y se evaporo el solvente en bafio maria luego se re disolvi6 en
1 ml de cloroformo y se adiciond 1 ml de anhidrido acético y se mezcl6. Por el tubo se dejo

resbalar 2 0 3 gotas de H,SO,4 concentrado y para reportar el resultado un ensayo positivo es el
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cambio rapido de coloracién empieza con un rosado a azul reaccion rapida luego verde intenso

menos rapido y verde oscuro — negro final de la reaccion. (Miranda, 2002, pp. 18-22)

2.9.4. Determinacion de flavonoides.

o Ensayo de Antocianidinas.

Se coloco 2 ml de extracto més 1 ml de HCI concentrado y se calentd por 10 minutos. Luego se
dejo enfriar y se adicion6 1 ml de agua y 2 ml de alcohol amilico, se agit6 y se dejé en reposo

hasta separar sus fases. Es positivo si la fase superior presenta una coloracion roja a marrén.
(Miranda, 2002, pp. 18-22)

o Ensayo de Shinoda

Se colocd 2 ml del extracto y se diluyo con 1 ml de HCI concentrado y coloco un pedazo de
cinta de magnesio metalico, se espera 5 min y después de la reaccion se afiadio 1 ml de alcohol
amilico, se mezcla las fases y se deja en reposo hasta separacion, se considera positivo cuando
la fase amilica se colorea amarillo o naranja, carmelita o rojo intenso. Se procede de la misma

manera en el caso de extractos acuosos. (Miranda, 2002, pp. 18-22)

2.9.5. Determinacién de aminoacidos libres o de aminas.

o Ensayo de Ninhidrina.

Se tom6 unos 2 ml de extracto y se mezcld con ninhidrina al 2%, la mezcla se calenté 10
minutos en bafio maria. El ensayo es positivo cuando se desarrolla un color azul violaceo.
(Miranda, 2002, pp. 18-22)

2.9.6. Determinacién de azUcares

o Ensayo de Benedict
Se afadi6 1 ml de extracto y se colocd 2 ml de reactivo Benedict y se calent6 en bafio maria por

5 minutos. El ensayo es positivo si presenta un precipitado rojizo, amarillo o verde. Se procede

de la misma manera para los extractos acuosos. (Miranda, 2002, pp. 18-22)
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2.9.7. Determinacion de compuestos fendlicos y/o taninos

o Ensayo de Cloruro Férrico.

Se tomo una alicuota de extracto alcohdlico al que se le adiciono 3 gotas de una solucion de
tricloruro férrico al 5%. En los extractos acuosos se tom¢ una alicuota a la cual se le afiadid
unas gotas de acetato de sodio y 3 gotas de FeCls al 5% EI ensayo es positivo en tres casos
cuando presenta una coloracion rojo-vino si hay la presencia de compuestos fendlicos en
general, una coloracion verde intensa cuando presenta taninos de tipo pirocatecélicos y una

coloracién azul en caso de taninos tipo pirogalacténico. (Miranda, 2002, pp. 18-22)

2.9.8. Determinacion de grupos lacténicos — cumarinas

o Ensayo de Baljet

Se tomé una alicuota de 2 ml de extracto al cual se le adiciono 1 ml de reactivo de Baljet y se

considera el ensayo positivo la aparicion de coloracion (++) o precipitado rojo (+++). (Miranda,
2002, pp. 18-22)

2.9.9. Determinacién de Saponinas.

o Ensayo de Espumas

Se coloco una alicuota de 2 ml de extracto al cual se le adiciond 10 ml de agua destilada, se
agito fuertemente por 5 minutos y se considera positivo si aparece espuma en la superficie del

liquido y persiste por mas de 2 minutos. (Miranda, 2002, pp. 18-22)

2.9.10. Determinacion de resinas

A una alicuota de extracto colocar 10 ml e agua destilada en el caso del ensayo positivo aparece
un precipitado. (Miranda, 2002, pp. 18-22)

2.9.11. Determinacion de catequinas.

Con un capilar se tomé el extracto y se aplicé sobre papel filtro, y encima de la mancha se
aplicé con otro capilar una solucién de carbonato de sodio y se observa a través de la luz UV y

el ensayo es positivo si aparece una mancha verde carmelita. (Miranda, 2002, pp. 18-22)
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2.9.12. Determinacién de compuestos grasos.

Se coloca una alicuota de extracto se le afiadié 1 ml de Suda Il o Suda IV, Se calent6 en bao
maria hasta evaporar el solvente y se considera positivo cuando aparece gotas o una pelicula

roja en las paredes del tubo. (Miranda, 2002, pp. 18-22)

2.10. Tamizaje Fitoquimico en extractos acuosos.

A continuacién, se muestra los ensayos de caracterizacion fitoquimica en extractos acuosos.

Extractos acuosos

Alcaloides Azucares Polisacaridos Principios amargos y
astrinaentes
Ensayo de Dragendorff Ensayo de Benedict Ensayo de
Ensayo de Mayer Mucilagos
Ensayo de Wagner
. Determinacion Compuestos
Saponinas de Flavonoides fendlicos y taninos
Ensayo de Espuma Ensayo de Shinoda Ensayo de FeCl;

Figura 2-2: Esquema de tamizaje fitoquimico para extractos acuosos.
Realizado por: Lesly Moyén, 2020

2.10.1. Determinacién de saponinas

o Ensayo de espumas

Se colocd una alicuota de 5 ml de extracto se agito fuertemente por 5 minutos y se considera
positivo si aparece espuma en la superficie del liquido y persiste por mas de 2 minutos. (Miranda,
2002, pp. 18-22)

2.10.2. Determinacion de Polisacaridos

o Ensayo de Mucilagos

A una alicuota del extracto se le dejo en refrigeracién de 0 — 5 °C y si la solucion toma una

consistencia gelatinosa el ensayo es positivo. (Miranda, 2002, pp. 18-22)
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2.10.3. Determinacién de principios amargos y astringentes.

Se basa en saborear 1 gota del extracto acuoso y reconocer si €s amargo 0 no. (Miranda, 2002, pp.
18-22)

2.11. Evaluacion de la actividad hemoaglutinante

Para determinar la actividad hemoaglutinante se utilizaron tubos de vidrio 5x0.5 cm de fondo
redondo, una suspensién de glébulos rojos al 5 % con solucion salina de los distintos grupos

sanguineos A, B y O Rh positivo y se sigui6 la siguiente metodologia:

2.11.1. Preparacion de suspension de glébulos rojos 5%

a) Se extrajo una muestra de sangre de cada uno de los grupos sanguineos en un tubo lila con

anticoagulante EDTA.

b) Se coloco la sangre homogenizada en tubos de vidrio 10x1cm limpios y secos y se afiadié 5

ml de solucioén salina al 0.9 %

c) Se centrifug6 a 1000 rpm por 10 minutos, y se descartd el sobrenadante, se vuelve a colocar
la misma cantidad de solucion salina al 0.9 % y se mezclé para proceder a centrifugar y sacar el
sobrenadante nuevamente. Este proceso se repitié por 4 veces hasta que el sobrenadante quede

totalmente transldcido, es decir, que no tenga plasma.

d) Con el pellet de gl6bulos rojos se procedié a medir y preparar una solucién al 5 % utilizando
como solvente solucion salina al 0.9 %, por lo que se hizo los célculos pertinentes de acuerdo a

la cantidad de gldbulos rojos.

2.11.2. Estimacion de la potencialidad de la aglutinacion de los extractos acuosos.

a) Los tubos 5x0.5 cm se rotularon y ordenaron en la gradilla de acuerdo al siguiente orden de
dilucién 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, un blanco y un positivo.

b) A cada tubo ordenado y rotulado se colocd 200 uL de solucion salina.

c) Al primer tubo (1/2) se adiciond 200 uL del extracto acuoso, se mezcl6 hasta homogenizarlo
y de este tubo se tomd nuevamente 200 uL y se coloc6 en el tubo dos (1/4), se homogenizo y se
tom6 200 uL y se coloco en el tubo tres (1/8), se siguid esa misma secuencia hasta llegar al
ualtimo tubo (1/512).
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d) Se coloc6 200 uL de la solucién de glébulos rojos al 5 % en cada tubo hasta la Gltima

disolucion (1/512) y se homogeniza bien.

e) El control negativo se realizd con 200 uL de solucion salina al 0.9 % y 200 uL de solucion de

glébulos rojos al 5 %.

f) El control positivo fue realizado con 200 uL de solucion de gldbulos rojos al 5 % mas 200 uL

de reactivo Anti A, B y D respectivamente para cada tipo de sangre.

g) La gradilla con tubos se dejé reposar en bafio maria por 60 minutos a 37 °C, después del

tiempo se procedié a la lectura de cada tubo con el criterio de mas abajo.

f) Para mejorar la sensibilidad del ensayo de hemoaglutinacion se centrifugaron los tubos a 100

rpm por 10 minutos.
g) Se agit6 suavemente cada tubo y se evaluo el resultado de acuerdo al siguiente criterio:

3+ Abundante Hemoaglutinacion Se forma una masa compacta no se observan
eritrocitos libres

2+ Mediana Aglutinacion Se observa grumos grandes

1+ Leve Aglutinacién Existe floculos muy pequefios un aspecto de arenilla

0  Ausencia de hemoaglutinacion Cuando al agitar se disuelve rapidamente

h) El ensayo se realiz6 para cada tipo de sangre y se efectud por triplicado.

2.12. Determinacion de la actividad antibacteriana en los extractos alcoholicos.

Para determinar la actividad antimicrobiana de los extractos alcohdlicos de los distintos 6rganos

del arbol Juglans neotropica se toma en cuenta los siguientes procedimientos:

2.12.1. Reactivacién de los microorganismos monitores.

a) Los medios de cultivo caldo Miiller Hinton y Caldo Nutritivo se prepararon de acuerdo a las
especificaciones de cada fabricante en agua destilada, luego de eso se procedi6 a auto clavar por
30 minutos a 121 °C y 15 psi.

b) Luego de ese tiempo se sacO y dejo en la cdmara de flujo laminar por unos minutos hasta que

se enfriase y se coloco el agar liquido en tubos previamente esterilizados y rotulados.
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c) Se tomd los microrganismos monitores que se encuentran preservados en tubos pico de flauta
y caldos refrigerados con un asa de platino previamente flameada y se colocd en los tubos

preparados con los medios de cultivo con movimientos suaves y circulares.

d) Se taparon todos los tubos y se procedi6 a incubar por 24 a 48 horas a 37 °C.

2.12.2. Aislamiento de los microorganismos activados.

a) Se preparo el medio de cultivo Agar Nutritivo de acuerdo a las especificaciones del fabricante

se auto clavo por 20 min a 121 °C y 15 psi.

b) Una vez transcurrido el tiempo se sacd y se coloco en la camara de flujo laminar y se dejé

enfriar hasta que el Erlenmeyer soporte la palma de la mano.

c) Se vertié el agar en cajas Petri de vidrio hasta las tres cuartas partes y se dejé enfriar y

solidificar en la camara de flujo lamiar por unos 20 minutos.

d) Con un asa flameada y estéril se tomd la muestra de los tubos con los microorganismos

activados y se procedié a sembrar en el medio sélido con el método de estriado.

e) Se codifico cada caja Petri, se selld y se coloc en la incubadora de forma invertida por 24

horas.

d) Después del tiempo de incubacién observar y en el caso de existir alguna contaminacion se

vuelve a repetir el procedimiento hasta tener colonias puras.

2.12.3. Preparacion del estandar de McFarland.

a) Para preparar el estandar se procedio a realizar una solucion de acido sulfarico al 0.18 M y

una solucion de cloruro de bario 0.048 M.

b) Se le afiadi6 2 ml del H2SO4 0.18 M a 2 ml de la solucién de BaCl2 0.048 M se agitaron y

mezclaron las soluciones.

c) Se tomd una colonia aislada del agar nutritivo con un asa de platino flameada estéril y se

coloco en un tubo con 2 ml de solucidn salina estéril 0.9 % y se mezcl6.

d) La mezcla de los microorganismos fue comparada con el patrén de McFarland el cual dio un

indicativo de 1.5 x 10® UFC por ml® y es usado para determinar la sensibilidad bacteriana.
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2.12.4. Preparacion del medio de cultivo sélido Agar Muller Hinton

a) El agar Muller Hinton se prepard de acuerdo a las especificaciones del fabricante en agua

destilada, luego se autoclavé por 20 min a 15 psi y 121 °C.

b) Luego del tiempo de esterilizacion se llevo a la camara de flujo laminar y se dejo enfriar

hasta que en el Erlenmeyer soporte la palma de la mano.

c) Se coloco el medio en las cajas Petri de vidrio previamente esterilizadas y secas hasta las tres

cuartas partes dando un volumen cercano de 20 ml.

d) Se dejaron reposar en la caja de flujo laminar por unos 15 minutos y se guardaron en

refrigeracién para el uso posterior.

2.12.5. Determinacion de la sensibilidad bacteriana por el método de difusion en discos.

a) Se colocaron todos los materiales ya codificados dentro de la camara de flujo laminar para la

determinacion de la sensibilidad bacteriana.

b) Con hisopos estériles se tomaron los indculos bacterianos preparados con el estandar de

McFarland y se sembraron en el medio s6lido Miiller Hinton.

c) Las placas sembradas se dejaron reposar por 5 minutos, luego de ese tiempo se procedi6 a
colocar los discos de antibiograma en blanco y el disco de antibidtico con una pinza estéril por

la superficie del medio.
d) Sobre cada disco en blanco se colocaron 20 uL de los extractos a evaluar.

e) Se dejaron reposar las cajas por un lapso de 10 minutos y luego se sell6 e incubo en posicion

invertida a 37 °C por 24 horas.

f) Transcurrido el tiempo de incubacion se procedi6 a determinar el crecimiento bacteriano para

lo cual se midio el diametro de cada halo permitiendo ver el efecto bactericida.
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2.12.6. Siembra de Controles positivos y negativos

a) Como control positivo se empled el antibidtico de gentamicina para microorganismo Gram

positivos y negativos colocandoles un disco en cada caja Petri sembrada.

b) Como control negativo se usé 20 uL de agua destilada y para determinar que el solvente

usado no sea el agente bactericida se ocupé etanol potable puro y al 50 %.

c) De igual manera fueron colocados en los discos en blanco y se observd los halos de

inhibicidn después de 24 horas de incubacién.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados del tamizaje fitoquimico

Tabla 1-3: Tamizaje fitoquimico de los extractos alcoholicos de los 6rganos de Juglans

neotropica Diels.

Extractos Flores Hojas Corteza Fruto
Ensayos Masculinas
DETERMINACION DE ALCALOIDES
Dragendorff ++ ++ ++ ++
Mayer ++ ++ ++ ++
Wagner ++ ++ ++ +
DETERMINACION DE QUINONAS
Borntrager - - + +
DETERMINACION DE TRITERPENOS Y/O ESTEROIDES

Lieberman- Buchard + + - +

DETERMINACION DE FLAVONOIDES
Antocianinas + + + +
Shinoda + + + -

DETERMINACION DE COMPUESTOS GRASOS

Sudan ++ + + -

DETERMINACION DE AMINOACIDOS LIBRES O AMINAS

Ninhidrina - - - -
DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES
Benedict + ++ + +
DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y/O TANINOS
Cloruro Férrico Azul Verde intenso Verde intenso Azul
DETERMINACION DE GRUPOS LACTONICAS-CUMARINAS
Baljet - - + +
DETERMINACION DE SAPONINAS
Espumas - - - +

Determinacion de Resinas - - - -

Determinacién de Catequinas + + + -

Realizado por: Lesly Moydn, 2020.
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Los extractos alcohdlicos de cada uno de los érganos del arbol, fueron evaluados bajo los
ensayos correspondientes como se observa en la tabla 1-3. Las hojas evidenciaron la presencia
de triterpenos/esteroides, antocianidinas; la corteza quinonas, antocianidinas y cumarinas y el
fruto quinonas, triterpenos /esteroides, antocianidinas, cumarinas y saponinas. De igual forma,
las flores masculinas, hojas y corteza presentaron catequinas y compuestos grasos; en general
todos los extractos mostraron alcaloides, flavonoides, azucares reductores y taninos de tipo

pirogalotanicos y pirocatec6licos.

Los datos que presenta la matriz concuerda con los estudios realizados por Ruiz et al., 2013 (p.
33), el cual mostr6 que el extracto alcohdlico de la corteza de Juglans neotropica por
cromatografia de capa fina presenta flavonoides. Un estudio de Quiroz, 2013 (p.80) en el que
realiz6 el tamizaje fitoquimico del extracto alcohdlico de las hojas mostré la presencia de
flavonoides, azucares reductores, triterpenos, compuestos fenolicos, catequinas, antocianidinas

y alcaloides, concordando con los resultados obtenidos.

Tabla 2-3: Tamizaje fitoquimico de los extractos acuosos de los drganos de Juglans

neotropica Diels

Extractos Flores Hojas Corteza Fruto
Ensayos Masculinas
DETERMINACION DE ALCALOIDES
Dragendorff + + ++ ++
Mayer + + ++ ++
Wagner + + ++ ++
DETERMINACION DE FLAVONOIDES
Shinoda + + + +
DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES
Benedict + + + +

DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y/O TANINOS
Cloruro Férrico Azul Verde intenso = Verde intenso ~ Verde Intenso
DETERMINACION DE SAPONINAS
Espumas - + + ++
DETERMINACION DE POLISACARIDOS
Mucilagos - - - -

Principios amargos astringentes ++ + + +
Realizado por: Moyén, Lesly. 2020
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Los extractos acuosos fueron evaluados bajo los ensayos pertinentes para este solvente como se
observé en la tabla 2-3. En general todos los extractos presentaron alcaloides, flavonoides,
azlcares reductores, principios amargos astringentes y taninos del tipo pirogalotanicos y

pirocatecolicos. Ademas, en las hojas, corteza y fruto se evidenciaron saponinas.

Los datos que presenta la matriz concuerda con los estudios realizados por Aranda et al, 2017
(p-22) y por Quiroz, 2013 (p.82) en la cual muestra que el extracto acuoso de las hojas presenta

compuestos fendlicos, flavonoides, azlcares reductores y saponinas.

Numerosos estudios quimicos y bioldgicos han demostrado la capacidad antibacteriana que
presentan los fenoles especialmente los flavonoides, sin embargo, los requerimientos
estructurales para determinar exactamente como se efectla esta actividad ain no han sido bien
definidas, aunque hay un acuerdo de que esta relacionada con la cantidad de grupos OH y de los
dobles enlaces en las estructuras, (Modak y Torres 2002) los cuales reaccionan guimicamente con
los sistemas sensitivos de las enzimas y las vuelve cataliticamente inactivas pudiendo
determinar que afectan especialmente a las enzimas que aportan en la sintesis de peptidoglucano

dando de esta manera una actividad bactericida o bacteriostatica. (Saldivar et al. 2003, p.218)

3.2. Resultados de la Actividad hemoaglutinante

Tabla 3-3: Resultados de la actividad Hemoaglutinante de los extractos de Juglans neotropica
Diels.

Grupo Diluciones
sanguineo  Extractos n v, 18 116 132  1/64 1128 = 1/256  1/512

Hojas 3+ 2+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 0
Corteza 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 2+ 1+ 0 0
Flores 3+ 3+ 3+ 3+ 2+ 1+ 0 0 0
Masculinas

O+ Fruto 3+ 3+ 3+ 2+ 1+ 0 0 0 0
Control 3+
positivo
Control 0
negativo
Hojas 3+ 3+ 3+ 2+ 1+ 0 0 0 0
Corteza 3+ 3+ 2+ 1+ 1+ 0 0 0 0
Flores 3+ 3+ 3+ 2+ 1+ 0 0 0 0
Masculinas

A+ Fruto 3+ 3+ 3+ 2+ 1+ 1+ 0 0 0
Control 3+
positivo
Control 0
negativo
Hojas 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 1+ 0 0

B+ Corteza 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ 0
Flores 3+ 3+ 2+ 1+ 1+ 1+ 0 0 0
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Masculinas

Fruto 3+ 3+ 3+ 2+ 1+ 1+ 0 0 0
Control 3+

positivo

Control 0

negativo

Equivalencia: 3+ Abundante hemoaglutinacién, 2+ Mediana hemoaglutinacion, 1+ Leve hemoaglutinacion, 0 ausencia
hemoaglutinacion.

Realizado por: Moyo6n, Lesly. 2020

En la tabla 3-3 se muestra los resultados de la actividad hemoaglutinante de los extractos
acuosos sobre los tres grupos sanguineos. Se utilizd un control positivo y negativo para la
evaluacion de cada ensayo los cuales fueron el reactivo anti A, B, D y agua destilada
correspondientemente; se evidencio que todos los grupos sanguineos aglutinaron para todos los
extractos, mencionando que hubo una menor actividad hemoaglutinante a medida que se bajo la
concentracién del extracto, es decir, la presencia de metabolitos fue disminuyendo. Estos
resultados permiten suponer la posible presencia de aglutinas de tipo lectinas deduciendo que
son especificas para un determinado carbohidrato comdn que esté presente en la membrana de
los eritrocitos las cuales se unen reversiblemente y sin alterar la estructura covalente de los

ligandos glicosidicos. (Lopez, Farifias y Amaro, 2011, p.117)

3.2.1. Analisis estadistico de la actividad hemoaglutinante de los extractos con los diferentes

grupos sanguineos.

Tabla 4-3: Matriz de Anova para la actividad hemoaglutinante con respecto a cada factor

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Actividad Hemoaglutinante

Tl e :
Modelo corregido 506,000 107 4,729 743850800090003;)1060%80(?888 ,000
Interseccion 676,000 1 676,000 1006030303&]8040%60106050001‘gg8 ,000
Extractos 2,444 3 ,815 128l608070805020902030%80?388 ,000
Grupo Sanguineo 3,167 2 1,583 2490505020503020308050%906?888 ,000
Dilciones wso0 o s TR g,
Sl O e o o SIS
E)l(ltlz?:(l:;[)cr)lse: 10,556 24 A40 69182001040708080409020209’888 000
S;II’:L)J 580?323:ineo 11,333 16 708 111410%4;50503090602000302;88 000
E;(rt]g\ucitr?go**erupo 18,444 48 384 604432()3030907()301()003080(3:388 000
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Diluciones

1,373E-27 216 6,357E-30
1182,000 324
Total corregido 506,000 323

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)

Error

Total

Realizado por: Moyon, Lesly, 2020

Se realiz6 un andlisis de Anova, en la cual se pudo identificar que todos los factores e
interacciones presentaron una significancia de p = 0.000, rechazando la hipdtesis nula y
aceptando la hipdtesis alternativa (p<0.05), indicando que existe diferencia significativa en la
variable respuesta (actividad hemoaglutinante) por efecto de los factores aplicados. Notandose

gue cada extracto presento actividad hemoaglutinante frente a cada grupo sanguineo.

Agrupar informacidn utilizanda & métoda de Tukey y una confianza de 95%
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b)Actividad de acuerdo a los grupos sanguineos.

Grafico 1-3: Gréfica de intervalo de confianza de 95% de Tukey de la Actividad

hemoaglutinante
Realizado por: Moyoén, Lesly, 2020

Se determin6 en qué grupos se produce una diferencia significativa aplicando el método de

Tukey con un nivel de confianza del 95%, por lo tanto, para la actividad hemoaglutinante
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(Grafica 1-3 a.), en el extracto de la corteza con relacion a las flores masculinas, fruto y hojas se
evidencié una mayor diferencia significativa; en el caso del fruto — flores masculinas su
significancia fue igual basdndonos a que el intervalo contiene cero. De acuerdo a los resultados
se mostrd que el extracto de la corteza fue el que mayor actividad presentd, mientras que el
extracto de las hojas fue el de menor actividad. En cuanto a los grupos sanguineos (Gréfica 1-3
b.) se mostr6 que el tipo A+ es significativamente diferente en relacion al grupo B 'y O Rh +,
siendo en el que menor actividad hemoaglutinante se observd. En los grupos O+ y B+

presentaron significancias que tienden a ser similares, pero con mayor potencia en el grupo O+.

Estos sefialamientos permiten inferir que de ser una lectina el compuesto responsable de la
actividad hemaglutinante observada en los extractos acuosos, estas podrian estar reconociendo
los azlcares que conforman a la sustancia H de los grupos sanguineos. Entendiéndose que las
lectinas reconocen de manera especifica y forman enlaces de tipo puente de hidrégeno o i6nico
con los carbohidratos fucosa (grupo O), acetil galactosamina (grupo A) y D - galactosa (grupo
B) que conforman las especificidades antigénicas (sustancia H). También se tiene en cuenta que
el grupo sanguineo A tiene varios subtipos y menos sustancia H que el grupo O, siendo la

posible causa de la menor actividad que se presentd en grupo sanguineo A+ (Arbelaez 2009,
pp-331-336).

Cabe resaltar que existen otros factores capaces de provocar la aglutinacion de los eritrocitos
(polifenoles), los cuales estan considerados como compuestos pseudoaglutinantes, ya que no
provocan hemaglutinacion sino una aglomeracion, por acercamiento de las células sanguineas.
En este caso los extractos acuosos de la especie en estudio, exhibieron la presencia de fenoles
(Tabla 4), lo cual permite reconocer la posibilidad que la actividad hemaglutinante exhibida por
los extractos acuosos evaluados, sea producto de la presencia de compuestos fenolicos. (Lopez,
Farifias y Amaro 2011, p.117)

Esta actividad concuerda con estudios realizados por Lopez, L y Rosas; M. 2014; los cuales
evaluaron la actividad hemoaglutinante de Lupinus mutabilis (chocho) bajo el factor tiempo de

coccion dando como resultado una alta capacidad aglutinante a concentraciones altas.
3.3. Resultados de la Actividad Antibacteriana

Tabla 5-3: Resultados de la actividad antibacteriana de los extractos alcohélicos de Juglans
neotropica Diels mediante el método de Kirby Bauer.
Extractos al 100% (mm) | Extractos al 50% (mm) Controles negativos

Microrganismos Control
H FM F C|H FM F C | positivo | H2O  Et  Et

Dest 49% @ 98%
S. aureus 0 11,7 140 133 0 10,3 120 11,3 25,0 0 0 0

P. mirabilis 0 107 11,3 110| O 83 87 103 19,0 0 0 0
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E. coli 0 193 11,7 153 | 0 110 123 133 19,0 0 0 0
K. pneumoniae 7,3 7,7 10,7 11367 83 00 83 20,0 0 0 0
P. aeruginosa 0 12,7 10,7 9,7 0 113 120 77 13,0 0 0 0

H: Hojas; FM: Flores Masculinas; F: Fruto; C: Corteza; H,O Dest. = Agua destilada estéril; Et 98%= Etanol potable al 98%, Et
49%: Etanol diluido; mm= milimetros

Realizado por: Moyon, Lesly, 2020

La tabla 5-3 indica las medias de los resultados obtenidos por triplicado de la actividad
antibacteriana de los extractos concentrados y diluidos de cada érgano del arbol con respecto a
cada microrganismo monitor y fue evaluado mediante el ensayo de Kirby Bauer, en la cual se

apreciaron los halos de inhibicion y se observaron diferencias importantes.

Se realiz6 el ensayo con extractos etandlicos concentrados por rotavapor y con extractos
diluidos (1/2), observandose de forma macroscépica, que el extracto concentrado tuvo mayor
actividad frente a los microorganismos monitores; de igual forma, los extractos de las hojas
concentrados y diluidos mostraron pequefios halos frente a Klebsiella pneumoniae, y no
exponiendo actividad en ninguno de los otros microorganismos. El control positivo utilizado fue
la gentamicina siendo un antibidtico de amplio espectro indicado para tratar infecciones
producidas por bacterias Gram negativas e infecciones de vias respiratorias producidas por
estafilococos, es asi que en todos los casos presentaron halos de inhibicion grandes. (Ficha
Técnica, 2007, p.1) Los controles negativos utilizados en todos los casos no presentaron halos
de inhibicién demostrando de esa manera que el alcohol no es el responsable de la actividad y

comprobando que se debe a los metabolitos presentes en cada érgano del arbol.

Estos resultados concuerdan con Ruiz, J. et al. 2013 (p.35) cuyo estudio demostré que los
extractos alcohdlicos e hidroalcoholicos de la corteza de Juglans neotropica presentan actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus determinado por el método de concentracion
minima inhibitoria y en el mismo estudio lo relacionan a la cantidad de flavonoides y terpenos
presentes. Por otro lado, Lépez, A. et al. 2001, (p.195) evidencid que el extracto metandlico de
la corteza de Juglans tiene actividad para Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis y

Mycobacterium phlei.

3.3.1. Andlisis estadistico de la actividad antibacteriana de los extractos alcohodlicos

concentrados y diluidos con los microorganismos monitores.

Tabla 6-3: Anova factorial multivariante de las pruebas de los efectos inter sujetos

Pruebas de efectos inter-sujetos
Origen Variable dependiente Tipo 11 de gl Media F Sig.

suma de cuadratica
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cuadrados

Modelo corregido V. Resp. Concentrado 3068,2132 24 127,842 141,002 ,000
V. Resp. Diluido 3142,187° 24 130,924 158,376  ,000
Interseccion V. Resp. Concentrado 9701,453 1 9701,453 10700,132 ,000
V. Resp. Diluido 7380,480 1 7380,480 8928,000  ,000
Microorganismos V. Resp. Concentrado 158,613 4 39,653 43,735 ,000
V. Resp. Diluido 120,587 4 30,147 36,468 ,000
Extracto V. Resp. Concentrado 2416,747 4 604,187 666,382 ,000
V. Resp. Diluido 2411,653 4 602,913 729,331,000
microorganismos V. Resp. Concentrado 492,853 16 30,803 33,974 ,000
* Extracto V. Resp. Diluido 609,947 16 38,122 46,115 ,000
Error V. Resp. Concentrado 45,333 50 ,907
V. Resp. Diluido 41,333 50 ,827
Total V. Resp. Concentrado 12815,000 75
V. Resp. Diluido 10564,000 75
Total corregido V. Resp. Concentrado 3113,547 74
V. Resp. Diluido 3183,520 74

a. R al cuadrado =,985 (R al cuadrado ajustada =,978)  b. R al cuadrado =,987 (R al cuadrado ajustada =,981)

Realizado por: Moyon, Lesly. 2020

Se realizd un analisis de Anova factorial multivariante (MANOVA) presente en la tabla 6-3, de
manera que se evidencié que todos los factores y sus interacciones presentaron una significancia
de p = 0.000, aceptando de esta manera la hipétesis alternativa (p<0.05), lo cual indica que
existe diferencias en la actividad antibacteriana por efecto de los extractos. Notandose que los
extractos diluidos y concentrados presentaron actividad antibacteriana frente a cada uno de los
microrganismos comparado con un control positivo y negativo.

Método de Tukey y una confianza de 95% Método de Tukey y una confianza de 95%

Con respecto a los extractos concentrados eon respecto al extracto concentrado
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ICs simultdneos de 95% de Tukey
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Graéfico 2-3: Gréfica de intervalo de confianza de 95% de Tukey de la Actividad Antibacteriana

de los extractos concentrados y diluidos.
Realizado por: Moyon, Lesly, 2020

El método de Tukey con un nivel de confianza del 95% determind en qué grupos de los
extractos concentrados se produce una diferencia significativa, de forma que se evidencié que el
control positivo y el extracto de hojas son significativamente diferentes frente al resto de
extractos. Los extractos de fruto, corteza y flores masculinas tienden a ser significantemente
similares, siendo el caso de flores masculinas — corteza semejantes. Observando que el control
positivo fue el que mayor actividad demostré al tratarse del antibidtico, sin embargo, los
extractos de las flores masculinas y corteza presentaron una media superior significativa

evidenciando una actividad antibacteriana considerablemente mayor a los demas extractos.

Con respecto a los microorganismos se evidencié que (Grafica 2-3 b.) todos son
significativamente diferentes, teniendo en cuenta que el microorganismo E. coli fue el que tuvo
mayor inhibicion en su crecimiento y presentd una similar actividad con S. aureus y en el caso
de P. aeruginosa obtuvo una menor inhibicién en comparacion a los otros microorganismos.

Metodo de Tukey y una confianza de 95%

Con respectos a los extractos diluidos.
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Grafico 3-3: Gréaficos de las medias marginales entre los extractos concentrados y

microorganismo con respecto a la inhibicion del crecimiento bacteriano

Realizado por: Moyén, Lesly, 2020

El método de Tukey con un nivel de confianza del 95% permitié la comparacion multiple de
medias de los extractos diluidos (Grafica 3-3 a), evidencidndose que el control negativo y las
hojas tienden a ser significativamente iguales, es decir, no presentan actividad, los casos del
fruto, corteza y flores masculinas son significantemente diferentes al control positivo.
Observando que el control positivo fue el que mayor actividad demostré al tratarse del
antibidtico, y sin embargo los extractos de las flores masculinas y corteza obtuvieron una media
superior significativa demostrando una actividad antibacteriana considerablemente mayor a los
demas extractos. Esta actividad se la relaciona a la presencia de flavonoides y terpenos
presentes tanto en las flores masculinas como la corteza a los cuales se les atribuye esta

capacidad. (Kuklinski 2009)

Con respecto a los microorganismos se evidencié que (Gréafica 3-3 b.) todos son
significativamente diferentes, teniendo en cuenta que el microorganismo S. aureus fue el que
tuvo mayor inhibicién en su crecimiento y presentd una similar actividad con E. coli y en el
caso de K. pneumoniae obtuvo una menor inhibicion en comparacion a los otros

microorganismos.

Un estudio de Martinez, A. 2011 (p.91) muestra la actividad antibacteriana por el método de
Kirby Bauer del extracto metandélico de hoja, tallo y fruto de Juglans regia dando como
resultado un alto potencial antibacteriano sobre E. coli y evidenciandose resistencia frente a K.
pneumoniae y S. aureus. Comparando estos datos con los obtenidos de los extractos etanélicos

de Juglans neotropica que si presentaron actividad frente a E. coli y S. aureus.
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La situacion actual de la resistencia antibacteriana muestran como los antibidticos
carbapenémicos ya no son eficaces en mas de la mitad de los pacientes con infecciones por K.
pneumoniae (una bacteria intestinal comin que puede causar infecciones potencialmente
mortales), las fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera generacidn presentan resistencia
frente a E. coli causantes de infecciones urinarias y la resistencia a los farmacos de primera
linea para el tratamiento de las infecciones por S. aureus (causante de infecciones graves en los

centros sanitarios y en la comunidad). (OMS, 2020)

CONCLUSIONES

Se evalud la actividad antimicrobiana y hemaglutinante de los extractos obtenidos a partir de los
6rganos de Juglans neotropica Diels teniendo resultados positivos en base a los metabolitos

secundarios encontrados que podrian ser de gran utilidad farmacéutica.

A través de la caracterizacion Fitoquimica de los extractos alcohdlicos de Juglans neotropica se
determind cualitativamente que las hojas poseen triterpenos, antocianidinas; la corteza
guinonas, antocianidinas, cumarinas y el fruto quinonas, triterpenos, antocianidinas, cumarinas
y saponinas. De igual forma, las flores masculinas, hojas y corteza presentaron catequinas y
compuestos grasos; y en general todos los extractos mostraron alcaloides, flavonoides, azlcares
reductores y taninos de tipo pirogalotanicos y pirocatecolicos. Los extractos acuosos en general
presentaron alcaloides, flavonoides, azlcares reductores, principios amargos astringentes y
taninos del tipo pirogalotanicos y pirocatecolicos. Ademas, en las hojas, corteza y fruto se

evidenciaron saponinas.
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Los cuatro extractos acuosos de los érganos del arbol Juglans neotropica demostraron tener
actividad hemoaglutinante frente a los grupos sanguineos A, O y B RH + con mayor potencia
sobre O y con menor potencia en A RH +, notdndose que el extracto de la corteza fue el que
mayor actividad present6 y el de menor actividad fue el extracto de las hojas; evidenciandose,
que de ser una aglutinina de tipo lectina, uno de los compuesto responsable de esta actividad,

podria estar reconociendo los carbohidratos de la membrana de los eritrocitos.

Se demostrd que los extractos alcohdlicos del arbol Juglans neotropica tanto concentrados
como diluidos (%2) presentaron efecto antibacteriano in vitro contra las bacterias monitores;
teniendo en cuenta que hubo mayor actividad en los extractos concentrados. Evaluando que las
flores masculinas y corteza obtuvieron medias similares al control positivo, presentando una
mayor potencia inhibitoria frente a E. coli y S. aureus y con una menor inhibicién en P.

aeruginosa y K. pneumoniae.

RECOMENDACIONES

Realizar una cuantificacion, purificacion y aislamiento para la identificacion de los principios
activos, esencialmente en las flores masculinas, corteza y fruto ya que presentaron mayor

actividad y no existen estudios.

Se recomienda realizar estudios mas profundos para la identificacién y caracterizacion de
posibles lectinas que pueden encontrarse en los 6rganos de Juglans neotropica y podrian ser

utilizados terapéuticamente.
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Se recomienda el uso de bacterias y hongos de interés clinico e incluso probar con virus para

obtener posibles principios activos Gtiles en la industria farmacéutica.

44



BIBLIOGRAFIA

ALBAN, G. "Extraccion mecénica y nanoencapsulacion del aceite de Juglans neotropica
mediante spray drying". Infoplc.Net [en linea], 2015, pp. 2-145. [Consulta: 16 enero 2020]
Disponible en: http://www.infoplc.net/files/descargas/schneider/infoplc_net_18t00436.pdf.

ALOS, J., "Resistencia bacteriana a los antibioticos : una crisis global" Antibiotic resistance : A
global crisis. Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica [en linea], 2015, vol. 33(10),
pp. 692-699. ISSN 0213-005X. DOI 10.1016/j.eimc.2014.10.004. [Consulta: 16 enero 2020],
Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2014.10.004.

ARBELAEZ, C. Sistema de grupo sanguineo ABO. Programa de Educacion Médica Continua
Certificada Universidad de Antioquia, Edimeco, vol. 15(3), 2009, pp. 329-347. ISSN 00347264.

AZUERO, A.et al, "Andlisis del efecto antimicrobiano de doce plantas medicinales de uso
ancestral en Ecuador”. Ciencia Unemi, vol. 9, no. 20, 2016. pp. 11-18. ISSN 1390-4272. DOI
10.29076/issn.2528-7737vol9iss20.2016.

CDC, C. "Para el control y la prevencion de enfermedades, preguntas y respuestas sobre la
resistencia a los antibidticos", Community Antibiotic Use. [en linea]. 2015, p.1, [Consulta: 9
junio 2020]. Disponible en: https://www.cdc.gov/antibiotic-use/community/sp/about/antibiotic-

resistance-fags.html.

CEPEDA, M.," Inhibicidn de la actividad hemaglutinante de algunas macroalgas marinas de las
costas de México". Revista de la Sociedad Mexicana de Historia Natural, [en linea], 2017,
México, wvol. 6, pp. 5-9. [Consulta: 09 febrero 2020]. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/314313334 _Inhibicion_de_la_actividad_hemaglutinan

te_de_algunas_macroalgas_marinas_de_las_costas_de_Mexico.

COYLE, M., et al, Manual de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana [en linea]. 2016, S.I.:
s.n. [Consulta: 10 marzo  2020]. ISBN  155581347X. Disponible  en:
https://www.paho.org/hg/dmdocuments/2005/susceptibilidad-antimicrobiana-manual-pruebas-
2005.pdf.

ECUADORFORESTAL, Ficha tecnica nogal. [en linea]. 2010. S.I.: s.n. [Consulta: 20 marzo
2020]. Disponible en: http://ecuadorforestal.org/wp-content/uploads/2010/08/NOGAL.pdf.



FICHA_TECNICA, 2007. Gentamicina. [en linea], pp. 2007. [Consulta: 15 julio 2020].

Disponible en: https://www.normon.es/files/ES-Gentamicina.pdf.

GRAU, S. ALVAREZ, F. CAMPANY, D, 2012. "Principios Generales para el Uso Racional de
los Antibi6ticos". Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria. [en linea], pp. 166-172.
[Consulta: 5 junio 2020]. Disponible en:
https://www.sefh.es/bibliotecavirtual/fhtomo1/cap1315.pdf.

HERNANDEZ.et L., "Las Lectinas Vegetales Como Modelo de estudio de las interacciones
proteina-carbohidrato. Redalyc Red [en linea], 2005. vol. 24, pp. 21-27. [Consulta: 20 marzo
2020]. Disponible en: http://www.redalyc.org/pdf/490/49024104.pdf.

IPK, DIAGNOSTICO Y LA CARACTERIZACION Instituto de Medicina Tropical *“ Pedro
”. [en linea], 2013. [Consulta: 20 marzo 2020]. Disponible en:
https://www.paho.org/hg/dmdocuments/2014/2013-cha-tecnicas-laboratorio-dengue-1PK.pdf.

Kouri

KUKLINSKI, C., Estudio de las drogas y sutancias medicamentoas de origen natural. 2009.

Ediciones. S.I.: s.n.

LOPEZ, L., FARINAS, M. y AMARO, M.E., "Evaluacion de la Actividad Hemaglutinante y
Hemolitica de las Esponjas Marinas Niphates erecta (Duchassaing y Michelotti, 1864) Y
Callyspongia vaginalis". Revista Multidisciplinaria del Consejo de Investigacion de la
Universidad de Oriente, 2011. vol. 23, no. 2, pp. 113-119. ISSN 1315-0162.

MALLIKARJUNA, A., et al, Molecular phylogeny of Juglans (Juglandaceae): A biogeographic
perspective. Tree Genetics and Genomes, 2007. vol. 3, no. 4, pp. 363-378. ISSN 16142942,
DOI 10.1007/s11295-006-0078-5.

MARTINEZ, A.., Actividad bioldgica de Azadirachta indica, Juglans regia, Tecoma stans,
Magnolia grandiflora y su aplicacién en formulaciones a base de biopolimeros. [en linea], 2011.
vol. 52, no. 81, pp. 83 [Consulta: 13 junio 2020]. Disponible en:
http://eprints.uanl.mx/16684/1/1080290316.pdf.

MATEQS, P.F., Agentes antimicrobianos y microorganismos. [en linea], pp. 1-9. 2014.
[Consulta: 20 marzo 2020]. Disponible en: http://www.sld.cu/galerias/pdf/sitios/apua-cuba/a3-

agentes_antimicrobianos_y_microorganismos.pdf.

MENDOZA, W., Glucoproteinas de defensa vegetal: Lectinas. [en linea]. 2008. [Consulta: 9
junio 2019]. Disponible en: https://es.slideshare.net/wermen/lectins-16819879.



MODAK, B. y TORRES, R., "Flavonoides Aislados Del Exudado Resinoso De Heliotropium
Sinuatum”. Boletin de la Sociedad Chilena de Quimica [en linea], 2002, vol. 47, pp. 19-23.
[Consulta: 18 agosto 2020]. DOl 10.4067/S0366-16442002000100005. Disponible en:
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0366-
16442002000100005&Ing=es&nrm=iso&tIng=es.

OMS, El primer informe mundial de la OMS sobre la resistencia a los antibi6ticos pone de
manifiesto una grave amenaza para la salud publica en todo el mundo. WHO [en linea], 2014,
[Consulta: 16 julio 2019]. Disponible en:

https://www.who.int/mediacentre/news/releases/2014/amr-report/es/.

OMS, Los microorganismos Yy los antimicrobianos. WHO [en linea], 2016. [Consulta: 16 mayo

2019]. Disponible en: https://www.who.int/drugresistance/Microbes_and_Antimicrobials/es/.

OMS, Resistencia a los antibioticos. [en linea]. 2018. [Consulta: 9 junio 2019]. Disponible en:

https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/resistencia-a-los-antibioticos.

PACIEL, D.D., et al, Enterobacterias productoras de KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa). Revista de infectologia, [en linea], 2011. vol. 2011. [Consulta: 20 marzo
2020]. Disponible en:
http://www.infectologia.edu.uy/images/stories/pdf/publicaciones/biomedicas/tendencias/KPC_p

acieletal.pdf.

PAREDES, F. y ROCA, J.J., "Accién de los antibioticos". Revista de la oflcina de Farmacia
(OFFARM) [en linea], 2014. vol. 23, no. 3, pp. 116-124. [Consulta: 12 abril 2020]. Disponible
en: https://www.elsevier.es/es-revista-offarm-4-articulo-accion-antibioticos-perspectiva-

medicacion-antimicrobiana-13059414.

PAZ ZARZA, V.M. et al, "Pseudomonas aeruginosa: patogenicidad y resistencia
antimicrobiana en la infeccion urinaria”. Revista chilena de infectologia [en linea], 2019. vol.
36, no. 2, pp. 180-189. ISSN 0716-1018. DOI 10.4067/s0716-10182019000200180. [Consulta:
23 junio 2020]. Disponible en:
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-10182019000200180.

PERMATREE, Juglans neotropica planta medicinal de Ecuador, [en linea]. 2016. [Consulta: 11
junio 2019]. Disponible en: https://permatree.wordpress.com/2016/06/19/juglans-neotropica/.

RAMIREZ, L. y MARIN, D., "Methodologies for evaluating the In vitro antibacterial activity of
natural compounds of plant origin™. Scientia et Technica [en linea], 2009. no. 42, pp. 263-268.
ISSN 0122-1701. DOI 10.22517/23447214.2687. [Consulta: 18 junio 2020]. Disponible en:



http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=84916714049.

RAVE, S., MONTENEGRO, M. y MOLINA, L., Caida y descomposicion de hojarasaca
Juglans. 2013. , vol. 35, no. 98, pp. 33-43.

REYES, B. y GALLEGOS, R., "Lectinas Vegetales: Una Alternativa Terapéutica para el
Céncer". Desarrollo Cientifico Enfermeria [en linea], 2011. vol. 19, pp. 179-182. [Consulta: 23
junio 2020]. Disponible en: http://www.index-f.com/dce/19pdf/19-179.pdf.

SALDIVAR, L., et al., Estado Actual del Conocimiento sobre las Propiedades Biocidas de la
Gobernadora. Revista Mexicana de Fitopatologia, 2003. vol. 21, no. 2, pp. 214-222. ISSN
2007-8080.

VANEGAS, E. y ROLDAN, I., State of the art, propagation and conservation of juglans
neotropica diels., in andean zones. Madera Bosques [en linea], 2018. vol. 24, no. 1, pp. 1-15.
ISSN 14050471. DOI 10.21829/myb.2018.2411560. [Consulta: 20 marzo 2020]. Disponible en:
http://www.scielo.org.mx/pdf/mb/v24n1/1405-0471-mb-24-01-e2411560.pdf.



ANEXO A:  Actividades para la obtencion de los 6rganos de Juglans neotropica Diels




ANEXO B: Actividades para la obtencion de los extractos alcohélico y acuoso de los 6rganos

de Juglans neotropica Diels




ANEXO C: Caracterizacion fitoquimica de los extractos alcohdlico y acuoso de los 6rganos

de Junglas neotropica Diels




ANEXO D Actividad Hemoaglutinante
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ANEXO E:  Actividad Antibacteriana.
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