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RESUMEN
Nautilocalyx pallidus (Sprague), conocido como “Kitove”, es una planta utilizada en la medicina
tradicional indigena de las comunidades uitoto del Amazonas colombiano, especialmente para
tratar mordeduras de serpientes venenosas como la equis (Bothrops atrox), la verrugosa (Lachesis
muta) y una serpiente conocida comunmente como serpiente loro (Corallus caninus). Sin embargo,
a la fecha no se han realizado investigaciones sobre sus componentes fitoquimicos ni sus posibles
propiedades antimicrobianas. Teniendo en cuenta la problematica actual de la multirresistencia
antimicrobiana de los microorganismos, el objetivo principal de este estudio fue determinar la
efectividad antimicrobiana del extracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” contra
cepas microbianas de la coleccion ATCC. Para ello, inicialmente se llevé a cabo un analisis
fitoquimico cualitativo mediante cromatografia en capa fina, con el fin de identificar los
principales compuestos responsables de sus posibles efectos antimicrobianos, seguido de una
evaluacion de su actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes), bacterias Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa) y una levadura (Candida albicans) empleando la técnica de difusion en pozo. Los
resultados del anélisis fitoquimico del extracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kstove” revelaron la presencia de varios compuestos bioactivos que podrian ser responsables de
sus propiedades terapeuticas y antimicrobianas. La evaluacion de las propiedades antimicrobianas
mostré que el extracto puro de la planta no presenté actividad contra Pseudomonas aeruginosa ni

Escherichia coli, mientras que tanto, el extracto puro y su dilucién al 10% exhibieron actividad
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antibacteriana contra Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes; ademas, el extracto al 10%
mostrd actividad moderada contra Candida albicans
Palabras claves: Antimicrobiano; cromatografia; difusion de pozos; fitoquimicos; Kitove;

Nautilocalyx pallidus (Sprague).
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ABSTRACT

Nautilocalyx pallidus (Sprague), known as “Kitove”, is a plant used in traditional indigenous
medicine of the uitoto communities of the Colombian Amazon, especially to treat bites from
poisonous snakes such as the horse snake (Bothrops atrox), the warty snake (Lachesis muta) and
a snake commonly known as the parrot snake (Corallus caninus). However, to date, no research
has been conducted on its phytochemical components or its possible antimicrobial properties.
Considering the current problem of antimicrobial multi-resistance of microorganisms, the main
objective of this study was to determine the antimicrobial effectiveness of the aqueous extract of
Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” against microbial strains from the ATCC collection. For
this purpose, a qualitative phytochemical analysis was initially carried out by thin layer
chromatography, in order to identify the main compounds responsible for its potential
antimicrobial effects, followed by an evaluation of its antimicrobial activity against Gram-positive
bacteria (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes), Gram-negative bacteria (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa) and a yeast (Candida albicans) using the well diffusion technique.
The results of the phytochemical analysis of the aqueous extract of Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove” revealed the presence of several bioactive compounds that could be responsible for its
therapeutic and antimicrobial properties. Evaluation of antimicrobial properties showed that the
pure plant extract did not exhibit activity against Pseudomonas aeruginosa or Escherichia coli,
while both the pure extract and its 10% dilution exhibited antibacterial activity against
Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes; furthermore, the 10% extract showed

moderate activity against Candida albicans.
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Keywords: Antimicrobial; chromatography; Kitove; Nautilocalyx pallidus (Sprague);

Phytochemicals Well diffusion.

1. INTRODUCCION

El incremento de la multirresistencia bacteriana frente antibidticos se ha convertido en un
problema de salud publica global. Esta crisis se atribuye, entre otras cosas, al inadecuado manejo
y uso generalizado de agentes antimicrobianos por parte de los sistemas de salud, ademas de
factores asociados a los seres humanos al auto medicarse o no cumplir con los tiempos
terapéuticos, provocando la aparicion de cepas resistentes como Staphylococcus aureus resistente
a la meticilina, Enterococcus faecium resistente a la vancomicina, Enterobacteriales resistentes a
las cefalosporinas de tercera generacion y a carbapenémicos, Pseudomonas aeruginosa resistente
a carbapenémicos, entre otros (OMS, 2024).

La naturaleza contiene la mayor fuente de compuestos bioactivos que se han venido aprovechando
para el desarrollo y produccion de medicamentos fitoterapéuticos, que han contribuido con el
bienestar y la salud del ser humano a través del uso de plantas tradicionales, que son bien
conocidas entre las comunidades nativas de todo el mundo (Shbhatu y Abraha, 2020). Por su parte,
la Cumbre Mundial de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sobre medicina tradicional,
reportd que el 17% de los paises miembros en la region de las Américas utilizan la medicina
tradicional y complementaria, revelando la importancia de integrar la evidencia cientifica y las
practicas tradicionales en los sistemas de salud para mejorar su eficacia y accesibilidad (OMS,
2013).

Muchas plantas medicinales a menudo se han utilizado para tratar enfermedades sin un
conocimiento previo de sus compuestos activos o sus objetivos de accion especificos (Gebrewbet

y Hndeya, 2023); aun asi, los tratamientos medicinales nativos desarrollados empiricamente han
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favorecido que cada comunidad desarrolle sus propias précticas tradicionales, permitiendo
identificar y utilizar plantas medicinales efectivas para la prevencion y el tratamiento de diversas
enfermedades (Chali et al., 2021).

Al dia de hoy, existe un amplio conocimiento de que, los extractos de plantas medicinales
contienen diversos compuestos bioactivos con importantes propiedades fitoquimicas, como
alcaloides, taninos, flavonoides y compuestos fenolicos. Al respecto, la medicina tradicional ha
producido con éxito medicamentos cruciales para la salud humana; por ejemplo, a base de
componentes bioactivos flavonoides se tiene el compuesto Eupatilin, comercializado bajo el
nombre de Stillen® empleado para tratar Glceras gastricas o también otros derivados flavonoides
como Diosmin®, utilizado para tratar diversas hemorroides e insuficiencia venosa crdnica o
Tenalisib para el tratamiento de la leucemia (Xu et al., 2023). Fiagama y Trujillo (2012) explican
que, en Colombia, se han realizado estudios sobre el uso agroindustrial de especies nativas en
busca del potencial econdmico de productos no maderables del Bosque Humedo Tropical
Amazénico. Destacando los avances en la agroindustria del aji (Capsicum spp.) en la Amazonia
colombiana, asi como de especies alimenticias como el araza (Eugenia stipitata), la cocona
(Solanum sessiliflorum), la pifia (Ananas comosus), el carambolo (Averrhoa carambola), el
maraco (Theobroma bicolor) y el copoazu (Theobroma grandiflorum).

Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” es una planta utilizada en la medicina tradicional
indigena de la etnia uitoto del Amazonas. Hanstein describi6 originalmente este género de plantas
en 1854, al tiempo que introducia varios géneros de Gesneriaceae en el nuevo mundo (Xu et al.,
1990). Sin embargo, en 1865 fue reclasificada como sinénimo de Episcia; Sprague reestablecid
Nautilocalyx como un género separado en 1912, basandose en la posicion de los 6vulos en la

placenta (Bentham y Hooker, 1862). Las especies clasificadas bajo Nautilocalyx pertenecen a
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diferentes linajes evolutivos, un linaje identificado, llamado clado "Nautilocalyx sensu stricto”,
incluye especies como N. aeneus, N. antioquensis, N. bracteatus, N. biserrulatus, N. colombianus,
N. erytranthus, N. lehmanii, N. lucianii y N. urticifolius. Estas especies generalmente tienen
corolas en forma de embudo o trompeta con I6bulos extendidos, I6bulos del caliz estrechos y
lanceolados con un l6bulo dorsal reducido y recurvado, y un tubo de la corola mas corto que el

doble de la longitud del caliz (Gesneriad Reference Web, s. f.)
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague)

“Kitove” frente a cepas microbianas de coleccion ATCC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Describir las caracteristicas visuales, anatémicas y estructurales de varias partes de la planta
Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” en el lugar de recoleccion, siguiendo metodologias
boténicas establecidas y estandares de referencia.

- Establecer mediante la técnica de cromatografia en capa fina TLC los compuestos fitoquimicos
presentes en el extracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”.

- Determinar la efectividad antimicrobiana del extracto acuoso obtenido de las hojas y tallos de
Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Candida albicans empleando la técnica de

difusion en pozo.
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3. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Hoy en dia, no es ningun secreto que, desde tiempos antiguos, los pueblos indigenas del mundo
siempre han tenido su propio conocimiento sobre el valor de las plantas medicinales y la
importancia que estas tienen en el &mbito de la salud. Desde la antigiiedad, han utilizado lo que la
naturaleza les ha proporcionado para prevenir y curar maltiples enfermedades dentro de su entorno
cultural.

En este sentido, los grupos étnicos uitotos del Amazonas colombiano no son ajenos al
conocimiento sobre las plantas medicinales del Bosque Himedo Tropical Amazénico; antes de
recurrir a la medicina occidental, han utilizado plantas para curar a sus enfermos. Por lo tanto, es
importante destacar el conocimiento y uso de las plantas que tienen los pueblos indigenas a través
de personas idéneas, llamadas curanderos, quienes son los que saben para qué tipo de enfermedad
se utiliza cada planta. Generalmente, transmiten su conocimiento a los miembros de la misma
familia, a quienes imparten verbalmente sus creencias y practicas medicinales aprendidas de sus
antepasados. Sin embargo, esta practica tradicional de las comunidades nativas puede ocasionar
que el conocimiento sobre las plantas medicinales se pierda antes de llegar a la comunidad
cientifica (Gebrewbet y Hndeya, 2023).

A pesar de la rica biodiversidad y el vasto conocimiento medicinal tradicional presente en las
diversas comunidades indigenas del Amazonas colombiano, muchas plantas con gran potencial
terapéutico permanecen poco estudiadas cientificamente. Tal es el caso de Nautilocalyx pallidus
(Sprague), conocido como “Kitove”, una planta que, en la cultura indigena uitoto de las
comunidades de Puerto Sabalo—Los Monos, en el departamento del Amazonas, es utilizada para
tratar mordeduras de serpientes venenosas como la equis (Bothrops atrox), la verrugosa (Lachesis

muta), conocida en lengua indigena como “Monaire”, y la serpiente loro (Corallus caninus),
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Ilamada en lengua indigena como “Uiiks”. Ademas, es empleada para aliviar diversas dolencias
(fiebre general, dolores corporales) presentes en la comunidad indigena, aunque carece de una
validacion cientifica exhaustiva sobre sus componentes fitoquimicos y propiedades
antimicrobianas.

La creciente carga mundial de bacterias resistentes a los antibidticos, plantea un riesgo importante
para la salud mundial. A medida que los antibidticos convencionales se vuelven menos eficaces,
frente a infecciones causadas por patdgenos como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Candida albicans, esto ha intensificado el
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos y las plantas ofrecen una rica fuente de sustancias
antimicrobianas y son muy prometedoras para aplicaciones terapéuticas (Alvarez-Martinez et al.,
2021).

El presente estudio explord la presencia de compuestos fitoquimicos presentes en el extracto
acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” que puedan contribuir a sus propiedades
terapéuticas y posteriormente se evaluo la actividad antimicrobiana del extracto de Nautilocalyx
pallidus (Sprague) “Kitove” frente a los patdgenos mencionados anteriormente, debido a que estos
patégenos son responsables de una amplia gama de enfermedades en el ser humano que han
demostrado, ademas, una creciente resistencia a los tratamientos antimicrobianos convencionales
(CDC,2019; OMS, 2024). Al proporcionar una validacion cientifica para los usos medicinales
tradicionales, esta investigacion podria allanar el camino para el desarrollo de nuevos productos

farmacéuticos y contribuir a la preservacion del conocimiento indigena.
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1 MARCO TEORICO

4.1.1 Medicina tradicional y complementaria

La medicina tradicional tiene su origen en los inicios de la actividad humana, cuando las personas
recurrian a plantas medicinales para tratar enfermedades y dolencias con el fin de lograr una vida
libre de enfermedades; este conocimiento se ha transmitido de generacion en generacion a través
de conocimientos ancestrales y experiencias de ensayo y error compartidas entre comunidades
indigenas, afrodescendientes y comunidades nativas de todo el mundo. Por su parte, la medicina
complementaria o alternativa se refiere a un conjunto de précticas de atencién sanitaria que no
forman parte del sistema de salud predominante de un pais, sino que pertenecen a sistemas de
medicina tradicional organizados, como la medicina indigena, la fitoterapia, la acupuntura, entre

otras (OMS, 2013).

4.1.2 Planta medicinal

Una planta medicinal es una planta silvestre o cultivable que, segln la tradicion o los registros
bibliograficos, es capaz de producir y almacenar compuestos activos en uno 0 mas de sus 6rganos;
estos principios bioldgicamente activos, influyen en los procesos fisioldgicos de los organismos
vivos, generando acciones metabdlicas e inmunoldgicas positivas en el organismo. Estas
propiedades sirven de base para desarrollar y producir compuestos quimicos de importancia

farmacoldgica (WHO, 1999).

4.1.3 Compuestos bioactivos

Dentro de cualquier planta, sea medicinal o no, se desarrollan dos tipos de compuestos bioactivos:

metabolitos primarios y secundarios.
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4.1.3.1 Compuestos bioactivos primarios

Las plantas producen dos categorias de compuestos fitoquimicos. La primera categoria incluye los
metabolitos o compuestos primarios, que son esenciales para el crecimiento y desarrollo normal
de una planta. Entre estos compuestos se encuentran macromoléculas como los acidos nucleicos,
carbohidratos, acidos grasos, proteinas y otras moléculas criticas para el desarrollo de la planta,
como reguladores del crecimiento y componentes de la pared celular. Estos compuestos son de
vital importancia para el ciclo de vida de la planta, ya que proporcionan la nutricion necesaria pero

tienen propiedades medicinales minimas (Bitwell et al., 2023).

4.1.3.2 Compuestos bioactivos secundarios

También conocidos como metabolitos secundarios, le confieren a la planta la capacidad de poder
adaptarse y sobrevivir al estrés bidtico local, mediante el desarrollo de biomoléculas con
propiedades fungicas, antibacterianas, insecticidas o antivirales; entre este tipo de moléculas se
logran encontrar los alcaloides, terpenoides, saponinas, compuestos fendlicos, flavonoides,
taninos, siendo estas biomoléculas las responsables de muchas actividades bioldgicas o

farmacologicas (Al-Khayri et al., 2023).

4.1.4 Extracto crudo o extracto vegetal

Los extractos crudos o extractos puros son sustancias que se caracterizan por tener una consistencia
liquida, semisdlida o sélida; estos extractos se obtienen mediante procesos fisicos o quimicos
aplicados a un organo vegetal especifico de la planta medicinal, que se considera el reservorio de
los principios activos. Generalmente no se utiliza la planta entera, sino sélo las partes que
contienen los principios activos, como la raiz, la hoja o el fruto (Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria, 2019).
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4.1.5 Métodos de extraccion

El método de extraccion es el primer paso para obtener los compuestos bioactivos de una mezcla
natural. El éxito del método de extraccion depende en gran medida de la eleccion del disolvente
de extraccion ya que determina la calidad, la cantidad y la selectividad de los compuestos extraidos
al alinearse con las propiedades quimicas de los componentes naturales y del producto final
deseado (Popova y Bankova, 2023).

En general, como se muestraen la Tabla 1, que describe la relacion entre la polaridad del disolvente
y los tipos de compuestos extraidos; los disolventes mas empleados para un proceso de extraccion
de componentes bioactivos poseen propiedades especificas que los hacen adecuados para extraer
compuestos de polaridad especifica, entre ellos se incluyen solventes polares como el agua,
metanol, etanol que se emplean para la extraccion de compuestos polares; entre tanto, los solventes
y disolventes no polares como la acetona, hexano, cloroformo y acetato de etilo se utilizan para la
extraccioén de compuestos no polares (Szopa, Wrobel, y Witek-Krowiak, 2024).

Tabla 1.Solventes y disolventes empleados para la extraccién de componentes bioactivos (Pandey &
Tripathi, 2014).

Agua Etanol Cloroformo Eter Acetona
Antocianinas Taninos
Almidones Polifenoles
Alcaloides
Taninos Poliacetilenos
Terpenoides Terpenoides Fenol
Saponinas Flavonoles
Flavonoides Cumarinas Flavonoles

Terpenoides
Polipéptidos

Lectinas

Terpenoides
Esteroles

Alcaloides

Acidos grasos
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Entre los métodos de extraccidon convencionales cominmente utilizados en la extraccion de

componentes bioactivos estan los siguientes:

4.1.5.1 Maceracion

La maceracion es un método de extraccion sencillo, util para obtener componentes termolabiles
(Zhang, Lin, y Ye, 2018). En este procedimiento, todo el material vegetal, ya sea molido o en
forma de polvo grueso, se deja en contacto con el solvente de interés en un recipiente tapado para
minimizar la pérdida de solvente por evaporacion. Esta mezcla generalmente se deja reposar
durante al menos tres dias, con agitacion intermitente para asegurar una extraccion completa,
aunque también pueden ser efectivos tiempos de maceracion mas cortos segin los compuestos
especificos que se extraigan (Abubakar y Haque, 2020). Una vez finalizado el proceso de
extraccion, la mezcla, también conocida como micela (el liquido que contiene los compuestos
bioactivos disueltos), se separa del orujo (el residuo sélido de la planta) mediante filtracion o
decantacion utilizando tamices o redes de pequefios orificios. Posteriormente, los componentes
bioactivos de interés presentes en la micela se separan del disolvente organico mediante
evaporacion al vacio o sobre bafio de agua. Aungue este método es bastante sencillo y util para la
obtencion de compuestos fendlicos, tiene la desventaja de presentar una baja eficiencia y un largo

periodo de extraccion (Bitwell et al., 2023).

4.1.5.2 Digestion

Es un método de extraccion similar al de maceracion, pero en este caso se mantienen temperaturas
entre 35°C a 50°C durante el proceso de extraccion para evitar la alteracion de los compuestos

bioactivos presentes en el material de investigacion y minimizar la viscosidad del solvente de
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extraccion, mejorando asi la remocion de metabolitos secundarios. Este método es adecuado para

materiales vegetales que son facilmente solubles en agua (Bitwell et al., 2023).

4.1.5.3 Infusion

El material vegetal se sumerge en el agua hirviendo, dejandolo reposar tipicamente alrededor de
15 minutos, después de este periodo, el material vegetal se retira por filtracion, obteniendo asi el
extracto; éste método de extraccion es muy Util para la preparacion de extractos frescos en los que
se encuentran compuestos bioactivos con alta solubilidad (Manousi, Sarakatsianos, y Samanidou,

2019).

4.1.5.4 Percolacion o filtracion

Es el método de extraccion mas comUn para extraer principios activos en la preparacion de tinturas
o0 extractos fluidos (Bitwell et al., 2023). Consiste generalmente en empapar con alcohol etilico
(solvente) el material vegetal en un recipiente estrecho en forma de cono, durante
aproximadamente 4 horas. Posteriormente, se envasa el material vegetal transfiriéndolo a una
percoladora con el extremo inferior cerrado con el propésito de que este sea impulsado
gradualmente hacia abajo mediante otro solvente nuevo agregado desde la parte superior,
dejandolo reposar durante un periodo de 24 horas. Seguidamente, se abre la salida del percolador
permitiendo pasar lentamente gota a gota el solvente a través del material vegetal para lograr

obtener el producto final deseado (Abubakar y Haque, 2020).

4.1.5.5 Decoccion

Este método es apropiado para extraer fitoquimicos que permanecen estables bajo calor. La
decoccion implica hervir material vegetal en agua durante periodos que van desde 15 a 60 minutos,

dependiendo del tipo de tejido y los compuestos especificos. Las partes mas blandas de la planta,
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como hojas, raices, flores y tallos jovenes, generalmente requieren alrededor de 15 minutos de
ebullicion. Por ejemplo, se han extraido fenoles y flavonoides de frutas, rizomas y hojas a 100 °C
utilizando esta técnica. En cambio, las partes mas duras, como las ramas y la corteza, pueden
necesitar hasta una hora de ebullicion. Después de hervir, la mezcla se enfria, se cuela y se agrega
agua fria adicional para lograr el volumen requerido. Luego, la decoccidn se filtra para obtener el
extracto liquido. Sin embargo, este método a menudo produce sustancias no deseadas y no es ideal
para compuestos sensibles al calor. Por ejemplo, una decoccién de corteza de S. cumini ha

demostrado importantes actividades antiglicacion y antioxidantes (Bitwell et al., 2023).

4.1.6 Ingredientes activos con actividad antimicrobiana presentes en las plantas medicinales.

La actividad farmacologica de las plantas medicinales surge principalmente de sus metabolitos
secundarios; las principales clases de metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas
incluyen flavonoides (flavonoles, isoflavonas), acidos fendlicos (acido hidroxibenzoico, acido
hidroxicinamico), cumarinas (cumarinas simples, furanocumarinas, piranocumarinas), terpenoides
(lactonas sesquiterpénicas, diterpenos), alcaloides, glucdsidos, saponinas, lectinas. Estos
compuestos exhiben varios mecanismos de accion antibacteriana, incluida la alteracion de las
membranas bacterianas, la reduccion del metabolismo celular y la atenuacion de la reproduccion

bacteriana, entre otros (Mickymaray, 2019).

4.1.6.1 Flavonoides

Estructuralmente, los flavonoides derivan de la benzo-y-pirona e incluyen mas de 4000
compuestos diferentes; presentan efectos antibacterianos significativos, ya sea solos o de forma
sinérgica reduciendo su virulencia a través de la extincion del quérum y mejorando la eficacia de
los antibidticos al aumentar la susceptibilidad bacteriana e inhibir las bombas de eflujo. Los

flavonoides notables con fuerte actividad antibacteriana incluyen la rutina, la galangina, la
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ramnoisorobina y otros. Los flavonoides son eficaces contra bacterias tanto Gram positivas como
Gram negativas, principalmente al interactuar con las membranas celulares bacterianas, alterando
las bicapas de fosfolipidos e inhibiendo la cadena respiratoria y la sintesis de ATP (Bittner Fialova
etal., 2021).

La actividad antibacteriana de los flavonoides radica principalmente en la capacidad que tienen
estas moléculas de interactuar con las membranas bacterianas, modificando la bicapa de
fosfolipidos e inhibiendo el correcto funcionamiento de la cadena transportadora de electrones e
impidiendo la sintesis de ATP mediante flavonoides hidrofilicos y lipéfilos que entran en contacto
con la bicapa de fosfolipidos definiendo que estos Ultimos presentan mayor afinidad por la

membrana y, por tanto, méas actividad (Yuan et al., 2021).

4.1.6.2 Cumarinas

Debido a su estructura fendlica (derivados de benzopiran-2-ona 0 cromen-2-ona), las cumarinas,
similares a los flavonoides, son candidatos prometedores a farmacos debido a sus diversas
propiedades farmacoldgicas, como efectos antimicrobianos, antioxidantes y antiinflamatorios.
Souza etal., (2005) evaluaron 45 derivados diferentes de cumarina contra varias especies
bacterianas, incluido Staphylococcus aureus. Entre estos compuestos, el ostenol, que se encuentra
en el género Angelica, demostro actividad antibacteriana al inhibir Bacillus cereus y S. aureus a

CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) entre 62,5 a 125 pg/mL.

4.1.6.3 Saponinas

Se desempefian como elementos fundamentales en la actividad antimicrobiana de las plantas ya
que forman parte del sistema proteccion de la planta contra el estrés biotico y se caracterizan por

presentar una amplia gama de sustancias naturales con funcion antibacteriana como, por ejemplo



25

los ginsendsidos, acido glicirricico, B-escina, a-hederina, que aumentan la susceptibilidad de

diferentes bacterias resistentes a antibiéticos como la vancomicina (Bittner et al., 2021).

4.1.6.4 Terpenoides y aceites esenciales

Los aceites esenciales son una mezcla de metabolitos secundarios volatiles presentes en mas de
17.500 especies de plantas alrededor de todo el mundo; entre los principales componentes de los
aceites esenciales se encuentran los terpenos, terpenoides y fenilpropanoides que tienen cualidades
antimicrobianas (Breijyeh y Karaman, 2024). Los terpenoides y los terpenos poseen importantes
propiedades bactericidas; por ejemplo, los isomeros monoterpénicos a-terpineol, terpinen-4-ol y
d-terpineol muestran fuertes efectos inhibidores sobre Shigella flexneri, al aumentar la

permeabilidad de las membranas bacterianas (Masyita et al., 2022).

4.1.7 Microorganismos relevantes desde el punto de vista de salud publica

4.1.7.1. Escherichia coli

Escherichia coli es un microorganismo prevalente que se encuentra en el tracto gastrointestinal de
los seres humanos y los animales de sangre caliente; es un bacilo Gram negativo no esporulado
que pertenece a la familia Enterobacteriaceae; Escherichia coli se clasifica en diferentes patotipos
en funcidn de sus mecanismos de virulencia y manifestaciones clinicas, estas categorias son E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatdgena (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAggEC), E.
coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli productora de Toxina
Shiga (ECTYS); esta ultima puede provocar el Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), una afeccion
potencialmente mortal caracterizada por insuficiencia renal, anemia hemolitica y trombocitopenia
(Liu, 2018). Escherichia coli estd incrementando su resistencia frente a las cefalosporinas de

tercera generacion y a los carbapenémicos (OMS, 2024).
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4.1.7.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, movil y con forma de bastdn, conocida
por su pigmento azul verdoso y su naturaleza no fermentadora, clasificada dentro de la familia
Pseudomonadaceae: esta bacteria causa frecuentemente infecciones intrahospitalarias, como
neumonia, infecciones del tracto urinario y bacteriemia con prevalencias de alrededor del 7,1% al
7,3%. En los entornos de Unidades de Cuidado Intensivo (UCI), es responsable de una mayor tasa
de infecciones, pudiendo representar el 23% de las infecciones predominantemente de origen
respiratorio (Reynolds y Kollef, 2021).

Esta bacteria se caracteriza, ademas, por su resistencia frente a los carbapenémicos (OMS, 2024).

4.1.7.3 Staphylococcus aureus

Pertenece a la familia Staphylococcaceae con morfologia microscépica de coco Gram positivo en
racimos, cuyo principal reservorio es la piel del ser humano; la gran mayoria de las cepas de S.
aureus producen hemolisinas, nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidasa y coagulasa; algunas
pueden producir la toxina-1 del Sindrome de Shock Toéxico (TSST-1), enterotoxinas, toxinas
exfoliativas asociadas a diversas patologias, tales como lesiones cutaneas e infecciones del sistema
nervioso, del sistema respiratorio y del sistema urinario (Tang et al., 2023). Se caracteriza por su

resistencia frente a la meticilina (OMS, 2024).

4.1.7.4 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes, a menudo denominado estreptococo del grupo A (GAS), corresponde a
un coco Gram positivo organizado en cadenas o pares; habita cominmente tanto en la garganta
como en la piel humana, pudiendo ocasionar faringitis estreptocécica, escarlatina (destacada por

su erupcidn caracteristica), impétigo (una infeccion superficial de la piel), celulitis (una infeccion
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de la piel méas profunda), fascitis necrotizante (una infeccion agresiva condicion de
descomposicion del tejido) y sindrome de shock toxico estreptococico (una enfermedad sistémica
potencialmente mortal) (Shrestha, Malla, y Haramoto, 2024). Su perfil de virulencia esta asociado
a factores como la proteina M, un actor clave en la evasion de las respuestas inmunes del huésped,
asi como las estreptolisinas que incitan al dafio celular y exotoxinas como las exotoxinas pirégenas
estreptocdcicas (SPE) que contribuyen significativamente al desarrollo de sindromes graves como
el shock toxico (Brouwer et al., 2023). Esta bacteria ha demostrado una importante resistencia

frente a macrdlidos (Zhang et al., 2016).

4.1.7.5 Candida albicans

Forma parte de la familia Cryptococcaceae; se ha reportado un crecimiento anormal de C. albicans
en el tracto gastrointestinal, genital y respiratorio en pacientes inmunocomprometidos e incluso en
individuos sanos (Martins et al., 2014); esto debido a que posee factores de virulencia asociados
con su habilidad para alterar su morfologia (polimorfismo), la presencia de proteinas
especializadas, tales como las adhesinas e invasinas, la liberacion de enzimas hidroliticas como
proteasas que le permiten penetrar en las células y la formacién de biopeliculas en la superficie
del huésped o en superficies abidticas (Talapko et al., 2021).

De acuerdo con el Centro de Control y Prevencién de Enfermedades de Estados Unidos (CDC) las
infecciones por Candida resistentes frente a antimicdticos ocasionaron 34.800 casos y 1.700

muertes en 2017 (CDC, 2019).
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4.1.8. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
4.1.8.1 Método de difusion de pozos:

Este método implica la creacion de pequefios pozos en una placa de agar, que se llenan con una
solucion que contiene el agente antimicrobiano. De manera similar al método de difusion en disco,
el agente se difunde desde el pozo hacia el agar e inhibe el crecimiento microbiano; la eficacia se
determina midiendo la zona de inhibicién alrededor de cada pozo. Este método es particularmente
atil para probar agentes antimicrobianos liquidos o sustancias que se disuelven facilmente en una

solucion (Ratten, Kirchner, y Musiol-Kroll, 2022).

4.1.8.2 Método de difusion en disco:

También conocido como prueba de Kirby-Bauer, es una técnica utilizada para determinar la
eficacia de antimicrobianos. En este procedimiento, el inéculo microbiano se distribuye
uniformemente sobre una placa de agar, luego se colocan sobre el agar pequefios discos de papel
que contienen el antimicrobiano; a medida que avanza el periodo de incubacion, el antimicrobiano
se difunde, impidiendo, o no, el crecimiento microbiano a su alrededor; la eficacia del
antimicrobiano se evaltia midiendo la zona clara 0 zona de inhibicion que rodea el disco (Prusty,

2022).

4.1.9 ENSAYOS PARA DETECCION DE PROPIEDADES FITOQUIMICAS DE
PLANTAS

Recientemente las técnicas de purificacion, deteccidn y aislamiento de compuestos bioactivos de
plantas han experimentado avances significativos que se alinean con el desarrollo de bioensayos

avanzados ofreciendo métodos idoneos para el aislamiento y la purificacion de los compuestos; lo
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ideal es aplicar métodos que analicen de manera eficiente la bioactividad de los compuestos
vegetales asi como sus propiedades antioxidantes, antibacterianas o citotdxicas, con simplicidad,
especificidad y rapidez (Altemimi et al., 2017).

4.1.9.1 Técnicas cromatograficas

La cromatografia es un método para separar moléculas por tamafio, forma y carga; el analito,
disuelto en un disolvente, pasa a través de un tamiz molecular, lo que facilita la separacion. La
cromatografia en papel y en capa fina son técnicas sencillas para el andlisis cualitativo y
cuantitativo (Nortjie et al., 2022).

4.1.9.2 Cromatografia en papel (PC): Utiliza papel como medio y la muestra se coloca en la
parte inferior. El disolvente se desplaza hacia arriba por capilaridad, separando las moléculas
solubles. Una menor porosidad ralentiza el movimiento del disolvente, mientras que un papel mas
grueso aumenta la capacidad de la muestra (Coskun, 2016).

4.1.9.3 Cromatografia de capa fina (TLC): Implica la utilizacién de una fina capa adsorbente
(fase estacionaria) en una fase maévil con el fin de separar compuestos de bajo peso molecular; se
usa ampliamente debido a su conveniencia, rentabilidad y la disponibilidad de varias fases
estacionarias como silice, alumina, celulosa y poliamida. La complejidad de los materiales
vegetales requiere el uso de multiples fases mdviles para mejorar la calidad de la separacion
(Altemimi et al., 2017).

4.1.9.4 Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC): Separa los compuestos en funcién
de las interacciones con las particulas de la columna y el disolvente. Un detector de matriz de

diodos mide los espectros de absorcion para la identificacion de los compuestos (Coskun, 2016).
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5. MARCO LEGAL

- Presidencia de la Republica de Colombia. Decreto 2753 de 1997. Dicta las normas para el
funcionamiento de los Prestadores de Servicios de Salud en el Sistema General de Seguridad
Social en Salud. Restringe el ejercicio de la Medicina Complementaria a los médicos con licencia
y exige que los proveedores de atencion médica consulten a las comunidades indigenas al
establecer los servicios.

- Ministerio de Salud, Resolucién 3131 de 1998. Estipula el Manual de Buenas Practicas de
Manufactura de productos farmacéuticos con base en recursos naturales vigentes.

- Ministerio de Salud. Resolucion 2927 de 1998. Reglamenta la practica de terapias alternativas
en la prestacion de servicios de salud, se establecen normas técnicas, cientificas y administrativas.
- Ministerio de Salud y Proteccion Social. Decreto 2266 de 2004. Regula los registros sanitarios,
la vigilancia y el control sanitario, asi como la publicidad de los medicamentos a base de hierbas.
- Ministerio de la Proteccion Social. Decreto 3553 de 2004. Establece la Farmacopeas y textos de
referencia oficialmente aceptados en Colombia, entre ellos el Vademécum Colombiano de plantas
medicinales.

- Ministerio de la Proteccion Social. Resolucién 5107 de 2005. Adopta el Instrumento de
Verificacion de Cumplimiento de Condiciones Sanitarias para los Laboratorios que elaboren
Productos Fitoterapéuticos.

- Congreso de Colombia. Ley 1164 de 2007. Dicta disposiciones en materia del Talento Humano
en Salud, estableciendo, el Comité de Apoyo a Medicinas y Terapias Alternativas. Este comité
estd compuesto por un delegado de cada uno de los seis Comités de Medicina Alternativa, que
incluyen Medicina Naturopética, Medicina Neural Terapéutica, Medicina Osteopatica, Medicina

Tradicional China, Medicina Homeopatica y Medicina Ayurvédica.
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- Ministerio de la Proteccion Social. Vademécum Colombiano de Plantas Medicinales (2008).
Comprende 119 monografias publicadas.

- Ministerio de Salud y Proteccion Social de Colombia. Decreto 1973 de 2013. Crea la
Subcomision de Salud de la Mesa Permanente de Concertacion con los Pueblos y Organizaciones
Indigenas Este subcomité desempefia un papel asesor y técnico en la formulacion de politicas de
salud puablica para las comunidades indigenas de Colombia.

- Ministerio de Salud y Proteccion Social. Resolucion 2003 de 2014. Define los procedimientos y
condiciones de inscripcion de los Prestadores de Servicios de Salud y de habilitacion de servicios
de salud incluida la Medicina Complementaria.

- Ministerio de Salud y Proteccion Social de Colombia, 2018. Establece lineamientos técnicos para
la articulacion de las medicinas y las terapias alternativas y complementarias, en el marco del
Sistema General de Seguridad Social en Salud.

- Ministerio de Salud y Proteccion Social. Decreto 1156 de 2018. Por el cual se reglamenta el

régimen de registro sanitario de productos fitoterapéuticos.
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6. METODOLOGIA

6.1 Recoleccion de material vegetal

Entre el 6 y 10 de mayo de 2024, se recolectaron 12 kilogramos de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove” en una zona cercana a la comunidad indigena uitoto de La Reforma, ubicada en el
resguardo de Puerto Sdbalo — Los Monos, en el departamento del Amazonas (coordenadas:
0°32'24.3"S, 73°23'29.8"W). La recoleccidn fue realizada por indigenas uitotos, originarios de la
region (Figura 1). Posteriormente, la muestra fue empacada y enviada de inmediato al Laboratorio
de Farmacologia Vegetal (LABFARVE) en Bogota, D.C., para su anélisis. Se adjuntan el permiso

de recoleccion y la autorizacion de investigacion correspondientes (Anexo 1 y Anexo 3).

COLOMBIA
()
Qs Nt R P 0°32'24.3"S 73°23'29.8"W!

ECUADOR

Grupo ingeolan CA, B, & A UK Esr, ToruToer, Samdr, Foapsopasne, ME

Figura 1. a) Mapa general de Colombia resaltando el punto de recoleccion de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” en el sur
del pais, b) especificamente en el departamento del Amazonas en la comunidad indigena uitoto de La Reforma, ubicada en el
resguardo de Puerto Sabalo — Los Monos, dentro del departamento del Amazonas (coordenadas: 0°32'24.3"S, 73°2329.8"W)
(Elaborado con ArcGIS Online).

6.2 Descripcion en campo de las partes de la planta medicinal Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove”

Recolectada la muestra del espécimen vegetal, se realizé un analisis en campo de sus diferentes
partes. Este protocolo incluyé un examen detallado del tallo, las hojas y las flores con base en

metodologias botanicas establecidas y estandares de referencia (Mader et al., 2021).
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Se documentd minuciosamente la morfologia, anatomia y caracteristicas visuales de cada 6rgano,
con exdmenes detallados realizados en el envés (Figura 4b) y haz (Figura 4a) de las hojas, asi
como en las partes internas y externas de las flores (figura 5). El tallo se analiz6 haciendo secciones
transversales (figura 6a) y longitudinales (Figura 6b). Para preparar estas secciones, primero se
selecciond una porcién sana del tallo y se limpié con agua destilada para eliminar cualquier
contaminante de la superficie. Las secciones transversales (figura 6a) se crearon cortando
perpendicularmente al eje del tallo con una hoja de afeitar afilada, revelando la estructura interna
en una vista transversal. Las secciones longitudinales (figura 6b) se produjeron cortando el tallo
en paralelo a su longitud, ya sea por el centro o por el costado, para mostrar la disposicion de los

tejidos a lo largo (Gértner y Schweingruber, 2013).

6.3 Clasificacion e identificacion de la planta medicinal Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove”.

La clasificacion e identificacion taxondémica del ejemplar de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove” (Figura 2) estuvo a cargo del Herbario Nacional de Colombia, bajo la supervision de
Laura Clavijo, directora del Herbario. El ejemplar fue catalogado bajo el niamero de coleccion

630158 (Anexo 2).
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Nombre comun: “Kictove™

Uso medicinal: Tratamiento para mordedura de serpiente venenosa

Caracteristicas: Hierba de 45 cm de alto con: Hojas lanceoladas con bordes dentados y nerviacion
pinada, bracteas lanceoladas, con una flor de color blanco palido con bordes marron.

Punto de recoleccion: COLOMBIA, Dpto A la idad indigena Huitoto de La
Reforma, ubicada en el resguardo de Puerto Sabalo — I.os Monos, coordenadas: 0°32'24.3"S, 73°
23'29.8"W153 m.s.us.

Recolector: Pedro Monaityama Fusiamena

Figura 2. Ejemplar de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” enviado al herbario nacional colombiano para su respectiva
clasificacion e identificacion taxonémica (Elaboracion propia).

6.4 Protocolo de obtencion del extracto de la planta medicinal Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove”

El protocolo de extraccion se basé en la técnica tradicional utilizada por los indigenas uitotos del
Amazonas colombiano, con la modificacion de que el material vegetal fue desinfectado y triturado.
Para este proceso de extraccion, las hojas y los tallos de la planta Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove” fueron sometidos a dos lavados con agua potable para eliminar contaminantes externos.
Posteriormente, se empled una solucion de cloruro de benzalconio al 0.0475%, facilitando la
desinfeccion por inmersién durante 15 minutos (figura 3a). Luego, se elimin6 completamente el
desinfectante del material vegetal mediante un enjuague exhaustivo con agua potable (figura 3b).

Después de la desinfeccion, las hojas y los tallos de la planta fueron pulverizados (figura 3c; 3d)
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y colocados en un recipiente de acero inoxidable esterilizado. Posteriormente, se afiadieron 20
litros de agua purificada, asegurando que el material vegetal quedara completamente sumergido
(figura 3e). Seguidamente, se aplico calentamiento continuo hasta que el material vegetal obtuvo
una consistencia suave Yy flexible, similar a la de una pasta cocida. Al finalizar el proceso de
calentamiento, la mezcla se dejé enfriar a temperatura ambiente (figura 3f); después de este paso,
el material vegetal cocido se filtr6 a través de una malla fina (figura 3g; 3h), asi separando el
residuo (bagazo) del liquido (figura 3i), que nuevamente se sometid a coccion. Al inicio de este
segundo proceso de coccidn, se mantuvo una temperatura alta de la llama, hasta alcanzar el punto
méaximo de ebullicién del extracto acuoso; a medida que la mezcla se reducia, se bajo la
temperatura del fuego. En este paso, fue necesario realizar una agitacién constante y lenta del
extracto acuoso evitando la adherencia a las paredes del recipiente. Como resultado de esta coccion
lenta, se logré de que el filtrado, pasara de tener una consistencia liquida a una consistencia similar

a la miel, pero de color negro (figura 3j).
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Figura 3. Proceso de obtencion del extracto acuoso de la planta “Kitove™ Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”. A) Se sumergen
las hojas y tallos de la planta en una solucién de cloruro de benzalconio al 0,0475 %. B) Las hojas y tallos enjuagados de la planta
Kitove. C) - D) Procedimiento de trituracidn de las hojas y tallos. E) Dispensar agua purificada sobre el material vegetal molido. F)
El proceso de calentamiento continda hasta que el material vegetal alcance una consistencia blanda. G) H) I) Filtracion del material
vegetal previamente cocido. J) Se lleva a cabo un segundo proceso de calentamiento para concentrar el extracto acuoso de la planta
Kitove en una sustancia similar a la miel (Elaboracién propia).

6.5 Caracterizacion fitoquimica del extracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove” mediante cromatografia en capa fina (TLC)

Se utilizaron como estandares, el acido valerénico 0,1% (Lote: R1G4G0, The Nature Network)
Rutina (Lote: 89270, The Nature Network), Estigmasterol (Lote: 82658, The Nature Network),
acido ursolico (Lote: 89541, The nature network) y Kaempferol (Lote:89235, The nature network)
junto con la muestra del extracto acuoso natural de la planta medicinal Nautilocalyx pallidus
(Sprague) “Kitove” diluida en una proporcion (2:5) de metanol 99,9% (v/v). Las separaciones se
realizaron en placas de TLC de 8,5 x 2,8 cm, con soporte de aluminio y pre-recubiertas con gel de
silice 60 (20 x 20 cm; SILICYCLE, lote: 210323). Se traz una linea base a 0,5 cm del fondo de
cada placa, donde se marcaron dos puntos espaciados uniformemente a lo largo de la linea de base
para destacar los estandares y el extracto de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”. Utilizando
tubos capilares se aplicaron pequefios volumenes (1-2 L) de cada solucion estandar a los puntos
marcados en la linea base de las placas de TLC. Las soluciones de extractos naturales también se
destacaron en puntos separados (Ghafoori et al., 2013; Manjula et al., 2013; Naumoska et al.,

2013).
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Las placas de TLC preparadas se revelaron utilizando las siguientes fases moviles: 40:40:10 (v/v)
de (tolueno: cloroformo: etanol) para &cido ursélico y estigmasterol; 100:11:11:26 (v/v) de (acetato
de etilo, acido férmico, &cido acético glacial y agua) para rutina y kaempferol; y una mezcla 75:25
(v/v) de acetato de etilo y tolueno para &cido valerénico. Las placas se colocaron cuidadosamente
en camaras de revelado pre saturadas con vapores de fase movil durante 30 minutos, asegurando
que la linea base permaneciera por encima del nivel de la fase maévil. Las cAmaras se cubrieron y
se dejo que el solvente subiera a través de las placas hasta que alcanz6 aproximadamente 0,5 cm
desde la parte superior. A continuacion, se retiraron las placas y se marcé inmediatamente con un
lapiz el frente de disolvente. Antes de revelar las placas se secaron completamente usando una
placa caliente a una temperatura de 120°C. Este paso asegur6 que no quedara ningun disolvente
residual en las placas antes de la visualizacién. Terminado el recorrido de los componentes
presentes en las diferentes placas cromatograficas se realizo el revelado de las misma. Para las
placas de los estandares de &cido ursolico, acido valerénico y estigmasterol las placas se revelaron
utilizando p-anisaldehido-acido sulfirico. Para obtener este revelador, se prepar6 una solucion que
contenia 5% de anisaldehido (v/v) en acido acético glacial, seguido de la adicion de metanol y
acido sulfurico al 98% (v/v). La placa de TLC se rocié con el revelador y se calentd a 100 °C hasta
que aparecieron manchas coloreadas y se visualizaron bajo luz visible. Mientras que las placas de
Rutina y Kaempferol se revelaron con una solucion de polietilenglicol 4000 (Merck- S6660090) y
difenilborinato de 2-aminoetilo (Sigmaaldrich) y se visualizaron bajo luz ultravioleta. Primero se
rociaron las placas con la solucion de polietilenglicol 4000 y se dejaron secar, luego se rociaron
con la solucién de difenilborinato de 2-aminoetilo y se examinaron bajo luz UV (Ghafoori et al.,
2013; Manjula et al., 2013; Naumoska et al., 2013). Al momento que se observaron las manchas

cromatograficas que eran representativas en el extracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
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“Kitove” se determinaron sus valores de factor de retencion (Rf: Distancia recorrida por el soluto/

Distancia recorrida por el solvente) (Wagner et al., 2015).

6.6 Evaluacion de las propiedades antimicrobianas del extracto puro de hojas y tallos de

Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”.

6.6.1 Microorganismos de prueba

Se estudiaron cinco tipos de microorganismos: Bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Streptococcus pyogenes ATCC 19615), bacterias Gram negativas (Escherichia coli
ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) y una levadura (Candida albicans ATCC

10231).

6.6.2. Determinacion del efecto antimicrobiano del extracto acuoso de Nautilocalyx pallidus
(Sprague) “Kitove” mediante difusion en pozo

La eficacia antimicrobiana del extracto puro y diluido al 10% (v/v) usando DMSO 99,5% (v/v)
(Lote: 61390, Riedel-de Haén) se evalu6 empleando una version modificada del método de
difusion en pozo en agar, segun lo informado por Valgas et al. (2007) y Lone et al. (2024). Se
suspendieron colonias puras de cada microorganismo en solucion salina estéril hasta que su
turbidez coincidiera con el nimero de tubo de McFarland 0,5 (1,5 x 108 UFC/ml) para las bacterias
y (1,5 x 10° UFC/ml) para la levadura. Para el ensayo de difusion en pozos de agar, se utilizaron
placas de agar Mueller-Hinton 11 (Ref. 1055, CONDALAB) para cultivos bacterianos, mientras
que se emplearon placas de agar Sabouraud Glucosa (Lote: 154489, SCHARLAU) para la cepa
fangica. Se crearon pozos de tamario estandar con un didmetro de 6 mm en el agar utilizando
cilindros de acero inoxidable estériles. Seguidamente, las placas de agar se inocularon con las
suspensiones microbianas utilizando hisopos esteriles para asegurar una distribucion uniforme.

Posteriormente, los pozos de cada placa de agar se llenaron de la siguiente manera: i) Pozos que
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contenian el extracto acuoso natural y diluido al 10% con dimetilsulfoxido; ii) Pozos con controles
positivos que comprenden agentes antimicrobianos estandar conocidos por inhibir el crecimiento
de los respectivos microorganismos: Fluconazol 200 mg/100 ml VITALIS S.A.C.I para (Candida
albicans), vancomicina 500 mg VITALIS S.A.C.I para (Staphylococcus aureus), Penicilina G
sodica 1.M/ 1.V 1.000.000 Unidades Internacionales VITALIS S.A.C.I para (Streptococcus
pyogenes) y Ceftriaxona base 1 g VITALIS S.A.C.I para (Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa); y iii) Pozos de control negativo que contenian Gnicamente agua estéril y reactivos
empleados en el procedimiento (Carezzano et al., 2023).

Después de dejar suficiente tiempo para la difusion, las placas se incubaron a temperaturas
adecuadas para los microorganismos especificos. Los cultivos bacterianos se incubaron a 35 + 2°C
durante 24 horas, mientras que las levaduras se incubaron a 25°C durante 48 horas. Después de la
incubacidn, se examinaron las placas para detectar la presencia de zonas de inhibicion alrededor
de cada pozo, y se midi6 el diametro de estas zonas con un pie de rey (ABSOLUTE AOS). La
presencia y el tamafio de las zonas de inhibicién indicaron la actividad antimicrobiana extracto

natural puro, como su dilucion (Carezzano et al., 2023).

6.6.3 Andlisis estadistico

El anélisis estadistico de los resultados de la actividad antibacteriana se realizé con el programa
Microsoft® Excel® 2016 MSO (16.4266.1001) 64 bits ID de producto: 00339-10000-000000-
AAT83. La eficacia del extracto acuoso y diluido de Nautilocalix pallidus (Sprague) “Kitove” se
evalué midiendo las zonas de inhibicion de los organismos de prueba y determinando la media,
evaluando variabilidad de los resultados mediante la desviacion estandar y coeficiente de

variacion.
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8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

8.1 Descripcion en campo de las partes de la planta medicinal Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove”.

Las hojas de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” se caracterizan por presentar una forma
lanceolada con margenes dentados (Figura 4a:1), con una venacion pinada prominente en el envés,
donde una nervadura central (figura 4b:3) se ramifica en venas laterales que se extienden hacia los
bordes de las hojas (Figura 4b:4) (Quinlan, 2000). Este patron de venas, que es claramente visible,
no solo proporciona una apariencia texturizada, sino que también mejora la resistencia estructural
de las hojas y facilita el transporte eficaz de nutrientes. El haz de las hojas (figura 4a) se caracteriza
por presentar un color verde mas profundo, atribuido a la clorofila A, que permite que las hojas
absorban mas luz, lo que indica una fotosintesis activa. Ademas, las hojas se agrupan en el apice
de la planta, lo que indica un crecimiento y desarrollo continuos; esta disposicion optimiza la
captura de luz para la fotosintesis y garantiza una utilizacién eficiente del espacio (Malavasi y

Malavasi, 2001).

Figura 4. A) Vista del haz de la hoja de Nautilocalyx pallidus “Kitove” con su respetivo borde dentado (1) y su coloracién verde
brillante (2); B) Vista del envés de la hoja de Nautilocalyx pallidus “Kitove” con su nervadura central (3) que se ramifica en venas
laterales que se extienden hacia los bordes de las hojas (4) (Elaboracion propia).
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La flor de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” se caracteriza por presentar una estructura
tubular, donde los pétalos se fusionan en la base para formar un tubo delgado que se ensancha en
la punta (Figura 5a:1). Esta forma tubular puede ser una adaptacion evolutiva destinada a atraer a
polinizadores especificos, probablemente aquellos capaces de maniobrar a través de la entrada
estrecha para alcanzar el néctar ubicado en lo profundo de la flor (Moyroud y Glover, 2017). La
coloracion de la flor de N. pallidus “Kitove”, varia de un blanco pélido en la base (figura 5a:2) a
marrén claro en los bordes (figura 5a:4), posiblemente reflejando variaciones de color naturales,
signos de envejecimiento o influencias ambientales. Los bordes ligeramente curvados de los
pétalos contribuyen a la forma general de la flor y al atractivo estético (figura 5a:4). En posicion
central se encuentra el pistilo, que incluye el estigma, el estilo y el ovario, con el estigma ubicado
prominentemente para mejorar la eficiencia de la polinizacién (Figura 5b:6). La base de la flor de
N. pallidus “Kitove” se caracteriza por la presencia de varias bréacteas (figura 5a:5) (hojas
terminales asociadas con una flor o inflorescencia) (Weberling y Pankhurst, 1989) con forma
estrecha y lanceolada con margenes dentados similares a las hojas del follaje, pero en un menor
tamarfio. Estas bracteas acostumbran ser mas grandes y de colores mas intensos, lo que sirve para
atraer a mas polinizadores; cuanto mas grandes y visibles sean las bracteas, mas frecuentemente

serén visitadas por los polinizadores (Simon et al., 2011).
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Figura 5. A) Vista de la estructura tubular (1) de la flor de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” por sus pétalos ligeramente
curvados (4) que se caracterizan por presentar una coloracién blanco crema (2) a marraron claro (3), acompafiada de respectivas
bracteas (5); B) Vista interna de la flor de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” detallando su 6rgano reproductivo (estigma)
(6) (Elaboracion propia).

Las secciones transversales y longitudinales del tallo de la planta medicinal “Kitove” Nautilocalyx
pallidus (Sprague), proporcionan informacion detallada sobre su estructura interna. La seccion
transversal (Figura 6a) revela la forma circular del tallo, que muestra maltiples capas distintas. La
capa mas externa, conocida como epidermis, funciona como un escudo protector contra lesiones
fisicas y patdgenos (figura 6a:1). Debajo de la epidermis se encuentra la corteza, que consta de
varias capas de células parenquimatosas responsables del almacenamiento de alimentos y el
soporte mecanico (figura 6a:2) (Shipunov, 2024). Alrededor de la médula central se encuentran
los haces vasculares, organizados en un anillo, cada uno de los cuales comprende tejidos como el
xilema y floema para el transporte de agua, nutrientes y alimentos a través de la planta (figura
6a:3). La region central, la médula, esta formada por grandes células parenquimatosas que
almacenan nutrientes y facilitan el transporte interno (Shipunov, 2024). EI prominente color verde
de la médula indica un tejido de almacenamiento robusto (figura 6a:4). En contraste, la seccion
longitudinal (Figura 6b) muestra la estructura interna a lo largo de la longitud del tallo. De manera

similar a la seccion transversal, la epidermis forma una capa externa protectora continua (figura
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6b:5). Debajo de ella, la corteza se extiende longitudinalmente, ofreciendo soporte estructural y
almacenamiento de alimentos (figura 6b:6). Los haces vasculares en este caso aparecen como
hebras continuas, con los vasos del xilema formando parte de la columna central (figura 6b:7). La
médula, visible como una zona verde continua, sirve como lugar de almacenamiento y proporciona

soporte interno (figura 6b:8) (Shipunov, 2024).

Figura 6. Vista macroscopica de secciones transversales (a) y longitudinales (b) del tallo de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove” donde se detalla su estructura interna: Epidermis (1;5); corteza (2;6); haces vasculares (3;7) y medula central (4;8).

8.2 Clasificacion e identificacion de la planta medicinal Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove”.
La clasificacion e identificacion del ejemplar de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” (figura

2) estuvo a cargo del Herbario Nacional de Colombia, siendo la identificacion realizada por Laura
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Clavijo, directora del Herbario Nacional de Colombia. El ejemplar se encuentra catalogado con el
numero de coleccion 630158 (Anexo 2).

Nautilocalyx pallidus (Sprague) es una angiosperma del clado eudicotileddneas, orden Lamiales y
familia Gesneriaceae; el género Nautilocalyx incluye esta especie, cuya autoridad se atribuye a
LE Skog tras la descripcion inicial de Sprague. Los sinénimos de Nautilocalyx incluyen Aloplectus
pale, Drymonia ochroleuca, Episcia ochroleuca y Episcia ochroleuca var. angustifolia (World
Flora Online, WFO, 2024). Este género, parte de la familia Gesneriaceae, comprende mas de 70
especies de plantas herbaceas perennes. Estas plantas generalmente tienen hojas con una base que
es estrecha o forma una cufia, con el limbo extendiéndose hacia abajo a lo largo del peciolo y el
envés del limbo es de color verde (Figura 2). La inflorescencia carece de pedunculos o los tiene
muy cortos, con brécteas de forma ovada o lanceolada. Las flores presentan pedicelos mas cortos
que el céliz, que también es ovoide o lanceolado. La corola es tipicamente de color blanco, cremoso

o amarillo (Figura 3) (WFO, 2024).

8.3 Caracterizacion fitoquimica del extracto de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”
mediante cromatografia en capa fina (TLC)

El andlisis fitoquimico por cromatografia de capa fina (TLC) proporciond datos tanto visuales en
los cromatogramas (tabla 2; 3; 4; 5; 6), como cuantitativos con los valores del factor de retencion
(Rf) de las machas de colores observadas en el extracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove” y sus respectivos estandares. Las placas de TLC se revelaron utilizando soluciones
derivatizadoras como el anisaldehido-acido sulfurico y polietilenglicol 4000 mas difenilborinato
de 2-aminoetilo que reaccionan con varias clases de grupos funcionales, especialmente aquellos

que son fuertemente y débilmente nucledfilos mediante reacciones alddlicas y de acetalizacion,
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permitiendo la deteccion de compuestos organicos como los fenoles, azucares, esteroides y
terpenos al producir coloraciones violetas, azules, rojos, grises o verdes en la placa de gel de silice

(Touchstone, 1992, p. 157).

8.3.1 Acido valerénico

El &cido valerénico (C15H2202), un sesquiterpenoide que se encuentra en Valeriana officinalis,
conocido por sus propiedades ansioliticas respaldada por experimentos in-vitro sobre el receptor
de &cido gamma-aminobutirico tipo A (GABAA) (Yuan et al., 2004, Khom et al., 2007, Trauner
et al., 2008, Benke et al., 2009) asi como experimentos in-vivo en ratones (Benke et al., 2009,
Khom et al., 2010) y ratas (Murphy et al. 2010). Bajo la luz ultravioleta o cuando se tifie con
anisaldehido-acido sulfurico, el acido valerénico generalmente exhibe una fluorescencia o
coloracion especifica que se puede utilizar para su identificacion (Singh et al., 2006). El extracto
de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” exhibié una zona de coloracion negra un poco
marcada (Tabla 2 a; f), con un Rf de 0,13 en ambas placas, probablemente esto sugiere la presencia
de un derivado sesquiterpénico similar al estandar de acido valerénico (Tabla 2. d; €) que presento
un Rf de 0,60. Con un Rf de 0,17 (Placa 1: b) y 0,19 (Placa 2: g) se logran observar manchas de
color rosado que podria indicar la presencia de compuestos fendlicos en el extracto acuoso de
Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”. Las zonas amarillas con Rf de 0,40 (Placa 1:c; Placa 2:
h) en ambas placas sugieren la presencia de un compuesto relativamente menos polar,
posiblemente un flavonoide (Shukla, Desai, & Modi, 2020). Dada la fase mévil utilizada (75:25
acetato de etilo: tolueno), se permitio la separacion de compuestos moderadamente polares
revelando asi la diferente gama de colores presentes en la banda con un Rf final de 0,60 (Tabla 2.
i) esto podria representar compuestos altamente no polares que interactian menos con la fase

estacionaria y reaccionan débilmente con la fase movil (Bolliger y otros, 1965).
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Tabla 2. Factor de retencion (Rf) del cromatograma de capa fina del extracto acuoso de
Nautilocalyx pallidus (Sprgague) “Kitove” () y estdndar de acido valérenico 0,1% (II)
derivatizados con el uso del reactivo anisaldehido-sulfarico (AS).

Zona con Factor de retencién:
Cromatograma coloracion Rf
Yictoe N1 a Negro 0,13
PLACA NI m Final b Rosado 0,17
c Amarillo 0,40
i | d Estandar 0,60
e Estandar 0,60
i f Negro 0,13
g Rosado 0,19
@ @ L Rf05 h  Amarillo 0,40
) i Gris opaco 0,60

i
e
c h
—8
£
i1

—b '
Q&
I
(Extracto acuoso de Nautilocalyx pallidus
(Sprague) “Kitove”; (I1) Estandar de acido valerénico

0,1%
(Elaboracion propia).

—— Inicio

8.3.2 Acido usrolico

El &cido ursolico (AU), un triterpenoide pentaciclico con la estructura quimica acido 3f-
hidroxiurs-12-en-28-o0ico, es un compuesto lipofilico que se encuentra cominmente en varias
plantas medicinales y alimentos de origen vegetal. Es reconocido por sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antienvejecimiento, ofreciendo varios beneficios para la salud,
como proteccion hepatica, inhibicién de tumores y regulacién de lipidos (Liobikas et al., 2011).
Como metabolito terapéutico derivado de plantas, el AU influye en procesos como la metastasis,
la apoptosis y la inflamacion a través de sus efectos tanto dentro como fuera de las células.
Ademas, los derivados sintéticos del AU han demostrado ser eficaces en aplicaciones

farmacoldgicas destinadas a prevenir enfermedades relacionadas con la edad (Kashyap et al.,
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2016). Las investigaciones también indican que el AU mejora la salud y la duracion de vida de
Caenorhabditis elegans al modular la via de sefializacién JNK (Bahrami y Bakhtiari, 2016).

El sistema de solventes en una proporcion de 40:40:10 (tolueno: cloroformo: etanol) permitio que
el estandar de &cido ursolico (Tabla 3; 11) alcanzara un Rf entre 0.51 (Placa 1: d) y 0.57 (Placa 2:
e) y, al mismo tiempo, facilito la separacion de distintos compuestos quimicos presentes en el
extracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” (Tabla 3; I). Se observaron manchas
rosadas con un Rf de 0.17 (Placa 1: a; Placa 2: g) y 0.33 (Placa 1: b; Placa 2: f), lo que sugiere la
presencia de derivados fenolicos con diferentes polaridades. También se exhibieron manchas
amarillas con un Rf de 0.44 (Placa 1: c) y 0.55 (Placa 2: h), indicando la presencia de flavonoides
que difieren en su polaridad. A pesar de la variedad de colores observados en el extracto acuoso
de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” utilizando la fase moévil de tolueno: cloroformo:
etanol, no se visualizé un patron de color similar al estandar de cido ursolico, lo que indica la

ausencia de este compuesto bioactivo en el extracto.
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Tabla 3.Factor de retencion (Rf) del cromatograma de capa fina del extracto acuoso de Nautilocalyx
pallidus (Sprague) “Kitove” (I) y estandar de acido ursolico (Il) derivatizados con el uso del
reactivo anisaldehido-sulfarico (AS).

Zona con Factor de retencién:
Cromatograma coloracion
1 ivuminin - Final a Rosado 0,17
PLACAN°1 - PLACA N°2 b Rosado 0,33
‘ c Amarillo 0,44
i | d Estandar 0,51
e Estandar 0,57
f  Rosado palido 0,33
2 g Rosado 0,17
QQ O @ — M h Amarillo palido 0.55
c MN 4 - h €

@, || &
; {

o b : J —— Inicio
11

(NExtracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove”; (1) Estandar de acido ursolico
(Elaboracion propia)

8.3.3 Estigmasterol

Las estructuras quimicas de los esteroles mas comunes contenidos en las plantas son similares a
las del colesterol, pero difieren en su cadena lateral que tiene un grupo alquilo adicional en la
posicion C-24. El estigmasterol tiene un grupo etilo en esta posicion y un doble enlace en la
posicion C-22. A este compuesto bioactivo se le atribuyen varias propiedades farmacolégicas
incluyendo actividad antiproliferativa, antiosteoartritica, hipoglucémica, antimutagénica,
antioxidante y antiinflamatoria (Walker et al., 2017). También se ha demostrado su efecto
neuroprotector a través de la actividad antioxidante, la actividad antiinflamatoria y la atenuacion
de la autofagia aberrante en la lesion por isquemia/reperfusion (Liang et al., 2020; Haque et al.,

2021). En este caso, se observd que el extracto de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”
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exhibié a un Rf de 0,17 (Placa 2: g) una mancha de color azul oscura similar al patron de color
observado en el estandar de Estigmasterol con Rf de 0,60 (Placa 1: d; Placa 2: e) indicando la
presencia de compuestos quimicos con estructura similar al estigmasterol. Con Rf de 0,2 (Placa 2:
f); 0,19 (Placa 1: a) y 0,33 (Placa 1: b) se observaron machas rosadas que indican la presencia de
compuestos fendlicos que varian en su polaridad. Por ultimo, se observé un &rea gris con Rf de
0,55 (Placa 1: c; Placa 2:h) indicando la presencia de compuesto quimicos poco polares en el
extracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague).

Tabla 4.Factor de retencién (Rf) del cromatograma de capa fina del extracto acuoso de Nautilocalyx
pallidus (Sprgague) “Kitove” (1) y estdndar de estigmasterol (II) derivatizados con el uso del reactivo
anisaldehido-sulfurico (AS).

Zona con Factor de retencién:
Cromatograma coloracién
il 1 1 A A ﬂ i a Rosado 0,19
RGN ] PLACA N2 b Rosado 0,33
| c Gris opaco 0,55
{ ! d Estandar 0,6
e Estandar 0,6
f Rosado 0,2
g Azul opaco 0,17
h Gris opaco 0,55

O O -
@b ég — wes
C. ©:

L . |—— Inicio

I I
(NExtracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove™; (1) Estandar de estigmasterol
(Elaboracion propia)

8.3.4 Rutina
La rutina (Vitamina P) es un flavonoide antioxidante presente predominantemente en todas las

frutas y verduras. Muchos estudios han informado el potencial anti-biofilm de los flavonoides,
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incluida la actividad inhibidora de biofilm de la rutina contra patégenos microbianos productores
de biofilm resistentes a farmacos (Wang et al., 2017; Deepika et al., 2018). También se han
informado actividades cardioprotectoras (Liu et al., 2018) vasoprotectoras, hipotensoras (Yeh et
al., 2014). En este estudio, la fase movil compuesta por 100:11:11:26 (v/v) acetato de etilo, &cido
férmico, acido acético glacial y agua, al revelarse con una solucion de polietilenglicol 4000 méas
difenilborato de 2-aminoetilo, permitié la deteccidn de flavonoides. Estos suelen aparecer como
manchas fluorescentes de color amarillo brillante, verde o azul bajo luz ultravioleta después de la
derivatizacién. Bajo luz UV, el estandar de rutina mostr6 una banda fluorescente amarilla uniforme
con un Rf de 0,5 en una de las dos placas (Tabla 5. Placa 2: b). Sin embargo, al observar la banda
del extracto de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”, la gama de colores revelada no mostré
ninguna similitud con el estdndar de Rutina, ya que se observaron bandas prominentes de color
azul cielo con Rf de 0,85 (Placa 1: a) y 1 (Placa 2: b). Este resultado sugiere que el extracto de N.
pallidus (Sprague) “Kitove” contiene un alto nivel de flavonoides que no son similares

estructuralmente a la Rutina.
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Tabla 5. Factor de retencion (Rf) del cromatograma de capa fina del extracto acuoso de Nautilocalyx
pallidus (Sprgague) “Kitove” (I) y estdndar de rutina (lI) derivatizados con el uso del reactivo

polietilenglicol 4000 y difenilborato de 2-aminoetilo.

Zona con Factor de retencion:
Cromatograma coloracion
 Final a Placa 1 0,85
(celeste)
a Placa 2 1
(celeste)
b Placal
I (amarillo) 0,21
b Placa 2
wf05 (amarillo) 0.5
Inicio

(NExtracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove” ; (I1) Estandar de rutina
(Elaboracion propia)

8.3.5 Kaempferol

El kaempferol es un tipo de compuesto flavonoide multihidroxilo, que existe ampliamente en
plantas y flores, es reconocido por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
anticancerigenas (Rahaman et al., 2022). Estructuralmente, el kaempferol presenta dos anillos
aromaticos y un anillo heterociclico oxigenado. Estas similitudes estructurales entre los
flavonoides estdn ganando cada vez més atencion debido a su fuerte capacidad para quelar iones
metalicos como el hierro, el cobre, el platino y el paladio. En particular, los complejos flavonoide-
metal exhiben una actividad anticancerigena mejorada en las células cancerosas humanas en
comparacion con los flavonoides libres, lo que los posiciona como agentes prometedores para la

terapia contra el cancer (Tu et al., 2016).
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El extracto de N. pallidus (Sprague) “Kitove” tampoco presentd un patron de colores similar al
estandar de kaempferol (Tabla 6) verde fluorescente, pero, se observd que este presenta una
concentracion elevada de flavonoides ya que se exhibieron bandas prominentes de color azul
celeste conun Rfde 1 (a). El kaempferol fue identificado por He et al. (2014) como un flavonoide
inhibitorio frente a Escherichia coli, al alterar su membrana celular provocando la fuga de
proteinas bacterianas al entorno extracelular. Ademas, se revel6 que el kaempferol, junto con la
quercetina, interactdan con la 3-oxiacil-[proteina transportadora de acilo] reductasa (FabG) y la
proteina transportadora de enoil-acilo reductasa inhibiendo la biosintesis de &cidos grasos en
Mycobacterium, Pseudomonas aeruginosa y Vibrio cholerae, lo que perjudica la funcion de la
envoltura celular y previene la formacion de biopeliculas bacteriana (Cronan y Thomas 2009;
Rowlett et al., 2017).

Tabla 6.Factor de retencién (Rf) del cromatograma de capa fina del extracto acuoso de Nautilocalyx
pallidus (Sprgague) “Kitove” (I) y estdndar de kaempferol (II) derivatizados con el uso del reactivo
polietilenglicol 4000 y difenilborato de 2-aminoetilo.

Zona con Factor de retencion:
Cromatograma coloracién
a8 Placa 1 (celeste) 1
Final a  Placa 2 (celeste)
— Rf05
Inicio

(DExtracto acuoso de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove”; (I1) Estandar de Kaempferol
(Elaboracion propia).
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Investigaciones anteriores han destacado las propiedades antimicrobianas de los compuestos
fitoquimicos identificados en este estudio. Por ejemplo, el acido valerénico identificado como un
acido monocarboxilico sesquiterpenoide, presente en varias especies de valeriana, se ha destacado
por sus propiedades sedantes, antidepresivas y ansioliticas. Ademas, influye en el factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y la motilidad gastrointestinal, lo que puede contribuir
a su potencial terapéutico en el tratamiento de afecciones como la enfermedad de Alzheimer al
aumentar la expresion de BDNF, lo que sugiere efectos neuroprotectores (Lopez-Rodriguez y
Yafiez, 2020).

Kovanda et al. (2019) estudiaron la eficacia antimicrobiana del &cido valerénico, revelando que se
necesitaron CMI de hasta 2800 mg/L para inhibir el crecimiento de Escherichia coli y Salmonella
typhimurium mientras que para Streptococcus pneumoniae de 1000 mg/L. Por su parte,
Mohammadi et al. (2023) encontraron que el &cido valerénico, incluso cuando se prob6 a
concentraciones que oscilaron entre 200 y 6,25 pg/mL, no inhibi6 el crecimiento de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans; sin
embargo, el extracto metandlico de Valeriana officinalis, que contiene una amplia variedad de
fitoquimicos, incluido el acido valerénico, si demostré actividad antimicrobiana, en particular
contra Staphylococcus aureus y Candida albicans. Este hallazgo sugiere que, si bien el acido
valerénico por si solo puede no contribuir significativamente a los efectos antimicrobianos, la
accion combinada de los diversos compuestos presentes en el extracto podria ser responsable de
las propiedades antimicrobianas observadas.

El &acido ursolico (AU), un triterpenoide pentaciclico que se encuentra en muchas plantas
medicinales, ha demostrado efectos antimicrobianos significativos, particularmente contra

bacterias Gram-positivas. Segun la investigacion de Wolska et al. (2010), el AU presenta una
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buena actividad antibacteriana frente cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
(SARM) y Enterococos tolerantes a la vancomicina (ERV) encontrando CMI bajas para estas
cepas, 4 mg/mL y 8 mg/mL, respectivamente, sugiriendo que el AU podria ser un candidato
prometedor para tratar infecciones por estas bacterias. Por su parte, Do Nascimento et al. (2014)
utilizaron el método de microdilucion para evaluar la eficacia antimicrobiana del AU demostrando
fuertes efectos antibacterianos contra Staphylococcus aureus, con una CMI de 32 pg/mL; frente a
Escherichia coli el AU exhibi6 actividad antibacteriana moderada alcanzando valores de CMI de
64 pg/mL. Sin embargo, su eficacia fue notablemente menor frente a Pseudomonas aeruginosa
obteniendo CMI de 512 pg/mL.

La rutina esta bien documentada por su importante actividad antibacteriana contra varias cepas
bacterianas. Por ejemplo, la investigacion de Pimentel et al, (2013) ha demostrado que la rutina
extraida de Pteris vittata L. exhibe actividad antibacteriana frente a Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, con valores CMI tan bajos como de 0,03 mg/ml. Su efecto
antimicrobiano se basa en diversos mecanismos, como la alteracion de las paredes celulares
bacterianas, la inhibicion de la sintesis de &cidos nucleicos y la interferencia con el metabolismo
energético microbiano; adicionalmente, la rutina es reconocida por su capacidad para regular la
expresion de proteinas, especialmente dentro de las vias de respuesta al estrés, lo que puede
comprometer la supervivencia de los microorganismos (Gullon et al., 2017).

Con respecto al estigmasterol, el estudio de Lestari et al. (2024) en el que se realiz6 la evaluacion
de las propiedades antimicrobianas de este compuesto aislado de las hojas de Piper crocatum (betel
rojo), reveld que exhibio actividad antibacteriana moderada frente a Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis y Enterococcus faecalis; S. sanguinis fue particularmente sensible al

estigmasterol, con zonas de inhibicion notables a una concentracion de 3125 pg/mL;
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adicionalmente demostrd actividad antifngica significativa frente a Candida albicans siendo
eficaz a concentraciones del 2,5% y el 5%. Otros estudios han registrado que el estigmasterol,
presente en el extracto de hexano de las hojas de Icacina trichantha, muestra una considerable
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Bacillus subtilis,
demostrando zonas de inhibicion de 29 mm, 24 mm y 21 mm, respectivamente, a una

concentracion de 100 pg/mL (Alawode et al., 2021).

8.4 Evaluacion de las propiedades antimicrobianas del extracto puro de hojas y tallos de la

planta “Kstove” Nautilocalyx pallidus (Sprague).

8.4.1 Bacterias Gram- Negativas

8.4.1.1 Pseudomonas aeruginosa

La Tabla 7 muestra las imagenes correspondientes a las pruebas realizadas, mientras que las Tablas
8 y 9 describen los didmetros obtenidos en cada prueba y su respectivo analisis estadistico. Los
resultados revelaron que el extracto de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” no presento
actividad antibacteriana aparente contra Pseudomonas aeruginosa, como lo indica la ausencia de
halos de inhibicién. La coloracion observada alrededor de los pozos (Tabla 7) se debi6 al extracto
en si mismo y no a un efecto antimicrobiano. Por otro lado, el extracto diluido al 10% en DMSO
al 98% (v/v) mostrd un leve efecto antimicrobiano contra Pseudomonas aeruginosa, ya que, al
comparar el promedio del extracto al 10% con el promedio del control positivo Ceftriaxona base
1 g, se encontré un valor p (0.0000313) extremadamente bajo, lo que indica una diferencia
significativa entre el extracto al 10% Yy el control positivo. Esto sugiere que el diluyente podria

actuar como adyuvante al potenciar la actividad antimicrobiana del extracto de Nautilocalyx



57

pallidus (Sprague) contra P. aeruginosa, ya que se han demostrado efectos inhibitorios del DMSO

contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Ansel et al., 1969).

Tabla 7. Resultados de las pruebas de difusion en pozo para Pseudomonas aeruginosa frente al extracto
natural puro y dilucién al 10% con DMSO al 98% (v/v) de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”.

Pseudomonas aeruginosa

Extracto puro

Extracto al 10%

Control positivo

Y,
1."«.,._ A0 /4
eftriaxona base

1g

Control negativo

e S—
Medio Muller-Hinton + P. aeruginosa

Dimetilsulfoxido 9% v/v) + P. aeruginosa

(Elaboracién propia)
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Tabla 8. Diametro de las zonas de inhibicién producidas por los extractos puros y diluidos frente a
Pseudomonas aeruginosa.

Diametro del halo — Diametro

Namero de pozos del pozo (7 mm)

Extracto puro Pozo 1 0
Pozo 2 0
Pozo 3 0
Pozo 4 0

Diametro del halo — Diametro

Namero de pozos del pozo (7 mm)

Pozol 5
Extracto al 10% P0702 7
Pozo 3 7
Pozo 4 8
. NUmero de pozos —_— I_Dié}metro_Qel halo de
Control positivo inhibicion — Didmetro del pozo
Ceftriaxona base 1 ¢ Pozo 1 23
Pozo 2 24

(Elaboracion propia)

Tabla 9. Andlisis estadistico de las zonas de inhibicidn producidas por el extractos puro y diluido
frente a Pseudomonas aeruginosa.

ANALISIS ESTADISTICOS

Extracto puro Extracto al Cor_ltrol positivo
10% (Ceftriaxona base 1 g)
Media 0 6,75 23,5
Desviacién estandar 0 1,26 0,71
Coeficiente de variacion 0 19% 3%
Resultados prueba T
Prueba t Valor p
Extracto puro vs ceftriaxona 47 0,00173
base 1 ¢
Extracto al 10% vs ceftriaxona 20,84 0,0000313
base 1 ¢

(Elaboracion propia)

Investigaciones anteriores han demostrado que los extractos de varias plantas medicinales,
incluidas Moringa oleifera y Matricaria recutita, exhibieron diferentes niveles de actividad
antibacteriana contra cepas sensibles y resistentes a los antibidticos de Pseudomonas aeruginosa;

los extractos acuosos y de metanol de estas plantas fueron efectivos contra la mayoria de las cepas
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sensibles y resistentes, mientras que los extractos de etanol mostraron una actividad reducida
contra casi todos los aislados (Atef et al., 2019).

Las diferencias en los tamafios de los halos de inhibicion (que van desde 5 mm a 8 mm) con el
extracto diluido al 10% con DMSO podrian atribuirse a varios factores. Una posibilidad es que el
extracto no se haya distribuido uniformemente en los pozos, lo que da lugar a concentraciones
variables de compuestos activos en cada pozo. Ademas, los compuestos activos del extracto
pueden tener distintos niveles de solubilidad, lo que hace que se difundan de forma desigual a
través del agar, lo que podria dar lugar a halos de diferentes tamafios.

8.4.1.2 Escherichia coli

Los resultados de la prueba de difusion en pozo para Escherichia coli se muestran en la tabla 10 y
la descripcidon de los diametros obtenidos en cada ensayo con su respectivo anélisis estadistico se
muestran en las tablas 11 y 12; el extracto puro de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” no
presentd zonas de inhibicidn, lo que dio como resultado una zona de inhibicion media de 0 mm,
esta ausencia de actividad antimicrobiana en el extracto puro podria atribuirse a varios factores,
incluida la presencia de compuestos inhibidores que pueden enmascarar o contrarrestar los agentes
antimicrobianos activos. En cambio, el extracto diluido al 10% demostrd un nivel moderado de
actividad antimicrobiana, con una zona de inhibicion media de 10,25 mm, estas zonas de inhibicion
observadas variaron de 9 mm a 12 mm, con una desviacion estandar de 1,5 mm, lo que indica
cierta variacion en la respuesta antimicrobiana en los pozos. Al analizar la diferencia significativa
del el extracto diluido al 10% frente al control positivo de ceftriaxona base 1 g se encontro un valor
p de 0,0000351, lo que indico que la diferencia en la actividad antimicrobiana es estadisticamente
significativa y como se esperaba, el control positivo, ceftriaxona basel g, mostré una zona de

inhibicion media de 28,5 mm, con una variabilidad minima (desviacion estandar = 0,71 mm);
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aunque el extracto diluido al 10% exhibe cierta actividad antimicrobiana, es mucho menos eficaz
que la ceftriaxona base 1 g. Esta disparidad significativa enfatiza las limitaciones del extracto de
la planta en comparacion con el antibiotico convencional. Este resultado confirma la eficacia de la
ceftriaxona como un antibidtico potente y establece un punto de referencia para el potencial
antimicrobiano del extracto examinado (Hassan, 2014).

La dilucién del extracto con DMSO al 10% parece mejorar la solubilidad o disponibilidad de los
compuestos antimicrobianos activos, lo que da como resultado zonas de inhibicion mensurables;
como se menciond, la variacion en las zonas de inhibicion para el extracto diluido (que van desde
9 mm a 12 mm) podria deberse a ligeras diferencias en la concentracion de compuestos activos,
las tasas de difusion o las condiciones experimentales durante el ensayo de difusion en los pozos

de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”.
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Tabla 10. Resultados de las pruebas de difusion en pozo para Escherichia coli frente al extracto
natural puro de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” como a su dilucion al 10%.

Escherichia coli

Extracto puro

Extracto al 10%

Control positivo
(Ceftriaxona base 1

9)

Control negativo

E. coli + Dimetilsulfoxido 98% (v/v)

Agar Muller- Hinton inoculado con E.
coli

(Elaboracion propia)
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Tabla 11. Didametro de las zonas de inhibicion producidas por los extractos puros y diluidos frente
a Escherichia coli y su respectivo control positivo.

Numero de pozos Diadmetro del halo —Diametro del pozo (7 mm)
Pozo 1 0
Pozo 2 0
Extracto puro P0z0 3 0
Pozo 4 0
Numero de pozos Didmetro del halo — Diametro del pozo (7 mm)
Pozol 9
Extracto al 10% Pozo2 9
Pozo 3 11
Pozo 4 12
Diametro del halo de inhibicién — Diametro del

NUmero de pozos

Control positivo pozo
(Ceftriaxona base 1 g) Pozo 1 29
Pozo 2 28

(Elaboracion propia).

Tabla 12. Andlisis estadistico de las zonas de inhibicion producidas por el extractos puro y diluido frente
a Escherichia coli.

ANALISIS ESTADISTICOS

Control positivo

0,
Extracto puro Extracto al 10% (Ceftriaxona base 1 g)
(mm) (mm)
(mm)
Media 0 10,25 28,5
Desviacién estandar 0 1,5 0,71
Coeficiente de variacion 0 15% 2%
Resultados prueba T
Prueba t Valor p
Extracto puro vs Ceftriaxona 57 0,0111
base 1 ¢
5 -
Extracto al 10% vs Ceftriaxona 120,246 0,0000351
base 1 ¢

(Elaboracion propia)

Estudios realizados por otros autores han revelado actividad antibacteriana contra E. coli
concretamente extractos etanolicos de Psidium guajava (guayaba) y Salvia officinalis (salvia),
evidenciando el extracto etandlico de Psidium guajava una CMI de 625 pg/mL y una
Concentracion Minima Bactericida (CMB) de 625 pg/mL, mientras que Salvia officinalis

demostré una CMI de 2500 pg/mL y una CMB de 2500 pg/mL (Hemeg et al., 2020).
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Adicionalmente, Yassin et al. (2022) evaluaron la eficacia antimicrobiana del extracto etandlico
de Elettaria cardamomum exhibiendo una actividad antibacteriana significativa frente a E. coli,

obteniendo un diametro de zona de inhibicion de 22,48 + 0,36 mm y una CMI de 0,500 mg/disco.

8.4.2 Bacterias Gram- Positivas

8.4.2.1 Staphylococcus aureus

Los resultados presentados en la Tabla 13 muestran que el extracto acuoso de la planta “Kitove”
Nautilocalyx pallidus (Sprague), tanto en su forma pura como en una concentracion del 10%,
exhibio actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus. El didmetro promedio de las zonas
de inhibicion producidas por el extracto puro fue de 12,5 mm, con una desviacion estandar de 2,65
mm. Por el contrario, el extracto diluido con DMSO al 10% produjo un didmetro medio de la zona
de inhibicion de 6,75 mm, con una desviacion estandar mucho menor de 0,5. Al realizar la prueba
t para comparar estadisticamente las diferencias entre las zonas de inhibicion del extracto puro y
diluido al 10% frente a la vancomicina 500 mg, el analisis arrojo que el valor p (0,00776) del
extracto puro vs la vancomicina 500 mg es inferior a 0,05, lo indica que el extracto puro presento
una mayor zona de inhibicidn que el extracto diluido al 10%; a la vez se observé que el valor p
(0,00191) del extracto al 10% frente a la vancomicina 500 mg también es muy bajo, lo que indica
que tanto el extracto puro como el diluido al 10% muestran una actividad antimicrobiana
significativamente menor en comparacion con el control positivo. La variacién en los didmetros
de las zonas de inhibicién observadas se puede atribuir a varios factores, por ejemplo, que la
concentracion de compuestos antimicrobianos activos en el extracto diluido sea suficiente para
inhibir el crecimiento bacteriano pero que, la distribucién y concentracion de estos compuestos
puede variar, generando diferencias en los halos de inhibicidn; adicionalmente, la velocidad de

difusién de los compuestos activos a través del agar puede diferir segin su concentracion y las
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propiedades del medio, lo que provoca una mayor variabilidad en los didmetros de las zonas. Por
altimo, pequefias inconsistencias durante la preparacion de los pozos, como variaciones en el
volumen de extracto afiadido o diferencias en la profundidad de los pozos, también podrian
contribuir a las variaciones observadas en las zonas de inhibicion.

Tabla 13. Resultados de las pruebas de difusién en pozo para Staphylococcus aureus frente al
extracto natural puro de Nautilocalyx pallidus (Sprague) como a su dilucién al 10%.

Staphylococcus aureus

Extracto puro

Extracto al 10%

Control positivo

Control negativo

Agar Mller-Hinton inoculado con
Staphylococcus aureus

Dimetilsulfoxido 98% (v/v) + S. aureus

(Elaboracion propia)
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Tabla 14. Didmetro de las zonas de inhibicion producidas por los extractos puros y diluidos frente
a Staphylococcus aureus y controles

Diametro del halo —

NUmero de pozos Diametro del pozo (7
mm)
Extracto puro Pozo 1 14
Pozo 2 15
Pozo 3 12
Pozo 4 9
Diametro del halo -
NUmero de pozos Diametro del pozo (6
mm)
Extracto al 10% Pozol 6
Pozo2 7
Pozo 3 7
Pozo 4 7
Diametro del halo de
- NUmero de pozos inhibicion — Didmetro
Control positivo
Vancomicina 500 mg del pozo
Pozo 1 19
Pozo 2 20

(Elaboracion propia)

Tabla 15. Andlisis estadistico de las zonas de inhibicidn producidas por el extractos puro y diluido
frente a Staphylococcus aureus.

ANALISIS ESTADISTICOS

Extracto puro Extracto al 10% Control positivo
(Vancomicina 500

mg)

Media 12,5 6,75 19,5

Desviacién estandar 2.65 0,5 0,71

Coeficiente de variacion 21,1% 7,4% 3,62%
Resultados prueba t
Pruebat Valor p
Extracto puro vs Vancomicina 4,949 0,00776
500 mg

Extracto al 10% vs 22,807 0,00191

Vancomicina 500 mg

(Elaboracion propia)

En estudios anteriores se han explorado las propiedades antimicrobianas del acido oleandlico (AO)
y el acido ursélico (AU), que son compuestos triterpenoides que se encuentran ampliamente en la
naturaleza. Estos estudios, han demostrado que tanto el AO como el AU poseen propiedades
antibacterianas significativas. Por ejemplo, la investigacion de Jesus et al. (2015) ha demostrado

que el OA 'y el UA exhiben fuertes efectos inhibidores contra una variedad de especies bacterianas,
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incluida S. aureus, encontrando CMI para S. aureus sensible a la meticilina y resistente a la
meticilina de 8 pg/mL y 64 pug/mL, respectivamente, lo que resalta la potencia de estos compuestos
contra este patdgeno.

8.4.2.2 Streptococcus pyogenes

La eficacia antibacteriana del extracto puro y del extracto diluido con DMSO al 10% de
Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” contra Streptococcus pyogenes se describen en las tablas
16, 17 con sus respectivos andlisis estadisticos ilustrados en la tabla 18. El extracto puro exhibid
actividad antibacteriana con zonas de inhibicion que oscilaban entre 14 mmy 17 mm. La zona de
inhibicion promedio fue de 15,5 mm con una desviacion estdndar de 1,29 mm estas variaciones
atribuibles a los factores ya descritos. El extracto diluido con DMSO al 10% también exhibio
efectos antibacterianos, con zonas de inhibicion que oscilaban entre 9 mm y 14 mm. La zona de
inhibicion promedio para este extracto fue de 12 mm, pero la desviacion estdndar més alta de 2,16
mm sugiere una mayor variabilidad en sus efectos antibacterianos, lo que indica que la dilucion
condujo a resultados menos consistentes. En comparacion con el control positivo, que mostro la
actividad antibacteriana méas fuerte con zonas de inhibicion de 23 mm y 24 mm (promedio 23,5
mm, desviacién estandar 0,71 mm), tanto los extractos puros como los diluidos exhibieron una
eficacia menor. La pequefia desviacion estandar en el control positivo implica una actividad
antibacteriana altamente consistente, lo que resalta ain mas la efectividad relativamente menor y
mas variable de los extractos de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”.

La pruebat que compara las zonas de inhibicion del extracto puro, extracto al 10% contra el control
positivo (Penicilina sédica G) muestran valores p muy por debajo de 0,001, lo que indica que las
diferencias entre la actividad antimicrobiana de los extractos y el control positivo son

estadisticamente significativas ya que los resultados negativos de la prueba t sugieren que el
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control positivo (Penicilina sodica G) tiene una zona de inhibicion media significativamente mas
alta en comparacion con los extractos puros y diluido con DMSO al 10% de Nautilocalyx pallidus
(Sprague) contra Streptococcus pyogenes. La mayor eficacia y consistencia observada en el
extracto puro probablemente se pueda atribuir a la mayor concentracion de compuestos activos en

comparacion con el extracto diluido al 10% con DMSO.
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Tabla 16. Resultados de las pruebas de difusion en pozo para Streptococcus pyogenes frente al
extracto natural puro y dilucion al 10% de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”.

Streptococcus pyogenes

Extracto puro

Extracto al 10%

Control positivo

[FE =

Streptococcus pyogenes + Penicilina G sdica

Control negativo

Agar MUIIer-Hinon inoculado con
Streptococcus pyogenes

Dimetilsulféxido 98% (v/v) +
Streptococcus pyogenes

(Elaboracion propia)
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Tabla 17. Didmetro de las zonas de inhibicion producidas por los extractos puros y diluidos frente
a Streptococcus pyogenes y su respectivo control positivo.

Streptococcus pyogenes

Numero de pozos Didmetro del halo — Diametro del pozo (7 mm)
Pozo 1 17
Extracto puro Pozo 2 15
Pozo 3 16
Pozo 4 14

Numero de pozos Didmetro del halo — Diametro del pozo (7 mm)
Pozol 13
Extracto al 10% Pozo?2 14
Pozo 3 9
Pozo 4 12

L Numero de pozos Didmetro del halo de inhibicién — Diametro del pozo
Control positivo

Penicilina G sodica Pozo 1 23
Pozo 2 24

(Elaboracion propia)

Tabla 18.Analisis estadistico de las zonas de inhibicion producidas por el extractos puro y diluido
frente a Streptococcus pyogenes.

ANALISIS ESTADISTICOS

Control positivo

0,
Extracto puro Extracto al 10% Penicilina G sodica
(mm) (mm)
(mm)
Media 15,5 12,0 23,5
Desviacién estandar 1,29 2,16 0,7071
Coeficiente de variacion 8% 18% 3%
Resultados prueba T
Pruebat Valor p
Extracto purq vs. Penicilina G -9.80 0,000608
sodica
ihini 0,
Extracto diluido al 10% frente -9.661 0,000641

a control positivo
(Elaboracién propia)

Shuaib et al. (2021) determinaron que extractos de etanol y de metanol de la cascara de limén no
exhibieron zonas de inhibicion contra S. pyogenes; por el contrario, el jugo de limén mostr6 una
actividad antimicrobiana significativa con una zona de inhibicion de 20 mm contra S. pyogenes. A
su vez Marasini et al. (2015) evaluaron la actividad antibacteriana de extractos etanolicos de varias
plantas medicinales de uso tradicional contra una variedad de bacterias patdgenas humanas,

incluida Streptococcus pyogenes; entre las plantas analizadas, los extractos de Curculigo
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orchioides, Cinnamomum camphora y Curcuma longa exhibieron la mayor actividad

antibacteriana contra S. pyogenes, con CMI de 49, 49 y 195 pg/mL, respectivamente.

8.4.3 Levadura

8.4.3.1 Candida albicans

Los resultados de la evaluacién de actividad anti-levadura del extracto acuoso y diluido de
Nautilocalix pallidus (Sprague) “Kitove” frente a Candida albicans se muestran en la tabla 19,
mientras que la descripcion de las zonas de inhibicion y su andlisis estadistico se ilustran en las
tablas 20 y 21. El extracto puro de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” no presento actividad
antifungica contra C. albicans ya que no se evidenciaron zonas de inhibicién en todos los pozos.
Sin embargo, el extracto diluido al 10% con DMSO mostrd cierta actividad, con zonas de
inhibicion promedio de 7,5 mm con una desviacion estandar de 3,0. Esta variacion en las zonas de
inhibicion se puede atribuir a los factores descritos anteriormente. Esta variabilidad sugiere,
ademas, que los efectos antifingicos fueron inconsistentes, posiblemente debido a la influencia
del DMSO mas que al extracto en si. Estos resultados son comparables con la actividad antiflngica
del DMSO reportada por Hazen (2013) en la que describe que el DMSO a concentraciones de
0,5% y 1% tuvo efectos inhibitorios frente al crecimiento de especies de Candida spp.; en
particular, el 71% de los aislados de esta levadura demostraron un crecimiento reducido cuando se
expusieron a 1% de DMSO vy el 64% mostraron un crecimiento reducido con 0,5% de DMSO.
Randhawa (2006) encontré que el DMSO, en particular a concentraciones del 2% o superiores,
ralentizaba el crecimiento de Candida spp. Mientras que las concentraciones de DMSO del 1% o
inferiores tuvieron un impacto menos significativo en el crecimiento de Candida spp.

A su vez, el control positivo mostro una zona de inhibicion media de 10,5 mm, pero con una mayor

variabilidad (desviacion estandar de 14,85 mm) debido a que un pozo no mostré inhibicion; esto
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podria explicarse debido a que se ha demostrado resistencia al fluconazol por parte de Candida
spp. (Berkow y Lockhart, 2017).

La prueba t que compara las zonas de inhibicion del extracto al 10% frente al fluconazol arroj6 un
valor p de 0,8245, dado que el valor p es mayor que 0,05, lo que indica que la diferencia en la
actividad antifingica entre el extracto al 10% y el control positivo no es estadisticamente
significativa, lo que sugiere que el extracto al 10%, influenciado por DMSO, exhibi6 una actividad

antifungica similar al control positivo (Hazen, 2013).
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Tabla 19. Resultados de las pruebas de difusidén en pozo para Candida albicans frente al extracto
natural puro de Nautilocalyx pallidus(Sprague) “Kitove” como a su dilucion al 10%.

o -
o -

Candida albicans +Fluconazol 500 mg

Candida albicans

Extracto puro

Control negativo

Agar Sabouraud + C. albicans Dimetilsulféxido 98% (v/v) + C. albicans

(Elaboracidn propia)
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Tabla 20. Diametro de las zonas de inhibicién producidas por los extractos puros y diluidos frente
a Candida albicans y su respectivo control positivo.

Candida albicans

. Diametro del halo — Diametro del pozo
NUmero de pozos

(7 mm)
Pozo 1 0
Extracto puro P0z0 2 0
Pozo 3 0
Pozo 4 0

. Diametro del halo — Diametro del pozo
NUmero de pozos

(7 mm)
Pozol 10
Extracto al 10% P0202 6
Pozo 3 4
Pozo 4 10

Diametro del halo de inhibicion —
Control positivo Didmetro del pozo
(Fluconazol 500 mg) Pozo 1 21
Pozo 2 0

NUmero de pozos

(Elaboracion propia)

Tabla 21.Analisis estadistico de las zonas de inhibicion producidas por el extractos puro y diluido
frente a Candida albicans.

ANALISIS ESTADISTICOS

Control positivo

0,
Extracto puro Extracto al 10% (Fluconazol 500 mg)
(mm) (mm)
(mm)
Media 0 7,5 10,5
Desviacién estandar 0 3,0 14,849
Coeficiente de variacion 0 40% 141%
Resultados prueba T
Prueba t Valor p
Extracto puro vs Fluconazol
-1 0,5
500 mg
Extracto diluido vs Fluconazol -0.282 0,8245
500 mg

(Elaboracion propia)

Se han realizado investigaciones para evaluar la eficacia antifungica de varios extractos naturales
contra Candida albicans. Noushad et al. (2018) evaluaron las actividades antimicrobianas de
diferentes extractos naturales, como el extracto de hoja de guayaba, el extracto de aloe vera, el

extracto de hoja de papaya y el extracto de anacardo, revelando que el extracto de anacardo
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demostro la mayor actividad significativa contra Candida albicans, con una zona de inhibicién
media de 12,8 mm. También se han evaluado los efectos antimicéticos de los extractos etanélicos
del propdleo, demostrando actividad antimicética considerable con valores de CMI que oscilaron
entre 32 y 1024 pg/mL, dependiendo de la especie de Candida y el tipo de propéleo utilizado
(Bouchelaghem, 2022).

Latti et al. (2019) evaluaron la eficacia de varios extractos de especias, entre ellos: canela, pimienta
negra, comino y laurel, contra Candida albicans. Los resultados demostraron que todos los
extractos de especias exhibieron actividad antifingica y que el extracto de canela mostro la zona

de inhibicion més alta de 49,3 mm y CMI mas baja de menos de 0,05 mg/ml.

8.5 Comparacion de las zonas de inhibicidn del extracto de Nautilocalyx pallidus “Kitove”

Al analizar los datos representados en las Figuras 7 y 8 sobre la actividad antimicrobiana del
extracto de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”, se pueden destacar varios hallazgos
importantes. En primer lugar, se encontr6 que el extracto de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove” presentd mayor efectividad antibacteriana contra cepas Gram-positivas, como
Streptococcus pyogenes, que fue el microorganismo con mayor susceptibilidad tanto para el
extracto puro como para el extracto diluido, mostrando zonas de inhibicion de 17 mm y 14 mm,
respectivamente. A su vez, Staphylococcus aureus presentd zonas de inhibicion tanto para el
extracto puro (14 mm) como para su forma diluida (7 mm). Estos resultados resaltan la sensibilidad
de estas bacterias a los compuestos bioactivos presentes en el extracto acuoso de hojas y tallo de

N. pallidus (Sprague) “Kitove”.
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Sin embargo, la actividad antibacteriana del extracto de N. pallidus (Sprague) se redujo
notablemente contra bacterias Gram-negativas, como Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, ya que no se observaron zonas de inhibicion, lo que indicaria la baja susceptibilidad
de estas cepas al extracto puro. No obstante, en su forma diluida con DMSO al 98% (v/v), estas
cepas bacterianas mostraron una leve susceptibilidad, con zonas de inhibicion entre 9 mm y 12
mm. Finalmente, al analizar la actividad antifingica del extracto de Nautilocalyx pallidus
(Sprague) “Kitove”, se observd que, en su forma pura, no tenia capacidad para inhibir el
crecimiento de Candida albicans; sin embargo, en su forma diluida, se observé una leve

susceptibilidad con zonas que oscilaron entre 4 mmy 10 mm.

16 Zona de inhibicion del extracto diluido de N. pallidus “Kitove .

mP.aeruginosa ®mS. aureus __m E.coli C. albicans  m S. pyogenes

Pozo 1 Pozo 2 Pozo 3 Pozo 4

Zonas de inhibicion (mm)
= = =
= o [oe] o N N

N

o

Figura 7. Histograma de las zonas de inhibicion del extracto diluido al 10% de Nautilocalyx pallidus “Kitove™ frente a cepas de
coleccion ATCC (Elaboracion propia).
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Zonas de inhibicion del extracto puro de N. pallidus “Kitove”

18
€16
Eu
S 12
(&)
S 10
€ 8
L 6
3 4
c
NI
0
Pozo 1 Pozo 2 Pozo 3 Pozo 4
mP. aeruginosa ®S. aureus ™ E.coli C. albicans  m S, pyogenes

Figura 8. Histograma de las zonas de inhibicidn del extracto puro de Nautilocalyx palliduss “Kitove™ frente a cepas de coleccion
ATCC (Elaboracion propia).

La clara diferencia en las zonas de inhibicion entre los extractos diluidos y puros indica que la
concentracion es un factor crucial para determinar la eficacia del extracto. Si bien las propiedades
antibacterianas de la planta son evidentes, en particular contra Streptococcus pyogenes Yy
Staphylococcus aureus, se necesita una mayor investigacion sobre su potencial antimicotico y su
modo de accién. Ademas, los hallazgos validan el uso medicinal tradicional de N. pallidus por
parte de las comunidades indigenas y resaltan su potencial como fuente de nuevos agentes

antimicrobianos en la lucha contra patdgenos resistentes a los antibiéticos.



77

9. CONCLUSIONES

Se proporciond una descripcion en campo de las caracteristicas morfoldgicas de las distintas
partes de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” incluidos el tallo, las hojas y las flores.

El andlisis fitoquimico del extracto de hojas y tallos de Nautilocalyx pallidus (Sprague)
“Kitove” revelo un perfil fitoquimico diverso, donde se aprecié una rica mezcla de compuestos
bioactivos responsables de los efectos antimicrobianos y terapéuticos de la planta.

El extracto natural de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” demostrd efectos
antimicrobianos contra las bacterias Gram positivas analizadas como Staphylococcus aureus y
Streptpcoccus pyogenes. Esta actividad probablemente se deba a la presencia de polifenoles,
flavonoides, triterpenos y esteroides. Las variaciones en la eficacia antibacteriana de los
extractos obtenidas en este estudio, pueden explicarse por las diferencias en la concentracién
de los componentes fitoquimicos detectados y sus interacciones con otros componentes del
tejido vegetal.

El extracto natural de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” representa un recurso valioso
para la investigacion y el desarrollo de productos fitoterapéuticos de origen natural que puedan
contribuir al bienestar de salud humana.

Primer informe sobre el perfil fitoquimico y la actividad antimicrobiana de esta especie de
Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove”, planta medicinal utilizada en las comunidades
indigenas del Amazonas colombiano para tratar las mordeduras de serpientes venenosas como

Bothrops atrox, Lachesis muta y Corallus caninus.
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10. RECOMENDACIONES
Realizar un andlisis fitoquimico mas detallado de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” para
identificar y cuantificar los compuestos bioactivos especificos responsables de la actividad
antimicrobiana observada. Se podrian emplear técnicas avanzadas como la cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC) o la espectrometria de masas (MS) para aislar y caracterizar estos

compuestos.

Para validar los hallazgos in vitro, se recomienda realizar estudios in vivo para evaluar la eficacia
y seguridad de los extractos de Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” en modelos animales.
Esto proporcionaria informacién sobre la farmacodinamica, la farmacocinética y la posible

toxicidad de los extractos de plantas.

Podria resultar beneficioso investigar los posibles efectos sinérgicos de los extractos de
Nautilocalyx pallidus (Sprague) “Kitove” con los antibidticos convencionales. Este enfoque podria
revelar si lacombinacion de los extractos de la planta con agentes antimicrobianos estandar mejora
su eficacia general, reduciendo potencialmente las dosis necesarias y minimizando los efectos

secundarios.
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12. ANEXOS

12.1 Anexo 1: ldentificacién taxon6mica de la muestra botanica de Nautilocayx pallidus

(Sprague) “Kitove” por parte del Herbario Nacional Colombiano (COL)
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12.2 Anexo 2: Carta de permiso por parte del corregimiento indigena la REFORMA para

estudio de la planta medicinal “Kitove” Nautilocalyx pallidus (Sprague).

La Reforma, &mazonas: 23 de abril de 2024

Ciudsd.
Sefores CorpoAmazonia y Comunidad Indigena La Reformia
Cordisl Saludo

ASUNTD: PERMISO DE INVESTIGACHIN CIENTIFICA A LA PLANTA MEDICINAL
Kmowve

¥o. PEDRO FERMNANDO MOMAITYAMA FUSIAMEMNA. identificado con ls ceduls de
ciudadania Mo. 1.133.154.014 expedida el 01 de diciembre de 2.006 =n el municipio de
Zolano, Caquets. en mis faculiades de CACIGUE TRADICIONAL DE LA COMUNIDAD
INDIGENA UITOTO DE LA REFORMA, UBICADA EN EL RESGUARDD DE PUERTO
SABALD — LOS MONOS, EN EL DEPARTAMENTO DEL AMAZOMAS, autonzo a3
ALEBERT ANDREYT MURCZ MONAITYAMA, identificado con ca2dula de ciudadania Mo,
1.007.621.557 expedida = 05 d= junio d= 2018 =n el municpic de Pamplona, Morke
Santander, a realizar estudios de recoleccion e invesfigacion cientifica sobre la planta
medicinal tradicional indigena Kitove para su tesis de grado reslizada en =l Laboratorio de
Farmacologia YWegstal LABFARVE (ampresa que ya tiene previo conocimiento del tema),

ubicada en la civdad de Bogota; con el fin d= optar por 2l titule de MICROBICLOGO &n la
Urniiversidad 4= Pamplona, ubicads en el departamento d= Marte de Santander, Colormbia.

Dicha autorizacion, radica en ks recoleccion de especies vegetales de |a
planta Krove. ubicadas en areas rurales del deparamento del
Amazonas durante =l periodo de mayo a aposto de 2024, las cuales
sEnViran como muestras de harbano para identificacion ¥y como muestras
de analisis para estudios asociados a potenciales antimicrobiano.
Adicionalmente, se tiens propussto fener una musstra  para
wdentificacion profeica del extracts acuoso de dicha planta y una futura
radicacion de esta en las Mormas Farmacoligicas Wegetsles. S= anexa
evidencia fotografica de |a planta autorizada a trabajar.

aizntamenis,
y I

PEDRO FEENAND MOMNAITYAMA FU SIAMEMNA
Cacigue tradicional indigena

PAbeedt Mo Aacl

ALBERT ANDREYT MUNOZ MOMNAITYAMA
Estudiante Microbiologia — Universidad de Pamplona
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12.3 Anexo 3: Declaracion de la planta medicinal “Kitove” Nautilocalyx pallidus (Sprague)
por parte de Laboratorios de Farmacologia Vegetal LABFARVE.

Bogota, Distrito Gapital; 23 de abril de 2024

Ciudad.

A quien interass

ASUNTO: Declaracion Planta Medicinal Kitove
Cordial saludo.

Con la presente, yo DANIEL EDUARDD LOPEZ CAEBRA, identificado con la cédula de
civdadania Mo. 1.032. 472127 expedida el 18 de junic de 2012 en la ciudad de Bogota,
declaro v hago constancia de gue la planta medicinal tradicional indigena Kifowve,
recolectsda en LA COMUNIDAD INDIGENA UITOTO DE LA REFORMA, UBICADA EN EL
RESGUARDOD DE PUERTO SABALD — LOS MOMOS, EM EL DEFARTAMENTO DEL
AMAZONAS (0°32'24.3"S, 73°23'20.2"W) no se encuentra regisirada en el Vademécum de
Plantas Medicinales de Colombia (ISBMN: 873B53711287-1).

Dicha planta medicinal indigena Kiowve se empleara dnicamente como material de estudio
de investigacion expermental para la fesis de grado del pasante de microbiologia de la
Universidad de Pamplona; ALBEERT AMDREYT MUNOZ MOMAITYAMA identificado con
cedula de ciudadania MN® 1.007.621.557 expadida el 05 de junic de 2018 en el municipio de
Famplona, Morte de Santander.

E=ta planta medicinal se encuentra autorizada por LA COMUNIDAD INDIGENA UITOTO
DE LA REFORMA, UBICADA EM EL RESGUARDO DE PUERTO SABALO — LOS
MONOS, EN EL DEPARTAMENTO DEL AMAZOMAS para =l manejo (recoleccion) v
manipulacién para reslizar les anteriormente mencionados estudios cientificos en s
empresa Laboratoro de Farmacologia Vegetal LABFARYE, ubicada en la civdad de Bogota.

Ademas, se declara que este trabajo se realizara con el pasante de microbiclogia sin afectar
o modificar nuesiros procesos intermos de frabajo y'o metodologias analiticas de rutina.

Atentaments,
—, .
{1 7 7 o F :
. — 1T ey

Daniel Eduardo Lopez Cabra

Jefe de Control de Calidad - Labfarve
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12.3 Otras actividades realizadas en los Laboratorios de Farmacologia Vegetal LABFARVE.

En la empresa de farmacologia vegetal LABFRAVE, se mantuvo actualizada la tabla de tendencias
microbiologicas de las plantas (ambientes, superficies, personal, agua, aire). Se realizaron
muestreos microbioldgicos en las plantas de produccion, analisis e interpretacion de los resultados
de las muestras de agua, identificacién de contaminaciones detectadas en productos y materias
primas, asi como controles de esterilidad y eficacia en medios de cultivo, liquidos de lavado,
soluciones y en el cumplimiento de las normas de Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) y Buenas

Practicas de Manufactura (BPM).

Otras actividades incluyeron el conteo de microorganismos (bacterias, mohos y levaduras) y la
deteccidén de microorganismos especificos, como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus o Salmonella spp., en materiales de empaque, materias primas, productos
en proceso y productos terminados. Estas pruebas estan disefiadas para determinar si las muestras

cumplen con las especificaciones establecidas de calidad microbiolégica.



