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Resumen

Se evalué la actividad antimicrobiana de los diferentes érganos de la especie Cestrum buxifolium Kunt, frente a Eschericha cofi,
Pseudomona aeruginosa, Sthaphylococcus aureus, por la técnica de difusién en disco; el extracto etandlico de los frutos y hojas
de C buxifolium inhiben el crecimiento de E. coli en concentraciones de 30 mg/ml, los extractos etandlicos de frutos y tallos
inhiben el crecimiento frente a Pseudomona aeruginosa, en la misma concentracién, con respecto al control positivo; ninguno
de los extractos evaluados presentd inhibicién frente Sthaphylococcus aureus.

Abstract

We evaluated the antimicrobial activity of different plant organs of the species Cestrum buxifolium Kunt, for Escherichia cofi,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, through the disk diffusion method, the ethanol extract of the fruits and
leaves of C. buxifolium inhibitthe growth of E.cofi at a concentration of 30 mg/ml, the ethanol extracts of fruitsand stems inhibit
the growth front of Pseudomonas aeruginosa in the same concentration with respect to the positive control, none of the
extracts were evaluated for inhibition versus Staphylococcus aureus.
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Introduccién

La  proliferacion  de  enfermedades causada  por
microorganismos patégenos es una preocupacién generalizada,
que constituye un factor de riesgo para la salud piblica, es por
esto que se buscan fuentes naturales que inhiban el crecimiento
bacteriano; descubriendo en las plantas compuestos bioactivos
para tal fin.

El hombre a través del tiempo ha encontrado en los recursos
naturales la solucién a diferentes probleméticas, empleando las
plantas a nivel alimenticio, industrial vy medicinal,
convirtiéndose de esta manera, en materias primas de vital
importancia para el avance de la humanidad.

Es asi como los productos naturales han desempenado un papel
importante en el desarrollo de farmacos, los cuales han sido la
base de las primeras medicinas permitiendo el descubrimiento
de diferentes productos, entre ellos los anti-bacterianos,' en los
dltimos anos mas de la mitad de los productos farmacéuticos
usados son derivados de fuentes naturales.

Por lo anterior se puede afirmar que los productos naturales se
han convertido en fuente de hallazgos de numerosas drogas
desde el siglo XIX hasta la actualidad, como es el caso de la
morfina a partir de oplo, identificindola como el compuesto
responsable de la accién de dicha planta.

Actualmente existen alcaloides muy conocidos, como la
cafeina, la codeina, la atropina y la papaverina, otros ejemplos
de farmacos extraidos de la naturaleza son la gramicina, primer
antibidtico obtenido de bacterias del suelo; la insulina,
purificada de extractos pancredticos animales; y el 4cido
salicilico, analgésico extraido por primera vez de la corteza del
sauce, y antecesor de la aspirina (4cido acetilsalicilico).?

Los productos naturales han hecho enormes contribuciones a la
salud humana a través de la utilizacién de compuestos como los
mencionados anteriormente; sin embargo se evidencia la
necesidad de seguir encontrando nuevos compuestos que
permitan dar solucién a diferentes enfermedades.

Colombia posee un territorio con una alta riqueza en recursos
vegetales. A nivel mundlal, se encuentra clasificado dentro de
los paises megadiversos del mundo.!

En la regidn andina encontramos especies nativas con diversas
potencialidades de uso, las cuales han sido poco estudiadas, por
éste motivo el Jardin Botinico de Bogotd (JBB). adelanta
estudios e investigaciones sobre el aprovechamiento integral y
sostenible de especies presentes en el ecosistema alto andino y
de paramo.

Una de estas especies es el tinto o también llamado uvito
morado Cestrum buxifolium Kunt. (Figura 1).

Especie perteneciente a la familia Solanaceae, que se distribuye

a una altitud entre los 2750 y 3800 m:5 en el Distrito Capital
crece de manera silvestre.
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Figura 1. Planta de Cestritm buxifolitrm Kunt.
Foto: Mauricio Gutiérrez

Estos arbustos se caracterizan por ser altamente téxicos; todas
las partes de la planta causan gastroenteritis severa por
ingestion.’

Los frutos son una baya jugosa y carnosa;’ a escala industrial
son empleados cominmente para teiir telas de color morado.
Analisis fitoquimicos preliminares evidenciaron la presencia de
alcaloides, saponinas, esteroides, triterpenos.?

Esta Investigaclén permite validar informacién etnoboténica
reportada por las comunidades locales, o proponer alternativas
de uso de las especie vegetales presentes en nuestro ecosistema;
trabajos anteriores sobre estd especie han reportado su uso en
medicina popular, donde se informa sobre el uso de los tallos y
las hojas en decocclén, como desinfectantes en las dlceras y
otras enfermedades epidérmicas; asi mismo se emplea esta para
lavados rectales en casos de fiebres infecciosas.’

Estudios etnoboténicos realizados en zona rural de la localidad
de Ciudad Bolivar en el Distrito Capital colombiano reportaron
que la especie es conocida por tenmer aplicaciones
miégico-religiosas, por el potencial tintéreo de sus frutos y
como planta medicinal !’
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De igual manera Hahballah ef al, mencionan los potenciales
efectos farmacoldgicos del género, como anticonvulsivanie,
antitumoral, antiinflamatoria, analgésica y actividad contra
Leishmania.!! Investigaciones realizadas con el extracto acuoso
de C. buxifolium demuestran que posee un importante efecto
analgésico y antlinflamatorio.12

Ademads otras especies del género Cestrum, poseen actividad
antiinflamatoria e inhibidora de la agregacion plaquetaria,!3 Del
mismo modao especies como C. poctarnum son reconocidas por
su potencial antibacteriano frente a Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Basillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Fscherichia coli* de igual manera el aceite
esencial de la especie del Cestrum diarnum (L.) presentd una
fuerte actividad in vitro frente a Pseudomonas aeruginosa y
Sthaphylococcus aurens. 1

FEl objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad
antibacteriana de los extractos etandlicos de los frutos, tallos y
hojas de la especie vegetal C. buxifolium Kunt. frente a
microorganismos patdgenos y determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de los extractos que presentaron
inhibicion. De esta manera realizar aportes en cuanto a las
potencialidades de wuso de la especie como agente
antibacteriano.

Material y método

Recoleccion de material vegetal y obtencién de extractos

Se recolectaron hojas, tallos y frutos sanos de C. buxifolinm
Kunt. en el Paramao de Cruz verde, zona rural de la ciudad de
Bogotd, Colombia; un espécimen reposa en el Herbario del
Jardin  Botdnico de Bogotd José Celestino Mutis.
Posteriormente se seco a temperatura ambiente por 8 dias, para
reducir el tamafio de forma mecénica hasta obtener particulas
finas y someter a maceracién en frio usando etanol al 96% en
recipientes d&mbar por 3 dfas, seguidamente se filtrd y el extracto
etandlico resultante se concentro sucesivamente a presién
reducida, en roto evaporadaor (marca Heidolp), hasta eliminar el
etanol. 1 El extracto se almaceno hasta su uso en cabina de
extraccion de gases LEX C-4. Se pesaron 0.03 g del extracto
crudo y se solubilizo con 1 mL de Dimetilsulfoxido (DMSQ) de
grado analitico para lograr una concentracién de 30 mg/mL. 1

Evaluacion de actividad antimicrobiana

Se probaron los extractos etandlicos frente a bacterias Gram
negativas y Gram positivas FEschericha coli, Pseudomona
aeruginosa, Sthaphylococcus aureus procedentes de cepas de
referencia, las cepas se mantuvieron en medio liquido a
temperatura de refrigeracién.

Se empleo el método de difusidn en discos basada en el trabajo
de Kirby y Bauer para la determinacion preliminar de la
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actividad antibacteriana y asi evidenciar la inhibicion del
extracto. Para la activacion de los microorganismos se aislaron
las bacterias en agar nutritiva marca Difco™, preparado segtin
especificaciones de la casa matriz y esterilizados en autoclave a
121 °C y 1 atmosfera durante 20 min. Fl procedimiento se
realizé por la técnica de agotamiento de la muestra por estria, en
cajas de Petri servidas con un espesor de agar de 25a 30 mL8 e
incubadas por un tiempo de 18-24 h. a 37°C. Después del
tiempo de incubacién, con ayuda de un escobillén estéril se
tomaron 2 a 5 colonias morfologicamente similares y se
suspendieron las bacterias en solucion salina NaCl al 0.85 %
hasta alcanzar la turbidez comparable con el patrén 0.5 de
Mefarland, de manera cualitativa; para el ensayo de actividad
antibacterial se empleo agar Muller- Hilton marca Scharlau
preparado segun especificaciones de la casa matriz y
esterilizado en autoclave a 121 °C y 1 atmosfera durante 20
min. servido en cajas de petri con un espesor de agar de 25 a 30
mlL., las cuales fueron impregnadas con 100 pli/caja con la
suspensian ajustada de cada bacteria indicadora, se emplearon
discos estériles de 6 mm de didmetro los cuales fueran
impregnados con 10 ul de extracto diluido, como control
positivo se uso cloranfenicol en concentracién de 100 pg/ml(10
pl/discoy y como control negativo se empleo DMSO en
proporcidn de 10 pl. Seguidamente las cajas de petri se
incubaron a 36°C por 24 horas;!? los ensayos se realizaron por
triplicado.

El porcentaje de inhibicitn se célculo mediante la férmula 1,20
teniendo como referencia la medicion del didmetro de la zona
de inhibicién del control positivo ¥ la medicién del halo de los
extractos testeados.

{ ® halo extracto- ® halo blanco)

%Inhibicion= x 100

{ ® halo control positivo- ® blanco)
Féormula 1.

Determinacion de la concentracién minima inhibitoria
(CMD)

La concentracidn minima inhibitoria se evalud solo a los
extractos que evidenciaron inhibicién frente a las bacterias de
referencia. Se realizd por el método de dilucion en agar, en donde
se incorpord el producto a evaluar en el medio con agar, el
producto fue afladido cuando el medio esiaba atin estaba
liquido,?! la técnica fue realizada en microplacas de fondo plano
de 24 pozos, en las cuales se dispusieron diferentes volimenes de
solucidn de los extractos en cada pozo y se realizaron diluciones
con el medio de cultivo. Las concentraciones probadas fueron
30pl/mL, 15pl/ml., 7.5ul/ml., 3,75ul/ml, 1,875 pl/mL vy
0,9375 ul/mL.. En cada pozo se sembraron 2 pl de solucidn
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bacteriana (P, aeruginosa y E. col) a una concentracién de
1.5x108 UFC/mL, comprables al tubo 0,5 en la escala de
turbidez de Macfarland. Se empleo como control negativo
DMSO v como control positivo cloranfenicol en concentracién
de 100 pg/mL. Después de 24 horas de incubacion a 36°C las
microplacas, se examinaron visualmente.

El punto final (Concentracion Minima Inhibitoria) se considera
la menor concentracién de compuesto frente a la cual el
microorganismo ensayado no presenta desarrollo visible 2

Resultados y discusion

Evaluacion de la actividad antibacteriana

En la tabla 1, se evidencia con positivo (+) la inhibicion de los
extracto frente a las bacterias seleccionadas, mientras que las
que no presentaron actividad se marcaron como negativo ().

Tabla 1. Resultados prueba actividad antimicrobiana

Bacteria Tallos (1) | Frutos (2) | Hojas (3)
Eschericha coll {-) {+) €
Pseudomona aeruginosa {+) ) 6]
Sthaphylococcus aureus ) ) O]

1.Tallos 2. Frutos 3. Hojas de C. buxifolivym Kunth

Los frutos y hojas de C. buxifolium Kunth presentaron
inhibicién frente a E. coli, los tallos vy frutos presentaron
inhibicién frente a P aeruginosa; ninguno de los extractos
evaluados inhibié el crecimiento de S. anreus. En la figura2 y 3
se muestra de manera porcentual la inhibicion de los tallos y
frutos frente a P aerugincsa y E. coli, respectivamente
calculado de acuerdo al halo de inhibicion, teniendo como
referencia el control positivo.

W % de inhibicion de los
extractos etandlicos de C.
buxifolium frente P.
aeruginosa

a0,00%

80,00% +

70,00% o

60,00% 4

SOM0% =

a0,00% 17 :

3000% = .

2000% <+ ;
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Tallos Frutos Hojas
C. buxilium €. buxilium €. buxilium

Figura 2. Porcentaje de inhibicién frente a Fseudomona aeruginosa
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion de los frutos y hojas frente a £
coli

El porcentajede inhibicion se cédlculo con la férmula 1, el mejor
resultado de la prueba in vitro se logro con el extracto etanélico
de los tallos de C. buxifolium frente a P, aeruginosa los cuales
inhibieron en un 87,63%, mientras que los frutos lo hicieron en
un 40.32% frente a la misma bacteria; en cuanto a E. coli el
extracto etandlico de las hojas y frutos presentaron un
porcentaje de inhibicidn del 25% y 32% respectivamente.

Lo anterior suglere que la especie tiene potencial
antimicrobiano; la  presencia de algunos metabolitos
secundarios como los alcaloides, saponinas, esteroides,

triterpenos puede ser las responsables de este efecto.

De acuerdo con lo reportado por AlReza ef al®® y
Bhattacharjee 1 et afl% respectivamente especies del mismo
género como C. nocturnum L v Cestrum dinrnum L. presenta
actividad antibacteriana frente a Staphyiococcus aurens, esto
puede deberse a que los estudios se realizaron a los aceites
esenclales v no al extracto etandlico como en la presente
investigacién.

Segiin lo reportado por Tavares 2000,% existen mecanismos de
resistencia por parte de S. aureus que estdn relacionados con la
activacién de una sintesis de la pared celular, con
hiperproduccidn de proteinas ligadoras de penicilina.

Este puede ser uno de los factores que influye en la no
inhibicién de los extractos frente a este microorganismo.

De otro modo Lizcano y Vergara 2007, reportaron que los
mecanismos de resistencia de E. coli pueden presentarse como
alteracién del blanco antimicrobiano o disminucién de la
permeabilidad de la pared por poseer una pequeiia capa de
peptidoglicano, la cual es mds sensible,?® por lo que se puede
pensar que el extracto etanélico de los frutos y hojas de Cestrum
buxifolium presenta alglin metabélito secundario con la capacidad
de contrarrestar los mecanismos de resistencia de la bacteria.



Por otro lado, especies de la familia solanaceae, tales como
solanum americanum Mill., reporta actividad antibacteriana
frente a C. albicans.®s

Por lo anterior se puede deduckr que varias especies de la
familia tienen efecto antibacteriano.

Determinacion de 1a CMI

El crecimiento bacteriano fue interrumpido en un lapso de 24
horas, correspondiente al tiempo de observacién, donde se
determino que para todos los casos la CMI fue de 30 mg/mL. En
la figura 4, se observa que la minima concentracién de lostallos
y frutos frente a P, aeruginosa.

wo~camn] wo——wo]

—o--zo0]|

Figura 4. Resultado de la concentracién minima inhibitoria frente
a Pseudomona aeriiginosa.

Conclusiones
Actualmente, no se reportan estudios antimicrobianos
realizados a la especie Cestrum buxifolium Kunt,

convirtiéndose esté en el primer reporte de actividad
antibacterial para la especie.

El resultado de esta investigacién contribuye con la
determinacién de las potencialidades de uso para la industria
farmacéutica.

Se suglere realizar un ensayo biodirigido, realizando una serie
de fracclonamientos con diferentes solventes para asi
determinar cuil es el compuesto responsable de la actividad
antimicrobiana.

Es importante obtener extractos de todas las partes de la planta
para realizar la evaluacién antibacteriana, puesto que como se
evidencio en este estudio algunas partes inhiben.
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