ARTICULO ORIGINAL | ORIGINAL ARTICLE

Evaluacién de la actividad antibacteriana de plantas
medicinales de uso popular: Alternanthera brasiliana
(Alternantera), Plantago major (Llantén), Arctostaphylos
uva-ursi (Uva-ursi) y Phyllanthus niruri (Chancapiedra)

Evaluation of antibacterial activity of medicinal plants in popular medicine: Alternanthera
brasiliana (penicillin), Plantago major (broadleaf plantain), Arctostaphylos uva-ursi
(bearberry), and Phyllanthus niruri (stone breaker)

Francine Poffo Spézia'?, Diogo Siebert'®, Adrielli Tenfen'¥), Caio Mauricio Mendes de Cordova'®, Michele Debiasi
Alberton'® Alessandro Guedes'

! Universidade Regional de Blumenau, Curso de Farmdcia, Blumenau, Santa Catarina, Brasil

RESUMEN

Los estudios de sustancias obtenidas de vegetales han adquirido nuevas perspectivas, debido a los problemas asociados
con la terapia de diversas infecciones, especialmente con respecto a la resistencia a los antimicrobianos. OBJETIVOS:
Evaluar la actividad antibacteriana de las plantas medicinales frente a diferentes especies de bacterias, asi como analizar
sus perfiles cromatogréficos. MATERIALES Y METODOS: Extracto hidroalcohélico y fracciones de diclorometano, acetato
de etilo, n-butanol y plantas acuosas Alternanthera brasiliana, Plantago major, Arctostaphylos uva-ursi'y Phyllanthus niruri,
que fueron probados por el método de ClMrodilucién en caldo utilizando cepas genitales de Mycoplasma hominis,
Ureaplasma urealyticum, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Proteus mirabilis y Klebsiella
pneumoniae. Con esto, se determiné la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de las muestras. El perfil cromatogréfico de
los extractos y fracciones se determiné mediante la técnica de cromatografia de capa delgada. RESULTADOS: La fraccién
de acetato de efilo de A. uva-ursi presenté CIM de 125 pg/ml contra M. genitalium y 31,25 pug/ml contra S. aureus, siendo
este Ultimo de una excelente actividad antibacteriana. Para la misma fraccién, P niruri mostrd actividad antibacteriana
moderada, con valores de CIM de 250 pg/ml contra M. genitalium y S. aureus. Las especies A. brasiliana y R major
mostraron actividad débil o nula frente a las cepas probadas. CONCLUSION: No fue posible establecer una estrecha
relacién entre el uso popular, la actividad antibacteriana in vitro y el perfil fitoquimico de las plantas, ya que los efectos
antibacterianos de las especies vegetales estudiadas variaron en relacién a diferentes bacterias con y sin pared celular.
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ABSTRACT

Studies of substances obtained from vegetables have been acquiring new perspectives, due to problems associated with the
treatment of several infections, mainly about the resistance to antimicrobials. OBJECTIVES: To evaluate the antibacterial activity
of medicinal plants against different species of bacteria, as well as to analyze their chromatographic profiles. MATERIALS
AND METHODS: Hydroalcoholic extract and dichloromethane, ethyl acetate, n-butanol, and aqueous fractions were
obtained from Alternanthera brasiliana, Plantago major, Arctostaphylos uva-ursi, and Phyllanthus niruri, which were tested
by the broth microdilution method using strains of Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Proteus mirabilis, and Klebsiella pneumoniae. Thus,
the minimum inhibitory concentration (MIC) of those samples was determined. The chromatographic profile of the extracts
and fractions was determined by thin layer chromatography technique. RESULTS: The ethyl acetate fraction of A. uva-ursi
presented MIC of 125 pg/mlL against M. genitalium and 31.25 ug/ml against S. aureus, the lafter has been an excellent
antibacterial activity. For the same fraction, P niruri showed moderate antibacterial activity, with MIC of 250 ug/ml against
M. genitalium and S. aureus. The species A. brasiliana and P major showed little or no activity against the tested strains.
CONCLUSION: It was not possible to determine a close link between popular medicine, in vitro antibacterial activity, and
the phytochemical profile of plants, since the antibacterial effects of the studied plant species have varied compared to
different bacteria with and without cell walls.
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INTRODUCCION

Las infecciones del tracto urinario se encuentran
entre las enfermedades infecciosas mds comunes que
afectan a la poblacién'. Aproximadamente el 60% de
las mujeres entre 18 y 24 afios de edad tendrdn al
menos una infeccién urinaria sinfomdtica durante su
vida, y el 5% de ellas tendrén episodios recurrentes?.

Los principales microorganismos relacionados con las
infecciones del tracto urinario son las enterobacterias,
especialmente Escherichia coli, considerado el agente
etiolégico mds prevalente, responsable del 80% de
las infecciones.

Otros uropatégenos comunes son
Staphylococcus  saprophyticus  (15%), seguido de
Klebsiella,  Proteus, —Enterobacter, Pseudomonas 'y

Serratia. Los cocos grampositivos como Enterococcus,

Staphylococcus  aureus 'y Streptococcus  agalactiae
todavia estdn involucrados?.
Ademés de estos, los microorganismos del

género Mycoplasma y Ureaplasma son clinicamente
importantes, ya que son responsables por el desarrollo
de diversas enfermedades, principalmente enfermedades
genitourinarias y respiratorias®. Pertenecen a la clase
Mollicutes y se caracterizan por ser los organismos mds
pequefios capaces de autorreplicarse, tener un genoma
reducido y ausencia de pared celular®. Este hecho
lleva a la no susceptibilidad de estos microorganismos
a los antibiéticos que actéan a nivel de la pared
celular. La infeccién por estos agentes se asocia con
inmunodepresién, obstruccién o instrumentacién urinaria
previa®.

Las especies Mycoplasma hominis y Ureaplasma
urealyticum son las principales causas de infecciones
urogenitales entre los micoplasmas’. El U. urealyticum se
asocia a uretritis no-gonocécica. La especie M. hominis
fue aislada de pacientes con pielonefritis aguda, también
correlacionada con enfermedad inflamatoria pélvica,
vaginosis bacteriana y, en mujeres embarazadas, abortos
espontdneos, partos prematuros y fiebre posparto®.
Ademds de estos, la especie Mycoplasma genitalium ha
sido reportada como causante de uretritis en hombres y
cervicitis mucopurulenta en mujeres’.

Debido a los problemas asociados al tratamiento
de diversas infecciones, especialmente la resistencia a
los antibidticos, las sustancias vegetales han adquirido
nuevas perspectivas, como el creciente interés de su uso
en la busqueda de compuestos antimicrobianos'®'".

El uso de plantas para curar o combatir enfermedades
es muy antiguo'?, siendo todavia una prdctica muy
presente en la vida cotidiana de la poblacién. Segin
datos de la Organizaciéon Mundial de la Salud, alrededor
del 65 al 80% de la poblacién mundial no tiene acceso
a la atencién primaria de salud y recurre a la medicina
tradicional, especialmente a las plantas medicinales, en
busca de alivio para muchas enfermedades'®.

Estudios han demostrado que las plantas, incluidas
las de uso popular, producen metabolitos activos, que
presentan actividades antibacterianas, antihelminticas,
antifingicas, antivirales, antivirales, antiinflamatorias,
antioxidantes, entre otros'' descubrimientos que

han hecho de las plantas una de las fuentes para el
desarrollo de nuevos farmacos!'®.

El género Alternanthera (Amaranthaceae) estd
formado por 80 especies, ampliamente distribuidas por
todo el mundo, el 25% de las cuales se encuentran en
Brasil'. Son plantas nativas de las regiones costeras vy
amazénicas. La especie Alternanthera brasiliana (L.)
Kuntze es comUnmente conocida como 'penicilina",
"ferramicina" o 'doril' y es utilizada en medicina
tradicional para el tratamiento de diarrea, cistitis,
garganta e infecciones generales'>'®. La infusién de sus
hojas es considerada diurética, siendo utilizada para
enfermedades hepdticas y vesicales'”.

Ya el género Phyllanthus (Phyllanthaceae), conocido
popularmente  como "chancapiedra", se encuentra
en Brasil, en toda la regiéon tropical'”. Las plantas de
ese género, especialmente Phyllanthus niruri L., se
recomiendan en la medicina popular para el tratamiento
de problemas renales, gastroenteritis, infecciones
genitourinarias, hepatitis B y diabetes!! 1214171819,

Plantago  major L. (Plantaginaceae), también
conocida como "Llantén", es una hierba pequefa, nativa
de Europa y naturalizada en todo el sur de Brasil'.
Estudios etnofarmacolégicos mostraron que R major se
utiliza en el tratamiento de muchas patologias, como
enfermedades de piel, infecciones, problemas digestivos,
respiratorios, circulatorios, entre otros?.

Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng. pertenece a
la familia Ericaceae y se utiliza principalmente como
antiséptico, antiinflamatorio y en el tratamiento de
infecciones del tracto urinario como cistitis, uretritis,
disuria y pielonefritis. Esta planta fue introducida, en la
prdctica médica, en la regién de Europa, y sigue siendo
uno de los desinfectantes mds comunes e importantes
del tracto urinario, con respecto a las diferentes especies
de hierbas medicinales. Su principal componente
medicinal activo es la arbutina, un glucésido fendlico
que genera hidroquinona como resultado de la
glucélisis, y una pequeia cantidad de hidroguinona
libre se encuentra en las hojas. El dcido p-cumdrico y
el 4cido cafeico, también encontrados en la especie,
son componentes con propiedades antibacterianas vy el
4cido salicilico, conocido por su accién antiinflamatoria
y bacteriostética?'.

Frente a este contexto, los objetivos de este trabajo
fueron de evaluar la actividad antibacteriana de
A. brasiliana, P major, A. uva-ursi y R niruri, plantas
medicinales de uso popular, delante de diferentes especies
de bacterias causadoras de infecciones urogenitales, bien
como analizar sus perfiles cromatogréficos. Es importante
destacar que este es el primer trabajo que evalta la
actividad antimolicute de esas especies.

MATERIALES Y METODOS
MATERIAL VEGETAL

Partes aéreas de la especie A. brasiliana fueron
recolectadas en las casas de los residentes del barrio
Aguo Verde, en la ciudad de Blumenau, Estado de Santa
Catarina, Brasil. Luego de la identificacién, se archivé
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una copia en el Herbario Dr. Roberto Miguel Klein, de
la Universidad Regional de Blumenau, con el nimero
de registro 36295. las otras especies de plantas,
P major (Lote: 0040), A. uva-ursi (Lote: 0024) y P niruri
(Lote: 0050), de la marca NatuBlu, fueron adquiridas
comercialmente en una farmacia dispensadora en el
centro de Blumenau en forma de planta in natura.

En cuanto a la preparacién de extractos y fracciones
vegetales, la especie A. brasiliana fue sometida a secado
a temperatura ambiente y luego molida en un molino
de cuchillos. Las ofras especies, adquiridas secas,
también fueron molidas en un molino de cuchillas. Los
productos obtenidos fueron macerados con solucién
hidroalcohdélica al  70% durante siete  dios. A
continuacién, los extractos se filtraron y concentraron en
un evaporador rotatorio a presién, reducidos a 45 °C,
sin necesidad de liofilizacién. Los extractos obtenidos
fueron sometidos al proceso de particién liquido-liquido
con disolventes de diferentes polaridades, con el fin de
obtener las fracciones de diclorometano (DCM), acetato
de etilo (AcOEY), n-butanol (BuOH) y acuosa (Ag) de
cada muestra.

ANALISIS CROMATOGRAFICO

los extractos y fracciones sometidos a andlisis
en cromatografioc de capa delgada (CCD) fueron
seleccionados segun los valores de la concentracion

minima de inhibicién (CIM), con el fin de correlacionar los
perfiles cromatogréficos con la actividad antibacteriana
evidenciada. Los  patrones  cromatogréficos  de
A. uva-ursi y R niruri fueron seleccionados de acuerdo
con los marcadores de identificacién de estas especies,
segUn la Farmacopea Brasilefia [V??; los de A. brasiliana,
conforme el estudio de Pereira®; y los de R major,
segun Braz et al.?*. Cerca de 0,015 g de las muestras y
patrones fueron pesados y diluidos en T ml de metanol,
obteniendo una concentraciéon final de 15 mg/ml de
cada muestra.

Se tilizaron placas de silice GF,,,, de 6x8 cm
de tamafo, y tanque de saturacién con migracién
ascendente. Se aplicaron alicuotas de 5 ul de muestras
y patrones a las placas, con la ayuda de una pipeta
automdtica. Los sistemas eluentes y agentes cromogénicos
utilizados en este estudio fueron seleccionados de
acuerdo con la informacién obtenida previamente de la
literatura y se describen en el cuadro 1.

ACTIVIDADES BIOLOGICAS

Se utilizaron cepas de referencia de molicutes,
como M. genitalium (ATCC 33530), M. hominis (ATCC
23114), U. urealyticum (ATCC 27618), y cepas de
E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923), Proteus
mirabilis (ATCC 25933), Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883) y S. saprophyticus (ATCC 15305).

Planta Patrones Sistema eluente

Reveladores Referencias

B-sitosterol

A. brasiliana
Acido gdlico y 4cido
clorogénico

. Tolueno:acetato de efilo (97:3)

[I. Tolueno: acetato de etilo:
metanol: dcido férmico

Pereira?® (con

a. Anisaldehido sulfdrico .
modificaciones)

Braz et al.? (con
modificaciones)

b. NP-+PEG 4000+UV 365

(40:60:10:6)
P niruri Acido adlico ll. Acetato de efilo: écido férmico:  c. Cloruro férrico 5% en Farmacopea Brasileira
' 9 agua (90:5:5) metanol V22
Hidroquinona y écido V. Toluenolf <,Jc'<jot]<(>lde.eh|o: d. Cloruro férrico 1% en | 24
Jlico metanol: acido térmico metanol Braz et al.
9e (75:25:10:6)
) V. Acetato de etilo: agua:
Acido clorogénico 4cido férmico: dcido acético b. NP+PEG 4000+ UV 365 Wagner e Bladt?
(100:26:11:11)
A. uva-ursi )
Arbuting VI';ELZ?ZT_: gccizfgfl%rdr:iceglo: d. Cloruro férrico 1% en Braz et al.?* (con
(25'.75_] 0:6) metanol modificaciones)
- _— - Tolueno: C,lc?mTo,de.ehloz d. Cloruro férrico 1% en Braz et al.?* (con
Acido salicilico metanol: écido férmico o
(40:60:10:6) metanol modificaciones)
) VIII. Acetato de efilo: agua:
R major Acido clorogénico dacido férmico: deido acético b. NP-+PEG 4000+UV 365 Braz et al.?

(100:27:11:17)

NP: Difenilboriloxietilamina; PEG 4000: Polietilenoglicol 4000; UV 365 nm.

Cuadro 1 - Plantas, patrones, sistemas de eluentes y reveladores utilizados para la evaluacién de CCD en las especies
estudiadas
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las cepas de molicutes se cultivaron en el
Laboratorio de Investigacién de Bioandlisis de la
Universidad de Blumenau, segin Taylor-Robinson?, con
modificaciones. Las bacterias con pared celular E. coli,
S. aureus, R mirabilis, K. pneumoniae y S. saprophyticus
se cultivaron en agar sangre y se incubaron en
un horno a 35 °C, durante 24 h, en presencia de
oxigeno.

Las muestras se disolvieron en agua estéril, con
dimetilsulféxido al 10% (DMSQO), y se probaron por el
método de microdilucién, a la concentracién inicial de
2 mg/ml, contra las cepas de bacterias.

La determinacién de la actividad antimicrobiana
frente a bacterias sin pared celular se probé mediante
el método de microdilucién en caldo con extractos y
fracciones vegetales, segun la metodologia propuesta
por Bebear y Robertson?”’,con modificaciones. En
una placa de microtitulacién de fondo plano con 96
pozos, se realizé6 una dilucién en serie de los extractos
y fracciones vegetales, en la que, en 100 pl de medio
liquido de arginina (MLA), SP, o medio liquido de urea
(U,)), se anadieron 100 pl de las muestras de forma
individual, procediendo a una serie de diluciones
(diluidas en proporcién 2). A estas diluciones se
afadieron 100 pl de un cultivo de molicutes en la fase
de crecimiento log, conteniendo 103 microorganismos
por ml. Como control negativo, se realizé una
dilucién en serie del propio disolvente (DMSO), sin
extracto vegetal; y, como control de viabilidad de
la cepa, se realizé una dilucién en serie del cultivo
de microorganismos, sin la adicién de disolvente o
extracto vegetal. Finalmente, se agregaron de dos
a tres gotas de vaselina a cada pozo para aislar
microorganismos del medio externo y crear un ambiente
de microaerofilia. Las placas se incubaron a 37 °C
durante al menos 48 h, y el crecimiento se observé, a
simple vista, por el cambio de color del medio debido
a la presencia del indicador rojo fenol. EI CIM se
determiné como la concentracién correspondiente al
pozo anterior adonde fue posible verificar el cambio
de color.

Lo defterminacién de la actividad anfimicrobiana
frente a bacterias con pared celular se probd por el
método de microdilucién en caldo con extractos y
fracciones vegetales, segin el Clinical and Laboratory
Standards Institute?®. El CIM se determiné como la
concentracién correspondiente al pozo anterior a aquel
donde fue posible verificar la formacién del "botén'.

Para el andlisis de los resultados de actividad
antibacteriana, se llevé en consideracién el pardmetro
establecido por Machado et al.??: para extractos de
plantas y fracciones, considerdndose activos valores
de CIM por debajo de 100 pg/ml; moderadamente
activos, valores entre 100 y 500 ug/ml; levemente
activos, valores entre 500 y 1.000 pg/ml; vy, superior
a 1.000 pug/ml, los extractos y fracciones fueron
considerados inactivos.

RESULTADOS

Los resultados de la obtencién de los extractos
hidroalcohdlicos (EH) y de las fracciones estdn en la
tabla 1. Conforme los perfiles cromatogrdficos de las
plantas evaluadas (Figura 1), A. brasiliana demostro,
en las fracciones DCM y AcOEt, manchas que se
asemejan al patrén B-sitosterol, cuando revelados con
anisaldehido sulfurico (Figura 1A). Las manchas de
los patrones probados no se observaron en el extracto
hidroalcohdlico y en las fracciones de esa especie
(Figura 1B). Conforme el cromatograma expuesto en
la figura 1C, la fraccién DCM de A. uva-ursi presentd
una mancha caracteristica para terpenos; mientras que
el extracto hidroalcohdlico y las fracciones AcOEt y
BuOH presentaron manchas similares al patrén dcido
gdlico, cuando revelados con cloruro férrico 1% en
metanol. Para la misma especie, los patrones dcido
clorogénico y dcido salicilico no fueron observados,
conforme el perfil cromatogrdfico revelado en las
figuras 1E y 1F Llas fracciones AcOEt y BuOH de
P niruri demostraron manchas caracteristicas  de
compuestos fendlicos (Figura 1G), asi como para el
extracto hidroalcohdlico y la fraccién AcOEt de Pmajor
(Figura TH).

Tabla 1 - Rendimiento del extracto hidroalcohdlico y fracciones obtenidos de las especies vegetales analizadas

Espécies vegetais

Extracto/ A. brasiliana P niruri P major A. uva-ursi
Fracciones
Peso (g) Rendimiento (%) Peso (g) Rendimiento (%) Peso (g) Rendimiento (%) Peso(g) Rendimiento (%)

EH* 196,40 9,87 124,87 17,09 194,93 18,44 144,49 22,11
DCMt 0,44 2,86 1,10 6,33 0,26 0,82 1,77 6,34
AcOEtt 0,18 1,17 1,24 717 0,32 1,01 8,35 29,89
BuOHt 0,94 6,10 3,45 19,87 4,10 12,83 6,04 21,61
Aq' 9,11 59,21 9,55 55,05 17,83 55,79 9,22 32,98

* El rendimiento del extracto hidroalcohélico (EH), para cada especie, se calculé en relacién a la muestra pulverizada seca. T El rendimiento de las
respectivas fracciones (DCM, AcOEt, BUOH, Aq) fue calculado en relacién al utilizado en el procedimiento de particién.
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Eluente: V Eluente: |l

Revelador: b Revelador: d

(5) Acido gdlico (6) Acido clorogénico
(15) Ext. bruto PN (19) Ext. bruto PM

(16) Fraccion DCM PN (20) Fraccion DCM PM
(17) Fraccion AcOEt PN (21) Fraccion AcOEt PM
(18) Fraccion BuOH PN

Eluente: IlI Eluente: VIII

Revelador: ¢ Revelador: b

A y B: Cromatogramas de A. brasiliana (AB); C, D, E y F: Cromatogramas de A. uva-ursi (AU); G: Cromatograma de R niruri (PN);
H: Cromatogramas de P major (PM).

Cromatogramas: A — (1) B-sitosterol, (2) Extracto hidroalcohélico AB, (3) Fraccion DCM AB, (4) Fraccién AcOEt AB, Eluente: |, Revelador: a.
B - (5) Acido gdlico, (6) Agido clorogénico, (2) Extracto hidroalcohélico AB, (3) Fraccién DCM AB, (4) Fraccion AcOEt AB, Eluente: I, Revelador: b.
C — (7) Hidrogquinona, (5) Acido gdlico, (8) Extracto hidroalcohélico AU, (9) Fraccién DCM AU, (10) Fraccién AcOEt AU, (11) Fracciéon BuOH AU, (12)
Fraccion Aq AU, Eluente: IV, Revelador: d. D — (13) Arbutina, (8) Extracto hidroalcohélico AU, (9) Fraccion DCM AU, (10) Fraccién AcOEt AU, (11)
Fraccion BuOH AU, (12) Fraccién Ag AU, Eluente: VI, Revelador: d. E - (6) Acido clorogénico, (8) Extracto hidroalcohélico, (9) Fraccion DCM AU, (10)
Fraccion AcOEt AU, (12) Fraccién Aq AU, Eluente: V, Revelador: b. F — (14) Acido salicilico, (8) Extracto hidroalcohélico AU, (9) Fraccién DCM AU,
(10) Fraccion AcOEt AU, (11) Fraccién BuOH AU, (12) Fraccién Ag AU, Eluente: II, Revelador: d. G — (5) Acido gdlico (15), Extracto hidroalcohélico
PN, (16) Fraccién DCM PN, (17) Fraccién AcOEt PN, (18) Fraccién BuOH PN, Eluente: lll, Revelador: c. H — (8) Acido clorogénico, (19) Extracto
hidroalcohélico PM, (20) Fracciéon DCM PM, (21) Fraccién AcOEt PM, Eluente: VIII, Revelador: b.

Figura 1 — Resultados del andlisis cromatogréfico de las especies vegetales analizadas
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En las pruebas de microdilucién realizadas frente
a los cepas bacterianas, se verific, de manera
general, una actividad antibacteriana muy parecida
entre los extractos y fracciones de las diferentes
especies vegetales, mereciendo destaque la actividad
de la Fraccion AcOEt y extracto hidroalcohdlico de
A. uva-ursi, con CIM de 31,25 pg/ml y 125 pg/ml,
respectivamente, frente a la cepa de S. aureus,
conforme demostrado en la tabla 2.

DISCUSION

Las plantas seleccionadas en esta investigacion
son muy buscadas por la poblacién como remedio
en el tratamiento de las infecciones urinarias, pero
ningUn estudio ha revelado adn su verdadera actividad
antimicrobiana contra las cepas de molicutes.

De acuerdo con los rendimientos porcentuales,
se observé que todas las especies presentaban alto
rendimiento de Fraccién Aq, lo que puede estarrelacionado
con la presencia mayoritaria de compuestos glicosilados
y polimeros®. Estudios cromatogréficos sugieren que

la especie A. brasiliana presenté menor complejidad
quimica en las fracciones mds apolares, demostrando
un perfil cuantitativo diferente, en comparacién con las
especies P niruri y P major. Se observa que estas Gltimas
especies mostraron alto rendimiento de Fraccién BuOH,
mientras que A. uva-ursi mostré buen rendimiento, tanto
en las fracciones AcOEt como BuOH.

La especie A. brasiliana estuvo inactiva, tanto para
el extracto hidroalcohélico como para las diferentes
fracciones verificadas. Frente a las cepas de molicutes,
las fracciones DCM y AcOEt estaban inactivas (MIC =
1.000 ug/ml), a excepcién de la cepa M. genitalium, que
no tuvo su crecimiento inhibido en presencia de Fraccién
DCM. El extracto hidroalcohélico y las otras fracciones
eran inactivos. No se evidencié ninguna actividad contra
las diversas especies de bacterias con pared celular. Este
resultado estd en linea con el evidenciado por Coutinho
et al.?', que probaron el extracto etandlico de las hojas
de A. brasiliana contra cepas de E. coli, S. aureus y
Pseudomonas aeruginosa, y también se considerd
inactivo ante los pardmetros de Machado et al.?”.

Tabla 2 — Resultados de la evaluacién de CIM de las especies vegetales analizadas frente a cepas bacterianas

Microorganismos

Plantos M. u. K. S.
genitalium M. hominis urealyticum E. coli P mirabilis pneumoniae 5. aureus saprophyticus
A. brasiliana CIM (ng/ml)
EH >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
DCM >1.000 1.000 1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
AcOEt 1.000 1.000 1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
BuOH >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
Aq >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
A. uva-ursi CIM (ng/mL)
EBH 500 1.000 1.000 >1.000 >1.000 >1.000 125 1.000
DCM 500 500 500 >1.000 >1.000 >1.000 500 500
AcOFEt 125 500 250 1.000 1.000 >1.000 31,25 250
BuOH 1.000 >1.000 1.000 >1.000 >1.000 >1.000 500 1.000
Aq >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
P niruri CIM (ng/ml)
EH 500 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
DCM 1.000 500 1.000 >1.000 >1.000 >1.000 250 250
AcOFEt 250 1.000 1.000 >1.000 >1.000 >1.000 500 500
BuOH 500 >1.000 1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
Aq 1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
P major CIM (ug/ml)
EH >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
DCM 500 1.000 1.000 >1.000 >1.000 >1.000 1.000 1.000
AcOEt 1.000 1.000 1.000 >1.000 >1.000 >1.000 1.000 1.000
BuOH >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
Aq >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000
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Se han realizado varios estudios en la busqueda de
efectos antimicrobianos de esta especie vegetal, ya que se
la conoce popularmente como "penicilina”. Sin embargo,
no se realizé ningin estudio con bacterias sin pared
celular (molicutes). Pereira et al.? evaluaron el extracto
hidroalcohélico y la Fraccién AcOEt de A. brasiliana y
se encontraron valores de MIC = 1.250 pg/ml, contra
S. aureus, y CIM > 2.500 pg/ml, contra E. coli vy
P aeruginosa. No se evidencié actividad contra el hongo
Saccharomyces cerevisiae, contra el cual el extracto
hidroalcohdlico fue fungistdtico y fungicida a una
concentracién de 625 pg/ml.

la ausencia de actividad antimicrobiana de
A. brasiliana, reportada en el presente estudio y en
trabajos anteriores, no corrobora los efectos terapéuticos
reportados por el uso popular'®'®'. Este hecho
puede explicarse probablemente por el hecho de que
esta especie no estd relacionada con la lucha contra
microorganismos a través de efectos bacteriostéticos o
bactericidas, sino por su accién antiinflomatoria®. El
andlisis fitoquimico cualitativo de diferentes extractos
de A. brasiliana revel6 la presencia de compuestos
como carbohidratos, alcaloides, saponinas, flavonoides,
fenoles, taninos y proteinas®. Los polifenoles, flavonoides
y dcidos fendlicos tienen varias funciones, tales como
actividad antioxidante, accién hormonal, estimulacién
enzimdtica y propiedades antibacterianas®34. Ademds
de estos, se reportaron la accién antiinflamatoria y la
presencia de compuestos con posible accién analgésica,
lo que contribuiria al alivio de los sinftomas de los
procesos infecciosos y podria llevar a la idea de una
posible accién antibacteriana®*°. También puede haber
inhibicién de la formacién de biopeliculas, debido a un
impedimento de la captacién de estos microorganismos
en superficies biolégicas, como el ardndano (Vaccinium
macrocarpon)®. Las biopeliculas corresponden a una
asociacién entre células bacterianas, formando una
matriz multicelular, que puede adherirse a superficies
biolégicas y no bioldgicas. Son sistemas complejos
y dindmicos, que presentan un modo de crecimiento
protegido contra las defensas del huésped, asi como la
accién de los antibiéticos, ademés de permitir que los
ICMrorganismos sobrevivan en ambientes hostiles®’*8,
Tales hipétesis podrian justificar el uso de esta planta
como medicina por parte de la poblaciéon en procesos
infecciosos in vivo.

En relacién a bacterias con pared celular, Fraccién
AcOEFEt de A. uva-ursi fue capaz de inhibir el crecimiento
de S. aureus a una concentracién de 31,25 pg/ml, una
excelente actividad que corresponde al mejor resultado
de este estudio. El extracto hidroalcohdlico presentéd
MIC = 125 pg/ml, seguido de fracciones de DCM y
Buoh con MIC = 500 pg/ml, caracterizando actividad
moderada. A la vista de los resultados, la fraccion AcOEt
fue mds activa en relacién al extracto hidroalcohdlico
y a ofras fracciones. Segun estudios de Cechinel Filho
y Yunes®, esta fraccién concentra un gran nUmero de
metabolitos secundarios, tales como flavonoides, taninos,
saponinas, dcidos tfriterpénicos y compuestos fendlicos,
incluyendo hidroquinona?*. Sin embargo, se cree que
algunos de los metabolitos secundarios concentrados

en la fraccién AcOEt pueden estar contribuyendo a la
mejor actividad. Por ofra parte, el alto rendimiento de
esta fraccién puede ser un dato interesante para estudios
posteriores®. En estudios in vitro, citados por Blumenthal
et al.“%, se ha demostrado que los preparados a base de
A. uva-ursi también tienen actividad antibacteriana frente
a Proteus vulgaris, E. coli, U. urealyticum, M. hominis,
S. aureus, R aeruginosa, Enterococcus faecalis y

Candida albicans.

En relacién a la especie P niruri, la fraccién
AcOEt presenté actividad antibacteriana moderada,
con valores de CIM = 250 ng/ml, frente a la cepa
M. genitalium. Contra S. aureus, las fracciones DCM y
AcOEtpresentaron actividad antibacteriana moderada, con
CIM = 250 pg/mly 500 pg/ml, respectivamente. P niruri
ha demostrado actividad antibacteriana in vitro contra
Staphylococcus, Micrococcus y Pasteurella, bien como
actividad antimalérica in vivo. Otras especies del género,
como P burchellii y P parvulus, mostraron actividad contra
E. coli, P mirabilis, P aeruginosa, Klebsiella oxytoca,
Serratia marcescens y Bacillus subtilis (CIM = 5 mg/ml)'8.
En un estudio realizado por Sumathi y Parvathi*!, el CIM
del extracto de las hojas de P niruri fue de 50 pg/ml
frente a Salmonella enterica sorovar Typhi y S. aureus,
resultados que justifican el uso popular de esta planta
para el tratamiento de la gastroenteritis. La actividad
antimicrobiana de los extractos etandlicos y acetdnicos
de P niruri también fue probada por el método de
difusién de disco por Divya et al.*?, que mostré zonas
de inhibicién efectiva de extractos contra aislados de
Staphylococcus sp., E. coli, Pseudomonas sp. y Bacillus
sp. Este resultado se debe a la presencia de taninos,
flavonoides y compuestos fendlicos encontrados en la
especie vegetal®?. El etanol extracto de las hojas de
P niruri mostré alta actividad contra K. pneumoniae
(18 mm), PR aeruginosa (16 mm) y P mirabilis
(26 mm), siendo este Gltimo superior al control positivo
(23 mm)*3.

P major presenté valores de MIC inactivos contra las
cepas probadas. Los resultados obtenidos para la especie
son similares a los reportados en la literatura, ya que la
evidencia de actividad antimicrobiana sélo fue posible
en extractos con alta concentracién de compuestos
bioactivos. Metiner et al.** analizaron la actividad
antimicrobiana, utilizando el método de microdilucién, y
verificaron que el extracto aceténico era inactivo contra
Bacillus cereus, con MIC = 3.562 pg/ml, asi como
contra las cepas de B. subtilis, R mirabilis, P aeruginosa y
Staphylococcus epidermidis, con MIC = 28.500 pg/ml. El
extracto etandlico también fue inactivo contra E. coli y
B. cereus con MIC = 12.500 pg/ml. En los estudios
de Okmen®, el extracto metandlico de R major fue
inactivo (MIC = 1.625 pg/ml) contra diferentes cepas
de S. aureus.

El andlisis cromatogréfico mostré que la especie
A. brasiliana presenta un metabolito con Rf similar
al B-sitosterol (Rf = 0,17) en las fracciones DCM y
AcOEt, con Rfs ~ 0,18, como se muestra en la Figura
1A. En la composicién de esta especie, se destacan los
fitoesteroles, como el estigmasterol, el B-sitosterol y el
espinaterol. Tales sustancias se encuentran comUnmente
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en verduras, y el estigmasterol y el PB-sitosterol son
los esteroides principales presentes en membranas
celulares de la planta. Estudios previos realizados con
el B-sitosterol han demostrado un efecto analgésico y
antiinflamatorio significativo®. En la Figura 1B no se
observd la presencia de compuestos activos similares
al 4cido gdlico (Rf = 0,56) y al d4cido clorogénico
(Rf = 0,11), utilizados como patrones en las muestras
analizadas. Oftros estudios demuestran la presencia
de compuestos fendlicos*® y flavonoides?”,compuestos
conocidos por su efecto antibacteriano®.

Romm et al.?! sugirié que la actividad antimicrobiana

de la especie A. uva-ursi esté relacionada con la presencia
de arbutina y su aglicona, hidroquinona. Ademds, segin
la Farmacopea Brasilefia V22, estos compuestos son
considerados estdndares de calidad para la identificacion
de esta especie. Sin embargo, de acuerdo con el perfil
cromatografico mostrado en las figuras 1C y 1D, no fue
posible observar la presencia de compuestos similares
a la hidroquinona/Rf = 0,40 y la arbutina/Rf = 0,24
en las muestras analizadas. Esta planta destaca por su
alto contenido en glucésido de fenoles simples, siendo
el principal la arbutina, cuyo contenido oscila entre el
6 y el 10%*. Braz et al.?* se demosiré la presencia
de hidroquinona en la fraccién AcOEt de A. uva-ursi
mediante CCD y en las mismas condiciones del presente
estudio.

El bajo contenido o ausencia de estos compuestos en
las especies vegetales analizadas puede atribuirse, por
ejemplo, a la época del afio en que se recogié la planta,
a los procedimientos de secado y almacenamiento®, o
incluso por un posible intercambio de especies. Esta
Oltima hipétesis fue descartada, ya que la autenticidad
de la especie fue confirmada por pardmetros de la
Farmacopea Brasilefia [V?2. Otra hipétesis puede estar
relacionada con la estabilidad de los compuestos
fendlicos, que son facilmente oxidables tanto a través
de enzimas vegetales especificas, como por la influencia
de la luz y el calor. La hidroquinona, por ejemplo, es
un compuesto facilmente fotodegradable y presenta
alta reactividad quimica, y puede sufrir oxidacién,
dependiendo de las condiciones de temperatura, pH y
presencia de oxigeno en el medio, ademds de las formas
de almacenamiento, que no se presentan en muestras
adquiridas comercialmente*®*’. Ademds, se enfatiza la
sensibilidad del método como factor de interferencia. En
el andlisis por CCD, los compuestos identificados suelen
presentarse en mayor cantidad en los vegetales
(mayorfa). Las técnicas analiticas mds sensibles pueden
ayudar a detectar compuestos en las minorfas presentes.

La especie A. uva-ursi también se caracteriza por el
alto contenido de taninos, derivados del dcido gdlico,
y su concentracién puede ser superior al 10%*. Por
esta razén, también se investigd la presencia de este
compuesto en las muestras, que, en la metodologia
utilizada (Cuadro 1), aparece en Rf = 0,12 (Figura1C).
El andlisis cromatografico mostré que un metabolito
similar al d4cido gdlico estd presente en el extracto
hidroalcohélico, en la fraccién DCM y AcOEt, y
puede ser uno de los factores responsables de la
actividad antibacteriana evidenciada en la presente

muestra. Ademds, no hubo presencia de compuestos
similares al 4cido clorogénico (Rf = 0,55) y al d4cido
salicilico (Rf = 0,74), compuestos conocidos por su
accién antiinflamatoria y bacteriostatica?' (Figuras1E y
1F, respectivamente).

El perfil cromatogréfico de P niruri se muestra en
la Figura 1G. Los resultados revelaron la presencia
de un metabolito similar al 4cido gdlico (Rf = 0,73)
en las fracciones AcOEt y BuOH, lo que puede haber
contribuido @ la actividad moderada evidenciada
contra M. genitalium. El andlisis fitoquimico de esta
planta, en estudios previos, registré la presencia de
varios flavonoides, triterpenos, lignanos, fenoles y
taninos. Sin embargo, todavia existen pocos estudios
que correlacionen la actividad de las plantas con una
sola sustancia o al efecto sinérgico entre los diferentes
constituyentes'”'18,

Los resultados del perfil cromatogréfico de P major
se muestran en la Figura TH. Es posible verificar
una fincién similar al patrén de dcido clorogénico
(Rf = 0,42), sugiriendo la presencia del metabolito en
el extracto hidroalcohélico y en la Fraccion AcOEt. Braz
et al.?* evidenciaron la presencia de dcido clorogénico y
4cido cafeico en la Fraccién AcOEt de P major.

Debido a los pocos informes en la literatura sobre
la accién de las plantas medicinales contra las especies
molicutes y la busqueda de mejores resultados frente a
bacterias con pared celular, los datos encontrados pueden
ayudar a obtener moléculas farmacolégicamente activas
y dilucidar el uso de plantas con fines terapéuticos, asf
como la Fraccién AcOEt de A. uva-ursi, que presentd
una excelente actividad antibacteriana (31,25 pg/ml)
frente a la cepa de S. aureus.

CONCLUSION

No fue posible establecer una relaciéon estrecha entre
el uso popular, la actividad antibacteriana in vitro y el
perfil fitoquimico de las plantas, una vez que los efectos
antibacterianos de las especies vegetales estudiadas
variaron frente a las diferentes especies de bacterias,
y, en la mayoria de los casos, fueron considerados
inactivos. Los resultados de este estudio destacaron
que la especie A. brasiliana, a pesar de ser conocida
popularmente como "penicilina", un potente antibiético
de la clase de los PB-lactdmicos, no tiene cualquier
actividad antibacteriana contra las cepas probadas in
vifro.

Otro resultado relevante fue que la fraccion AcOEt,
obtenida de A. uva-ursi, demostré una excelente
actividad contra S. aureus, lo que, segin datos de la
literatura, deberia estar relacionado a la presencia
de compuestos como arbutina e hidroquinona. Sin
embargo, en el andlisis cromatogrdfico, los compuestos
no se encontraron, sugiriendo, asf, la existencia de mds
compuestos responsables por esa actividad.
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