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Resumen

La resistencia de las bacterias ha devenido problema de salud. Para verificar la acciéon antibacteriana de Solanum nigrum
L., planta que crece en Cuba se le realizé la caracterizacion fitoquimico a los extractos de tallos y hojas, teniendo en cuenta
la norma cubana establecida para la investigacion en plantas medicinales. Se le determind la actividad antibacteriana in
vitro empleando el método de difusidn en agar por diseminacién superficial en disco. En la composicion fitoquimica de
los extractos obtenidos de las hojas y tallos de la planta de Solanum nigrum L. predominan: flavonoides, alcaloides,
taninos, aminoacidos, saponinas y cumarinas. Los extractos secos de hojas y tallos, el cloroférmico de tallos y el obtenido
de hojas y tallos en acetato de etilo mostraron actividad antibacteriana frente al Staphylococcus aureus (ATCC29737).

Abstract

The bacterial resistance is a health problem to every country. To verified the antibacterial activity of the Solanum nigrum
L. plant that grow in our country was made the phytochemical characterization to the extracts of leaves and stems, taking
into account the Cuban norm establish for the investigation in medicine plants. It was determined the antibacterial
activity in vitro employing the diffusion method superficial dissemination in disc. In phytochemical composition of
extracts obtained from leaves and stems of Solanum nigrum L. predominate: alkaloids, saponins, flavonoids, coumarins
and tannins. The dry extracts of leaves and stems, the stems cloroformic and the obtained of leaves and stems in
ethylacetate of Solanum nigrum L. showed antibacterial activity in front of Staphylococcus aureus (ATCC29737).
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Introduccion

La resistencia de las bacterias a los antibiéticos ha devenido en
un grave problema de salud, tanto para los paises del norte como
para los del sur. Cuando se desarrollaron por primera vez, los
antibidticos fueron vistos como "balas mégicas" que cambiarian
radicalmente el tratamiento de la enfermedad infecciosa,' sin
embargo en la actualidad las bacterias han logrado desarrollar
resistencia a los farmacos tradicionales, la produccién de
nuevas moléculas es lenta y ha disminuido notoriamente en los
dltimos afios, aconteciendo casos contra los que no existe
tratamiento eficaz.?

En respuesta a la necesidad de conseguir alternativas eficaces
para el control de las infecciones bacterianas, se ha recurrido a
la fitoquimica y fitofarmacologia.> La gran cantidad de
metabolitos secundarios en las plantas ofrece una gigantesca
posibilidad de hallar moléculas bioactivas con actividad
bioldgica. Asi, se acepta que sin menospreciar el avance
alcanzado por la sintesis quimica, las plantas son consideradas
la fuente principal de sustancias activas con propiedades
antibacterianas, apoyado en que ellas producen cientos de miles
de metabolitos secundarios 'y muchos pueden ser
antibacterianos.#

La flora cubana posee un gran nimero de familias de plantas,
que poseen propiedades medicinales reconocidas.’ Entre estas
especies se encuentra Solanum nigrum L, conocida como hierba
mora, perteneciente a la familia de las solandceas. Puede
encontrarse en todos los continentes, aunque la mayor riqueza
de especies se halla en América Central y América del Sur. En
Cuba se encuentra distribuida en todas las regiones del pais. A
esta planta se le atribuyen una serie de propiedades curativas
entre las cuales sobresalen: curar los eczemas, salpullidos,
pustulas de origen variado, la sarna, la tifia y otras erupciones
cutdneas, en la cura de tumores inflamados y erisipelas. Se
utiliza también para el dolor de oidos y de muelas, como ténico
estomacal, aperitivo, febrifugo, digestivo amargo, afrodisiaco,
estimulante suave, reconstituyente, sedante y expectorante.®

Investigacion etnobotanica

La hierba mora sirve para curar los eczemas, salpullidos,
pustulas de origen variado, la sarna, la tifia y otras erupciones
cutdneas. Lo utilizan para el dolor de muelas, en gargarismo.
También se utiliza como: ténico estomacal, digestivo amargo,
afrodisfaco, reconstituyente, sedante y expectorante.®

En los tumores inflamados se ponen cataplasmas de las hojas
con migajas de pan y miel, en las erisipelas, el zumo de las
mismas con aceite violado (preparacion especifica que lleva en
su composicion la esencia de las violetas). Para el dolor de
oidos, se aflade en los mismos el zumo de las hojas con un
aplicador.
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Las hojas también son usadas como emplastos para el
reumatismo y para calmar el dolor de cabeza, se aplican
cataplasmas sobre la frente y sienes.¢

Aplicaciones

Estudios previos realizados con esta especie le atribuyen a la
misma una serie de propiedades medicinales y terapéuticas. En
estudios realizados por Wang H.C. y col. en el 2011,
concluyeron que el extracto polifendlico del S. nigrum L. es un
potente agente para el tratamiento del carcinoma hepatocelular,
un tipo de cancer de rdpida progresién con pobre prondstico. En
el 2010, Jeong J.B.8 y col. reportaron el efecto protector de la
lunasina purificada obtenida a partir del S. nigrum L. contra el
dafio oxidativo del ADN. La lunasina protege ADN del dafio
oxidativo inducido por FeZ* y el radical hidroxilo.

Un estudio realizado del S. nigrum L. por Gopalan HK.? y col.
en el 2006, evaluaron los efectos antiinflamatorios, antipiréticos
y antinociceptico de la planta, demostrando que el extracto
soluble en lipidos posee tales propiedades, confirmando con
ello lo referido por la medicina tradicional. En 2010, una
investigacion realizada por Parijhar S.K.10 y col. comprobaron
propiedades antihistaminicas y anti-inflamatorias del extracto
etandlico de hojas de la planta empleando como modelo
bioldgico piel de pollo.

En el 2010, Rawani A." y col. estudiaron la actividad larvicida
frente al mosquito Culex quinquefasciatus del material crudo y
extractos con seis solventes de las hojas de S. nigrum L.
obteniendo resultados positivos.

Teniendo en cuenta estos elementos, la especie S. nigrum L. fue
sometida a un estudio dirigido a evaluar la composicién
fitoquimica y actividad antibacteriana de los extractos de tallos
y hojas, en condiciones in vitro.

Material y métodos

El material vegetal fue recolectado el 15 mayo de 2011 a las
8:00 am en el poblado de Julia, municipio Bayamo, provincia de
Granma, Cuba; incluyé hojas y tallos de S. nigrum L.
Posteriormente fue clasificado con el objetivo de eliminar las
partes que no reunian las condiciones para el estudio segtin
Norma Ramal de Salud Publica (NRSP) 309 del Ministerio de
Salud Piblica (MINSAP).!2 La planta se identificé en el
departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias Agricolas
de la Universidad de Granma. Luego, fue sometida a un proceso
de desinfeccidn que consistio en lavar con agua potable y luego
en una disolucién de hipoclorito de sodio al 2%, asegurando de
este modo la calidad del principio activo desde el punto de vista
higiénico sanitario, segin los pardmetros establecidos por la
OMS 3 El material, separado en tallos y hojas, fue secado al aire
durante una semana y después a una temperatura de 60° C
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durante tres dias en una estufa con circulacién de aire marca
WSU 400 de fabricacién alemana. Finalmente se pulverizé el
material seco utilizando un molinillo eléctrico fabricado en la
Unioén Soviética.

Tinturas al 20 %

Las tinturas al 20% fueron obtenidas a partir de los polvos
(tamaio de particula menor de 2 mm de didmetro), utilizando
una solucién etandlica al 70% (v/v) en agua destilada. Se
utilizaron 50 g de la materia vegetal para obtener 250 mL de
tintura al 20%. El método de extraccion empleado para la
obtencion de las tinturas fue la maceracion de la materia vegetal
pulverizada en zaranda segin la Guia Metodoldgica para
Investigaciones Fitoquimicas en Plantas Medicinales por el
MINSAP."3 Después de realizada la extraccién se filtré a
presion reducida para lograr la homogeneidad y transparencia
total de cada producto. El filtrado (tintura al 20%) se almacend
en frascos de color &mbar y se dejé en reposo durante 72 horas
a temperaturas entre 4 y 8° C. 14

Extracto crudo etanélicos

Los extractos crudo etandlicos de las partes estudiadas de la
planta fueron obtenidos a partir de las tinturas al 20% por
rotoevaporaciéon del solvente a 50° C utilizando un
(Rotoevaporador IKA, RV05 Basic, Alemania), conectado a un
bafio con termostato (IKA, HB4, Werke, Alemania),
recirculador de agua para condensacion (MLW, Alemania) y
una bomba de vacio (VEM KMR 53 K4 FTH, Alemania) y
fueron secados en estufa con recirculacion de aire a 40° C, hasta
obtener masas consistentes que posteriormente fueron
preservadas en frascos de color &mbar.

Extracciones con solventes de polaridad creciente

Se utilizaron los extractos secos, disolviéndolos en etanol al
70%. Posteriormente se realizaron extracciones sucesivas con
solventes de polaridad creciente: (n-hexano, cloroformo,
acetato de etilo)(Merck) con el objetivo de separar los
metabolitos presentes en los mismos. En cada caso fueron
afladidos 20 mL del solvente empleado a un volumen igual de
cada solucion etandlica obtenida, se agito bien, se dejo reposar
hasta que se separaran las dos capas y luego se separaron. Este
procedimiento fue repetido hasta la total separacion de los
metabolitos extraidos.

A cada tintura y extracto obtenido se le determin la presencia
de compuestos orgdnicos que, segiin su solubilidad, pudieran
ser extraidos en los solventes empleados, aplicando ensayos de
tamizaje fitoquimico simples, rapidos y selectivos dirigidos a la
deteccién cualitativa de grupos o familias de metabolitos
secundarios, reportadas en la Norma Ramal de Salud Publica
309 del Ministerio de Salud Publica (MINSAP).12
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Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se realiz6 en el Laboratorio de
Productos Naturales de la Universidad de Granma por la
metodologia reportada en Guia Metodoldgica para
Investigaciones Fitoquimicas en Plantas Medicinales por el
MINSAP.13

Los extractos secos fueron utilizados en la preparacion de
diluciones en dimetilsulf6xido (DMSO) destinadas a la
evaluacion de la actividad antibacteriana.

Evaluacién de la actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana in vitro de los extractos obtenidos de
hojas y tallos de la planta investigada fue evaluada utilizando el
método de difusién en agar por diseminacion superficial en
disco (Kirby-Bauer)'> para una concentracion de 200 pg/disco.
Se determinaron los halos de inhibicion del crecimiento
bacteriano para los extractos secos de las hojas y tallos y a las
fracciones colectadas en separaciones sucesivas con solventes
de polaridad creciente (n-hexano, cloroformo, acetato de etilo).
Se utiliz6 una bateria compuesta por bacterias del tipo Gram (+)
y Gram (-) seleccionadas del cepario de la Universidad de
Granma, entre las que se encontraron: B. subtilis (ATCC 6633),
S. aureus (ATCC 29737), P. aeruginosa (ATCC 27853) y E. coli
(ATCC113 - 3)

Se utilizaron cinco controles negativos (DMSO, etanol al 70 %,
acetato de etilo, n-hexano y cloroformo) para descartar que los
solventes utilizados en las extracciones fueran los responsables
de la actividad biolégica. Como control positivo se utilizé el
antibidtico comercial penicilina.

Resultados y discusion

El tamizaje fitoquimico realizado a las tinturas al 20% y
extractos secos, de las diferentes partes de la planta en estudio
(tabla 1) muestra una gran diversidad de metabolitos
secundarios, destacandose en las tinturas al 20% la presencia
abundante de cumarinas en tallos y hojas y de flavonoides en
tallos; también estdn presentes taninos, saponinas, alcaloides,
triterpenos y/o esteroides y aminodcidos libres.

En los extractos secos la composicion fitoquimica es similar a la
determinada para las tinturas al 20%. Se determin la presencia
de metabolitos secundarios como: alcaloides, taninos,
cumarinas, triterpenos y/o esteroides, aminodcidos libres,
saponinas y flavonoides de los cuales hay reportes como
responsables de la actividad antibacteriana en las plantas. En los
extractos secos, se destaca una disminucion en la abundancia de
las cumarinas, en relacion con las tinturas al 20%, el resto de los
metabolitos se comportaron de manera semejante a las tinturas,



por lo que se puede afirmar que son estables a 50° C.

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico de las tintura al 20% y los
extractos secos de hojas y tallos de Solanum nigrum L.

Tinturas al 20% | Extractos secos
Metabolitos Hojas | Tallos Hojas | Tallos
alcaloides + + + +
cumarinas ++ ++ + +
fenoles y/o taninos + + + +
flavonoides + + + +
triterpenos y/o + + + +
esteroides
saponinas + + + +
aminodcidos libres + + + +
carbohidratos - - - -
reductores
quinonas - - - -

(-): Ausencia, (+): Presencia, (++) y (+++): Abundancia

Los resultados obtenidos en el tamizaje coinciden con los
reportados por Huang H.C'® y col. en el 2010 en un estudio
realizado en China y con los resultados de Zhao Y.\ y col. en el
2010.

En andlisis previo de la actividad bioldgica de las tinturas al
20% de las hojas y tallos de S. nigrum L, estas no manifestaron
actividad frente a las cepas bacterianas evaluadas (datos no
mostrados). Estos resultados indican que estos preparados no
son apropiados para el tratamiento de infecciones generadas por
los agentes patégenos evaluados.

No se observé actividad antimicrobiana de los extractos secos
de tallos y hojas, a la concentracién evaluada, frente las cepas
de E. coliy P. aeruginosa (Tabla 2). Se debe sefialar que ambas
son bacterias Gram (-), por tanto, es probable que de modo
general las formulaciones obtenidas de las hojas y los tallos de
la especie estudiada no presenten actividad frente a las bacterias
de este grupo, coincidiendo con estudios anteriores que sefialan
la inactividad de un elevado nimero de especies vegetales
contra microorganismos Gram (-).!8

Tabla 2. Actividad antibacteriana in vitro de extractos de hojas y
tallos de Solanum nigrum L.

Diametro del halo de inhibicién (DI) (mm)

Extractos

S. Aureus |B. Subtilis| E.Coli |P. aeruginosa

ug/discolATCC 29737|ATCC 6633 ATCC113-3|ATCC27853
E.S.H. 200 8 6 - -
E.S.T. 200 6 5 - -
E.T. HCCI3| 200 9 - - -
[E.H. AcEt. 200 8 - - -
E.T.AcEt. 200 10 - - B

E.T. HCCI3 , Extracto cloroférmico de tallos; E.H. AcEt. Extracto etilico de
hojas; E.T. AcEt. Extracto etilico de tallos; E.S.H., Extracto seco de hojas;
E.S.T., Extracto seco de tallos.

S FARMACEUTICAS

Sin embargo, los extractos secos, tanto de hojas como de tallos,
mostraron actividad frente a las cepas de B. subtilis y S. aureus.
El mayor halo de inhibicién se observé en el extracto seco
obtenido de las hojas, frente a S. aureus con un didmetro de 8
mm, valor por encima de los reportados como efectivos por
Avila.!® En relacién con B. subtilis, los halos de inhibicién
fueron de 6 y 5 mm para los extractos secos de hojas y tallos,
respectivamente.

Los extractos hexdnicos de hojas y tallos y el extracto
cloroférmico de hoja, no mostraron actividad antimicrobiana
frente a los microorganismos evaluados (datos no mostrados).
Los extractos cloroférmico y de acetato de etilo de tallos
mostraron actividad frente a las cepas de S. aureus, al igual que
los extractos de hojas en acetato de etilo. La mayor actividad
bioldgica fue manifestada por el extracto obtenido con acetato
de etilo a partir de los tallos, con didmetro del halo de inhibicién
de 10 mm, seguidos por los extractos cloroférmicos de esta
parte de la planta con 9 mm de halo de inhibicién, valores que
se pueden considerarse como moderados o medios con respecto
a los reportados por Avila.!® Los extractos obtenidos con
acetato de etilo para las hojas mostraron valores de 8§ mm de
diametro de los halos de inhibicidn, el cual se encuentra en los
limites de exclusion reportados por este autor.

Abiy?0 plantea haber encontrado actividad biolégica en la
planta Erythrina burti contra las bacterias Gram (+) y Gram (-).
Sin embargo, Avila! obtuvo importantes niveles de actividad
biolégica con Diplostephium tolimense frente a S. aureus
(ATCC 25923) lo que se adjudica a la presencia de terpenos y
flavonoides.

Los resultados obtenidos confirman los hallazgos de Llop?!,
Mandigan?? y otros investigadores?32* con relacién a que la
mayoria de los productos naturales con propiedades antibidticas
tienen mayor accién bioldgica sobre las bacterias Gram (+).

El tamizaje fitoquimico a los extractos de hojas y tallos en
acetato de etilo y cloroférmico de tallos se muestra en la tabla 3.
Como se puede apreciar en el extracto cloroférmico de tallos se
destaca la presencia de abundantes cumarinas y flavonoides y la
presencia de otras cuatro familias de metabolitos secundarios:
triterpenos y/o esteroides, saponinas, aminodcidos libres y
alcaloides. Mostré resultado negativo para antocianidinas,
taninos y/o fenoles simples. En el extracto de hojas en acetato
de etilo se detectd la presencia de: cumarinas, flavonoides,
antocianidinas, triterpenos y/o  esteroides, saponinas,
aminodcidos libres, taninos y alcaloides.

En el extracto de tallos en acetato de etilo se comprobd la
presencia de abundantes: cumarinas, flavonoides y ademads,
antocianidinas, triterpenos y/o  esteroides, saponinas,
aminodcidos libres, taninos y alcaloides.

En la composicién fitoquimica de cada uno de los extractos que
presentaron actividad antibacteriana, destacan metabolitos
como los flavonoides, cumarinas, alcaloides y saponinas, de los
cuales se ha demostrada su actividad antibacteriana.
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Tabla 3. Resultados del tamizaje fitoquimico realizado al extracto
cloroférmico de tallos y etilico de hojas y tallos.

Metabolitos Tallos (HCCI,) | Hojas (AcEt) | Tallos (AcEt)
triterpenos y/o + + +
esteroides

saponinas + + +
aminodacidos libres + + +
alcaloides + + +
cumarinas ++ + ++
fenoles y/o taninos - + +
flavonoides ++ + ++
antocianidinas - + +
Conclusiones

1.- En la composicién fitoquimica de los extractos obtenidos de
las hojas y tallos de la planta de S.nigrum L. predominan:
flavonoides, alcaloides, taninos, aminodcidos, saponinas y
cumarinas.

2.- Los extractos secos de hojas y tallos de S.nigrum L
mostraron actividad bioldgica frente a cepas de S. aureus
(ATCC 29737) y B. subtilis (ATCC 6633).

3.- Se demostré actividad antibacteriana in vitro de los extractos
de hojas y tallos en acetato de etilo y el extracto cloroférmico de
tallos de S. nigrum L frente a las cepas de S. aureus (ATCC
29737).

4.- El extracto de los tallos en acetato de etilo mostrd el mayor
halo de inhibicién (10 mm) frente a cepas de S. aureus (ATCC
29737).
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