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RESUMEN

La especie Scutellaria incarnata, es una planta medicinal utilizada por la poblacion
Paéz, para el tratamiento de diferentes dolencias. Es por ello que esta
investigacion partié del interés de poder determinar los metabolitos secundarios
presentes en esta planta y evaluar su posible actividad antibacteriana y toxica.

Para ello se realizo la extraccion etandlica total de la planta por el método Soxleth,
en el cual se obtuvo 250 mL de extracto y después de haberlo sometido a secado
en el rotaevaporador un peso total seco de 1.26 g, con un porcentaje de
rendimiento que corresponde al 81%. A continuacion, se determiné a partir del
tamizaje fitoquimico del extracto etandlico Total (ET), que los flavonoides,
cumarinas volétiles, taninos, saponinas, triterpenos y cardiotdnicos estan
presentes en la planta

La actividad antibacteriana del ET frente a bacterias Gram + (Staphylococcus
aureus) y Gram — (Escherichia coli) fueron evaluadas a partir de la prueba de
difusion en disco donde se obtuvo que el ET de S. incarnata es positivo ya que el
valor del PIR (Porcentaje de inhibicion relativa) generado por las tres
concentraciones frente ambas bacterias fueron mayor al 25%. Sumado a lo
anterior, por el método de microdiluciébn se evidencio que las bacterias son
sensibles frente a las concentraciones empleadas del ET, estableciéndose para S.
aureus una CMI de 1024ppm y para E. coli se estima sea mayor a la utilizada en la
prueba y que corresponde a 1024 ppm.

Finalmente, en el ensayo de toxicidad con Artemia franciscana, se obtuvo que la
concentracion letal 50 (LCsp) es 7.5 ppm.



1. INTRODUCCION

El empleo de las plantas en la medicina tradicional, ha dado lugar al
descubrimiento de diferentes componentes que pueden considerarse farmacos,
por lo cual el reconocimiento y estudio de las especies existentes, nos brindan la
posibilidad de encontrar nuevos agentes activos desde el punto de vista
farmacologico, a partir de una fuente de materia prima mas econémica y natural
(Osorio, 2009)

Teniendo en cuenta que hoy por hoy existe una tendencia al incremento de
resistencia de los microorganismos a los farmacos existentes, se hace necesaria
la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos, para poder combatir estos
problemas de resistencia bacteriana, combatir infecciones y superar los efectos
secundarios de algunos agentes disponibles en la actualidad (Sanchez , 2011)

Las plantas medicinales son utilizadas como principal recurso terapéutico de la
medicina tradicional Paéz, uno de los pueblos indigenas mas importantes de
nuestro pais(Sanabria, 2001). El pueblo Paez esta ubicado en la vertiente oriental
de la cordillera central, region sur de los Andes colombianos, en la zona de
Tierradentro, comprendida entre los departamentos de Huila y Cauca, aunque
también existen asentamientos en la zona norte del Cauca, el sur del Valle y los
departamentos de Putumayo y Caqueta.

Para Colombia, desde el punto de vista de esta comunidad, las plantas del genero
Scutellaria, conocidas cominmente por ellos como alegrias, deben su nombre a
gue son antidepresivas y restituyen la alegria de vivir (Gonzalez, 2005). Asimismo,
las Scutellarias estan muy extendidas en Europa, Estados Unidos y Asia oriental
donde son conocidas usualmente como gorros (Shang et al., 2010a).

Los estudios muestran que las Scutellarias y sus principios activos poseen amplias

acciones farmacologicas, como antitumoral y anti-angiogéico(Himeji et al., 2007,
Li-Weber, 2009), antitromboticos, citotdxicos, propiedades antiespasmédicas,
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antioxidantes (Gao et al., 1999; Schinella et al., 2002), hepatoprotector(Lin, Shieh,
and Yen, 1997), anticonvulsivo (Wang, Liao, and Chen, 2000; Zhang et al., 2009),
antiinflamatorio (Kim et al., 1999), actividades antibacterianas (Sato et al., 2000;
Yu et al., 2004) y antivirales.

Estudios fitoquimicos han revelado que los aceites esenciales, flavonoides,
taninos, iridoides, ligninas, compuestos fendlicos, diterpenos y triterpenos estan
presentes en diferentes partes de las plantas.(Duke, 1990; Ezer, Akcos, and
Rodriguez, 1998; Graham et al., 2000; Hui et al., 2002; Kim et al., 2001; Skaltsa et
al., 2000; Stojakowska and Kisiel, 1999; Yaghmai, 1988; Zargari, 1810; Zargari,
1990).

La especie S. incarnata, es una planta medicinal, fuente de numerosos beneficios.
Por pertenecer a la familia Lamiaceae tiene un futuro promisorio en el campo de la
medicina herbal y farmacéutica, ya que como se ha demostrado en algunos
estudios sobre diferentes géneros de esta familia, éstas tienen caracteristicas
antimicrobianas, antifungicas y terapéuticas.

Aunado a esto, teniendo en cuenta que las evidencias actuales sugieren que S.
incarnata tiene un gran potencial terapéutico, la ausencia de estudios relacionados
con la caracterizaciéon cualitativa, ademas de bioensayos que corroboren principios
activos de la planta y por tanto, la escasa informacion disponible de S. incarnata,
se propone realizar la extraccion etandlica total, el tamizaje quimico y asimismo, la
evaluacion de la actividad antibacteriana y ensayos de toxicidad en A. franciscana.

12



2. PROBLEMATICA

La mayor parte de la industria farmacéutica es altamente dependiente de las
poblaciones silvestres de plantas para el suministro de materias primas para la
subsecuente extraccion de importantes compuestos medicinales.

El género Scutellaria con cerca de 300 especies a nivel mundial, se extiende en
regiones templadas y en montafias tropicales (Bazzaz et al., 2011a). Es ademas,
una planta de crecimiento silvestre y de amplia distribucion en la meseta de
Popayan y en sus alrededores.

El uso de S. incarnata en la medicina tradicional, el conocimiento popular, ademas
de las propiedades medicinales evidenciadas en este género, sugiere que esta
planta posee un gran potencial curativo frente a enfermedades causadas por
microorganismos. Asimismo, el hecho de pertenecer a la familia Lamiaceae le
confiere un futuro prometedor en el campo de la medicina herbal y farmacéutica.
Por lo demas, estudios sobre su descripcion botanica, ecologia y origen de sus
propiedades fitoquimicas hasta el momento no se han reportado. Teniendo en
cuanta lo anterior, esta investigacion partio del interés de poder determinar los
metabolitos secundarios presentes en esta planta y evaluar su posible actividad
antibacteriana y toxica.

De acuerdo a lo planteado anteriormente, se construyen preguntas de
investigacion tales como:

» ¢ Cudles son los principales componentes fitoquimicos de S. incarnata?

» ¢ El extracto etandlico total de S. incarnata posee actividad antibacteriana y
cierto grado de toxicidad?

13



3. JUSTIFICACION

En las Ultimas décadas ha habido un resurgimiento del interés en el estudio y uso
de plantas medicinales en el cuidado de la salud y en el reconocimiento de la
importancia de las plantas medicinales en el sistema de salud (Hoareau and
DaSilva, 1999; Lewington, 1993; Mendelsohn and Balick, 1995). Las tendencias
recientes en la investigacion de plantas medicinales muestran que los estudios
etnobotanicos continlan y que hay un aumento apreciable en la actividad de
investigacion en el dmbito de la bioactividad de productos naturales (Nirmal
Joshee, 2001). Este aspecto ha dado lugar a un aumento repentino de la demanda
de las hierbas medicinales, seguido de un crecimiento tardio en la conciencia
internacional acerca de la fuente de disminucion de las plantas medicinales del
mundo (Bodeker, 2003).

Ultimamente, se han realizado muchas investigaciones encaminadas a la
basqueda de nuevos compuestos con actividades biolégicas a partir de fuentes
naturales. Desde siempre, la contaminacion microbiolégica ha representado un
riesgo para la salud debido a la resistencia de algunos microorganismos a los
antibioticos convencionales y a los conservantes sintéticos utilizados en la
industria alimentaria, que en numerosos informes son considerados como
responsables de ser cancerigenos y teratogénicos por su toxicidad residual. Por
esta razon, la tendencia al uso de antimicrobianos y conservantes naturales ha
aumentado, llegandose a constituir como una alternativa promisoria como fuente
de sustancias con actividad antimicrobiana.

En la actualidad surge la necesidad de desarrollar estrategias de investigacion
eficaces seleccionando especies vegetales usadas en los sistemas etnomédicos lo
cual incrementa la posibilidad de encontrar actividad biolégica en comparacion con
la selecciona al azar de las plantas. Es asi como se debe relacionar la
etnobotanica de un area, debido a su importancia cultural y el estudio acreditable
de la ciencia, lo que resulta en un fuerte método para obtener un conocimiento
integro acerca del uso sostenible de las plantas.
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De esta manera, atendiendo el uso medicinal que se le da a S. incarnata por parte
de la comunidad Paéz, se hace necesario el estudio de sus componentes y
consecuentemente la evaluacion biolégica de sus extractos. Afladido a esto, se
tiene que al integrar la informacion de las diferentes fuentes bibliograficas sobre
especies pertenecientes al género Scutellaria, se encuentra un potencial fuerte en
el campo farmacologico, que necesita fortalecerse con especies silvestres de
nuestro pais.
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4. MARCO TEORICO

4.1. GENERALIDADES: Scutellaria

Numerosas especies de Scutellaria han sido utilizadas en muchos sistemas de
medicina tradicional y es bien conocido entre las tribus nativas americanas como
emenagogo fuerte y como una hierba medicinal. Mas de 60 flavonoides han sido
identificados a partir de diferentes fuentes. Los componentes flavonoides
principales que contribuyen a la bioactividad han sido reportados como: baicalina,
baicaleina, wogonina, wogonoside, apigenina y crisina. Wogonina (presente en las
raices), baicaleina y baicalina (presente en la planta completa) (Nirmal Joshee,
2001).

Las especies de Scutellaria han sido ampliamente utilizadas en los sistemas
meédicos tradicionales de China, Corea, India, Japdn, muchos paises de Europa y
América del Norte. La especie mas utilizada es S. baicalensis o casquete Baical.
Otras especies importantes son: S. lateriflora, S. barbata y S. havanensis(Song,
1981).

4.1.1 Usos: Ornamentales. Potencialmente como medicamentos o hierbas
aromaticas de uso industrial en el campo de los alimentos (condimentos),
productos de higiene y perfumeria. Utilizadas en la medicina popular y
farmacologica.

4.1.2 Distribucién.
Cosmopolita, especialmente abundantes en la region Mediterranea y hacia el este
en Asia central. Para Colombia, en el Departamento del Cauca se tiene registro de

los municipios de Cajibio, Popayan, el Tambo, Piendamd, la Sierra y Totoro entre
los 1300 y 1920 msnm. Fuente: Herbario CAUP, Universidad del Cauca.
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3.1.4Scutellaria.

Es un género con cerca de 350 especies alrededor del mundo, se extiende en
regiones templadas y en montafas tropicales. La mayoria son plantas herbaceas
anuales o perennes de 5 cm a 1 metro de altura, algunos son subarbustos, otros
son acuaticos. Tienen tallos con cuatro hojas encontradas. El género es facilmente
reconocible por la tipica proteccion del caliz que ha propiciado su nombre.

3.1.5Scutellaria incarnata Vent.

Figura 1. Fotografia A y B: tallo y hojas, C: inflorescencia de Scutellaria incarnata
Vent. Fuente las autoras.

Hierba con hojas opuestas, inflorescencias en pequefias cimas en la axila en
forma de verticilo, corola con pétalos soldados, la mayoria de veces bilabiada. No
se tiene informacién estructural y morfoldgica confiable, y por tanto no se han
realizado estudios biotecnoldgicos sobre esta especie. Pero se toma en cuenta los
compuestos medicinales que componen el género, y se remite a una elevada
importancia a nivel farmaceéutico (Duke, 1990; Ezer, Akcos, and Rodrguez, 1998;
Graham et al.,, 2000; Hui et al., 2002; Kim et al.,, 2001; Skaltsa et al., 2000;
Stojakowska and Kisiel, 1999; Yaghmai, 1988; Zargari, 1990).

3.2 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico o “screening” es una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales
grupos de constituyentes quimicos presentes en una planta, y de alli, orientar la
extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos
de mayor interés. El tamizaje quimico consiste en la extraccién de la planta con
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solventes apropiados Yy la aplicacion de reacciones de coloracién. Debe permitir la
evaluacion rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo. Los
resultados del tamizaje fitoquimico constituyen Gnicamente una orientacion y
deben interpretarse en conjunto con los resultados del “screening” farmacolégico
si es posible. La cantidad de material vegetal necesario para hacer las pruebas
varia de 5 g a 200 g (Sharapin, 2000).

3.3 EXTRACCION ETANOLICA TOTAL

La extraccion se define como la accién de separar con un liquido una fraccion
especifica de una muestra, dejando el resto lo mas integro posible. La extraccion
con el equipo Soxhlet, resulta en la obtencién de principios activos de los tejidos
vegetales. Lo que hace el extractor Soxhlet es realizar un sinfin de extracciones de
manera automatica, con el mismo solvente que se evapora y condensa llegando
siempre de manera pura al material (Nufiez, 2008).

3.4 BACTERIAS

3.4.1 Staphylococcus aureus:

S. aureus es un miembro de la familia Micrococcaceae, que bajo el analisis
microscopico, aparecen como cocos Gram positivos en racimos. (Lowy, 1998).S.
aureus es un patdgeno importante relacionado con un gran namero de infecciones
humanas como bacteriemias, infecciones de heridas, piel y tejidos blandos,
etc.(Lopez-Brea and Domingo, 2003). Los seres humanos sin embargo, son un
reservorio natural de S. aureus. Un 30 y 50 % de los adultos sanos son
colonizados, con un 10 a 20 % de colonizacion persistente (Casewell and Hill,
1986; Noble, Valkenburg, and Wolters, 1967). Asimismo, las personas colonizadas
con S. aureus estan en mayor riesgo de infecciones posteriores (Wenzel and Perl,
1995)

Ademéas de la distribucion ubicua de esta bacteria en el ambiente y en las

superficies corporales, existe una variedad de condiciones predisponentes para la
enfermedad estafilocdcica que favorecen la incidencia de estas infecciones: Entre
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éstas se pueden mencionar lesiones de la piel, infecciones virales, sobre todo del
tracto respiratorio, defectos de la funcion de los leucocitos, inmunodeficiencia
humoral, presencia de cuerpos extrafios (catéteres, sondas, suturas, etc.),
tratamiento con antibidticos al cual el estafilococo es resistente, asi como varios
trastornos asociados con una disminucion de la resistencia natural a las
infecciones (diabetes mellitus, alcoholismo, neoplasias, desnutricion, uremia,
mucoviscidosis, etc.) (zepeda, 1978).

3.4.2 Escherichia coli:

E. coli es una bacteria perteneciente a la familia enterobacteriaceae que bajo el
analisis microscopico, aparece como un bacilo corto, recto, Gram negativo
(Sussman, 1997). Las cepas patdgenas intestinales de E. coli rara vez se
encuentran en la flora fecal de personas sanas y, en cambio, parecen ser los
agentes patdégenos en esencia obligados, causando la gastroenteritis o colitis
cuando se ingiere en cantidades considerables. Infecciones extraintestinales (EIS),
debido a E. coli son comunes en todos los grupos de edad y puede afectar casi
cualquier o6rgano o sitio anatomico. La bacteriemia puede acompafar una
infeccidén en cualquiera de estos sitios. Una enfermedad grave y la muerte puede
ocurrir en huéspedes sanos, pero los resultados adversos son mucho mas
propensos a la enfermedad comérbida y disminucion de las defensas (Russo and
Johnson, 2000).

E. coli es la causa mas frecuente de ITU adquirida en forma extra hospitalaria e
intrahospitalaria (Juan, 1994). A pesar de que la infeccién urinaria (ITU) es
facilmente manejada por el huésped normal, puede causar problemas en
pacientes inmunosuprimidos, requiriendo de esta manera la busqueda de
antimicrobianos en dosis bactericidas y no solo bacteriostaticas que aseguren
tratamientos efectivos (Horna Quintana, Silva Diaz, and Vicente Taboada, 2005)
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3.5 METODO DE MICRODILUCION

La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalla
habitualmente mediante algunas de las variantes de los métodos de dilucion. El
meétodo de dilucién en agar o en caldo como test de susceptibilidad microbiana es
utilizado para determinar la concentracion minima bactericida (MBC) definida
como la minima concentracion de antimicrobiano que elimina a mas del 99,9% de
los microorganismos viables después de un tiempo determinado de incubacion
(Horna Quintana, Silva Diaz, and Vicente Taboada, 2005) y la concentracion
minima inhibitoria (MIC) (Ramirez, Stella, and Marin Castafio, 2009).Estas
variables son una herramienta para investigar nuevos antimicrobianos (Ramirez,
Stella, and Marin Castafio, 2009).

En la técnica de dilucibn en caldo, son utilizados tubos o microplacas
(microdilucién) que contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal. El
organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o pozos de las
microplacas y la MIC es determinada después de la incubaciéon (Wilkinson, 2006).
La ventaja sobre los métodos de difusién radica en un aumento de la sensibilidad
para cantidades pequefas, lo cual es importante cuando se trabaja con productos
naturales permitiendo diferenciar entre un efecto bactericida o bacteriostatico
(Langfield et al., 2004). Ademas, confirma resistencias inusuales y da respuestas
definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es indeterminado
(Andrews, 2001).

3.6 METODO DE DIFUSION EN DISCO

El antibiograma por la técnica de difusion en agar basado en las investigaciones
de Kirby-Bauer y colaboradores, es uno de los métodos que el comité nacional de
estandares para laboratorios clinicos (NCCLS) recomienda para la determinacion
de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos (Canton et al.,, 2000). El
fundamento de esta determinacion es establecer, en forma cuantitativa, el efecto
de un conjunto de sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas
bacterianas que se aislan de procesos infecciosos (Ramirez and Castafio, 2009).
El método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria
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para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en la
superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado
homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se ha depositado un
disco de papel filtro o se ha sembrado en pozo impregnado con una cantidad
conocida de la sustancia (Hacek, Dressel, and Peterson, 1999).

3.7 ENSAYO DE TOXICIDAD MEDIANTE LA PRUEBA DE LETAL IDAD DE
Artemia franciscana (salina)

3.7.1 Conceptos generales

Del griego Artemia que significa Optima conservacion. Género de crustaceos
braquiopodos del orden anostraceos, de pequefio tamafo llegando a alcanzar 10-
15 mm en etapa adulta, y desprovistos de caparazon. Viven en las aguas salobres
del litoral o del interior. A. franciscana posee el atributo de que sus huevos pueden
resistir el permanecer deshidratados durante afios. Para medir la toxicidad de una
planta o extracto se recurre con frecuencia a la prueba de A. franciscana, debido
su sensibilidad a gran variedad de sustancias. Ademas, también se utiliza como
método de comprobacion de actividad para algunos pesticidas, anestésicos,
micotoxinas y toxinas de dinoflagelados (http://biblioteca.portalpez.com/la-artemia-
salina-vp15740.html)

La actividad observada en el test de A. franciscana se expresa como toxicidad a
los camarones (LC50), es decir la dosis que mata al 50% de los camarones. No es
un ensayo especifico sino de toxicidad general, aunque sirve también para el
analisis de actividad de muchos pesticidas. Se considera como citotéxico cuando
la LC50 =1000-2000 ppm (para extractos crudos) y <200ppm (para compuestos o
sustancias puras) (Técnicas de comprobacion de actividad terapéutica en plantas
medicinales)
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5. ANTECEDENTES

Las especies del género Scutellaria son poco conocidas, en tanto sus
caracteristicas, propiedades y descripciones son generales. En la labor
investigativa se han encontrado trabajos que revelan compuestos bioquimicos del
género, notificando aspectos medicinales que puede ofrecer la planta,
encontrandose algunos trabajos en Asia y Estados Unidos de especies como:
S. baicalensis, S. integrifolia, S. orientalis, S. bartata 'y S. lateriflora.

Entre los estudios relacionados con la especie S. incarnata, se encontré0 uno
enfocado en la caracterizacion micromorfologica, estructural y molecular de las
reservas de semilla (Tobar, 2010). Otro estudio estuvo relacionado con los
Colibries asociados a esta planta en la reserva forestal protectora tarpeya del
municipio de lquira Huila (Ortiz, 2012). Ademas, se encontrg otro orientado en el
analisis fitoquimico preliminar y cromatografia en capa delgada de dos especies
de alegria (S. incarnata y Scutellaria coccinea) (Herreno, Pombo, and Mejia,
2001). Sin embargo, no se registran datos o articulos cientificos relacionados con
las propiedades de sus extractos.

De esta forma, se estd extendiendo el conocimiento de algunas especies
pertenecientes a este género, en las que los flavonoides han demostrado ser uno
de los principales componentes que contribuyen a la bioactividad (Boyle et al.,
2011). Los extractos y compuestos, principalmente flavonoides presentes en toda
la planta, han mostrado propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, ansioliticas,
neuroprotectoras, antitrombdticas, anticancerigenas, antimicrobianas y antivirales
(Delange et al., 2012).

Estudios fitoquimicos han revelado que los aceites esenciales, flavonoides,
taninos, iridoides, ligninas, compuestos fendlicos, diterpenos y triterpenos estan
presentes en diferentes partes de las plantas. (Duke, 1990; Ezer, Akcos, and
Rodrguez, 1998; Graham et al., 2000; Hui et al., 2002; Kim et al., 2001; Skaltsa et
al., 2000; Stojakowska and Kisiel, 1999; Yaghmai, 1988; Zargari, 1810; Zargari,
1990).Mas de 295 compuestos han sido aislados, entre ellos los flavonoides y
diterpenos. Actualmente, compuestos mondmeros o partes activas han sido
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seleccionados para la actividad farmacologica de Scutellaria in vivo e in vitro. Por
otro lado, larevision de literatura etnofarmacoldgica, fitoquimica y farmacolégica
indican que los extractos y compuestos monomericos de Scutellaria tienen un gran
potencial para curar el cancer, la hepatitis, el VIH-1, etc. (Shang et al., 2010b).

Los flavonoides constituyen los metabolitos mas comunes y estudiados en el
género Scutellaria. Los flavonoides contenidos en la raiz de S. baicalensis son
conocidos por presentar amplias acciones farmacolégicas y diversas actividades
fisiologicas (Himeji et al., 2007). En S. baicalensis Georgi, segun (Gao et al.,
1999), la baicaleina, baicalina, wogonina y wogonoside son los cuatro principales
flavonoides en la raiz, cumpliendo actividades antioxidantes. A partir de este
estudio se encontré que la baicaleina y la baicalina debido a su fuerte accion
eliminadora de radicales libres podrian ser utilizados para curar lesiones
neuroldgicas. Estos resultados fueron demostrados en un estudio relacionado con
el dafio celular neuronal inducida por el peréxido de hidrégeno en células HS-
SY5Y, evidenciandose los efectos protectores de los flavonoides (baicaleina y la
baicalina) procedentes de S. baicalensis Georgi en el dafio oxidativo de las células
neuronales (Gao, Huang, and Xu, 2001).

Sumado a lo anterior, se han observado efectos inhibitorios de la baicaleina y
baicalina sobre la expansion de los virus humanos. De esta manera, segun (Baylor
et al., 1992), la baicaleina produjo inhibicion dependiente de la concentracion en la
replicacion del HTLV-I o virus de la leucemia humana tipo 1, en células T y B
productivamente infectadas. Ademés, segun (Wu, Akatsu, and Okada, 1995) la
baicalina podria inducir selectivamente la apoptosis de las células CEM-VIH
(células linfoides T, dianas del VIH) que tienen una alta capacidad de liberacion de
virus, y asi estimular la proliferacion de células CEM-VIH que tienen una
capacidad relativamente baja de produccion de VIH.

Segun (Huang et al., 2010), la wogonina obtenida a partir del extracto crudodeS.
Baicalensis tiene efecto citotdéxico sobre células de leucemia mielégena humana
(HL-60). De este modo se encontr6 que en las células tratadas con wogonina
inducen a la apoptosis, fragmentacion del ADN y aumento dela actividad de la
caspasa-3. Ademas, el tratamiento de las célulasHL-60 con wogonina conduce ala
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inhibicion de la telomerasa transcriptasa inversa humana (hTERT), a la proteina
asociada a la telomerasa humanal (hTP1) y la expresion del ARNm del gen c-
myc.

Entre otras acciones de los flavonoides se ha reportado efecto protector de la
baicaleina sobre la lesion de células renales. segun (Yokozawa et al., 1999),
ademas, segun (Lee et al., 2003), la wogonina, aislada de la raiz de S. baicalensis
Georgi, presenta una fuerte accion neuroprotectora, es asi como se ha
demostrado la actividad antiinflamatoria en varios tipos de células incluyendo
macrofagos. Asimismo, se ha informado que la baicalina, baicaleina, wogonina
muestran efectos contra el cancer en lineas celulares de hepatoma humano (Chen
et al., 2002; Matsuzaki et al., 1996; Okita et al., 1993;Yano et al., 1994).

Segun (Parajuli et al., 2009), los extractos ensayados de hojas de S. angulosa, S.
integrifolia, S. ocmulgee y S. scandens seleccionados de trece especies del
genero Scutellaria tienen una fuerte actividad contra el cancer después de analizar
sus extractos de hoja, tallo y raiz y de los niveles de flavonoides biolégicamente
activos comunes: apigenina, baicaleina, baicalina, crisina, scutellarina y wogonina.
De esta manera, a través del ensayo de MTT, citometria de flujo de la apoptosis y
basado en el analisis del ciclo celular se determinaron los efectos especificos
sobre la proliferacién celular, apoptosis y progresion del ciclo celular del Glioma
maligno, carcinoma de mama y células de cancer de prostata. Como resultado se
obtuvo que los extractos y flavonoides individuales inhibieron la proliferacion de las
células de glioma maligno y carcinoma de mama sin afectar las células primarias o
no malignas. De este modo, los flavonoides exhiben diferentes mecanismos de
actividad anti-tumoral asi como interacciones positivas, induciendo la apoptosis y
la detencion del ciclo celular en G1/G2. Este estudio proporciona la base para
futuros estudios mecanicistas en el tratamiento adyuvante de los tumores
malignos que utilizan extractos de especies del genero Scutellaria.

Los flavonoides también se han encontrado en S. barbata(Wang, Wang, and Xiao)
donde cumple una accién antitumoral (Sonoda et al., 2004), antioxidante y
anticancerigeno (Cai et al., 2004). Una actividad similar se ha encontrado
enScutellaria litwinowii donde segun(Bazzaz et al., 2011b) los flavonoides cumplen
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una actividad antioxidante y segun (Tayarani-Najarani et al., 2012) la wogonina y
con mayor proporcion la neobaicaleina generan apoptosis en células HelLa lo que
sugiere que la neobaicaleina podria ser uno de los compuestos potenciales del
extracto crudo de S. litwinowii eficaz en la prevencion y/o tratamiento del cancer.
Sumado a lo anterior los flavonoides presentes en S. rehderiana segun (Su et al.,
2000) cumplen también una accién antioxidante.

Por su parte,se ratifica que los flavonoides de S. lateriflora segun (Zhang et al.,
2009) poseen una actividad anticonvulsivante y ansiolitica segun (Bergeron et al.,
2005). Ademés en otras especies como S. rivularis la presencia de flavonoides
como baicaleina, baicalina y wogonina se han demostrado ademas de su actividad
antiinflamatoria (Lin and Shieh, 1996).

Se han encontrado ademas, flavonoides en otras especies como S.
galericulata(Popova, Pakaln, and Litvinenko, 1975), también cinco nuevos
flavonoides en S. amoena(Zhou and Yang, 2000); cuatro nuevas flavanonas y una
nueva flavona a partir de la raiz de S. indica L (Miyaichi et al., 1987); dos nuevas
flavonas y ocho conocidos flavonoides en S. alpina L (Kikuchi etal., 1991) y
flavonoides en general en S. havanensis Jacq(Marrero Delange et al., 2012), sin
embargo no se encontraron estudios relacionados con su actividad farmacolégica.

Otros componentes quimicos también han sido investigados, incluyendo especies
S. rivularis(Chou, 1978; Tomimori, Imoto, and Miyaichi, 1990), Scutellaria
decolorar (Tomimori et al., 1985; Tomimori et al., 1986), S. indica (Chou and Lee,
1986; Miyaichi et al., 1987; Miyaichi et al., 1989) y S. scandens(Miyaichi, 1988).
Ademas, el posible uso de cultivos de células vegetales para la biotransformacion
de componentes naturales especificos se ha demostrado (Berlin, 1988; Sarin,
2005; Vanisree et al., 2004;Verpoorte, van der Heijden, and Memelink, 2000).

Las evidencias actuales sugieren que en las alegrias colombianas hay flavonas
similares a la baicaleina, baicalina y wogonina de la S. baicalensis, una de las
escutelarias mejor estudiada y comercializada del mundo. Las flores de las
especies colombianas son tomadas en infusibn como antigripales, lo cual es
congruente para las actividades antiretrovirales, y antivirales de la baicaleina, y
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como ella también se usa como sedativa y antidepresiva, hay coincidencia con los
usos de las especies colombianas.

Las actividades especificas de las flavonas citadas en S. baicalensis indican su
potencial como antioxidantes, hepatoprotectoras, inhibidoras de las reacciones
autoinmunes desencadenadas por superantigenos como S. aureus, y contra
desérdenes de comportamiento compulsivos (Gonzalez, 2005)

S. baicalensis se ha utilizado tradicionalmente en el tratamiento de muchos tipos
de enfermedades, incluyendo enfermedades infecciosas. Ademas, estudios
realizados han revelado actividad antimicrobiana de sus extractos (Seong, 2004).
S. baicalensis, es activo contra una amplia gama de bacterias, incluyendo Vibrio
cholerae,Salmonella typhi, Estreptococos, E. coli, neumococos (Chang and But,
1986; Huang and Williams, 1999),Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa y Corynebacterium
diphtheria(Tan and Vanitha, 2004).

Extracciones realizadas en serie con hexano, diclorometano, metanol y agua,
respectivamente mostraron actividades antimicrobianas a través del método de
difusion en disco. El extracto de metanol a partir de S. baicalensis revelo o alta
actividad antimicrobiana contra MRSA (S. aureus resistente a meticilina), Gm-
bacterias (bacterias genéticamente modificadas) y Candida albicans(Seong,
2004).

En adicidn, en otro trabajo cientifico, se informé que el 10% del extracto acuoso de
S. baicalensis posee propiedades antimicéticas contra patdogenos tales como
Aspergillus fumigatus, C. albicans, Geotrichum candidum y Rhodotorula rubra.
Aunado a esto, el extracto mencionado tuvo mayor actividad frente a C. albicans
entre 56 plantas ampliamente utilizadas en la medicina china (Blaszczyk,
Krzyzanowska, and Lamer-Zarawska, 2000).

En el extracto etandlico de S. baicalensis se encontr6 la capacidad de mejorar la

actividad antimicrobiana in vitro de cuatro antibidticos (penicilina G, gentamicina,
ciprofloxacino, ceftriaxona) frente a MRSA(Yang et al., 2005).Por otro lado,
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componentes aislados como la Baicaleina en S. baicalensismostro inhibicién de
crecimiento in vitro de Fusarium oxysporumy C. albicans, con una concentracion
minima inhibitoria (CIM) de 0,112g/l, y 0,264g/l, respectivamente (Zhou et al.,
1997).

Un extracto acuoso y metandlico de las raices de S. baicalensis, 200 ug/ml,
produjo una inhibicién significativa (>90%) (p<0,01) de la actividad de la proteasa
del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (hiv-1 proteasa) (Lam et al., 2000).
Un extracto acuoso caliente de las raices inhibio el crecimiento de Alcaligenes
calcoaceticus, K. pneumoniae, P. aeruginosa y S. aureus en concentraciones de
200.0-400.0 g/ml, pero no fue activo in vitro frente a E. coli a concentraciones de
hasta 1600,0 g/ml (Franzblau et al., 1998). Un extracto acuoso caliente de las
raices, inhibi6 el crecimiento de Actinomyces naeslundii, Actinomyces
odontolyticus, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum,
Bacteroides gingivalis, Bacteroides. melaninogenicus y Streptococcus sanguis, a
una CIM de 0.25-1.0 g/ml (Tsao and Yin, 2001).

En un estudio, los MICs y MBCs de los extractos de S. litwinowii fueron evaluados.
Los resultados indicaron que el extracto metandlico y el de acetato de etilo, tienen
mayor actividad contra los microorganismos ensayados en comparacion con el de
diclorometano. Las CIMs variaron de 6,25 a 100 mg/ml, dependiendo de la
susceptibilidad del microorganismo de ensayo (C. albicans, P. aeruginosa, E. coli,
B. cereus y S. aureus). Con los resultados obtenidos en este estudio se indicé que
las bacterias Gram-positiva son mas sensibles a los extractos que las Bacterias
Gram-negativas y levaduras (Bazzaz et al., 2011a).

Extractos metanodlicos de las partes flor/fruto y raiz, de S. elliptica, presento
actividad contra una cepa de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 resistente a
oxacilina, resultando tres de estos extractos activos con valores de MIC de 500
png/mL y uno de ellos de 250 pg/mL(Perez 2010).

En lo que respecta, S. barbata, flavonoides como la apigenina y luteolina

mostraron actividad antibacteriana contra MRSA, con unas CIM de 3,9 a 15,6 y
62,5 a 125 g/ml, respectivamente. Ademas, la flavona total de S. barbata puede
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mejorar la membrana celular de las células huésped y evitar infeccion por virus de
parainfluenza tipo 1 (P1V-1) (ShanShan et al., 2009).

Un estudio realizado en S. albida mostro efectos altamente toxicos del linalool, un
quimico aislado de la planta, contra S. aureus, B. subtilis, E. coli y P. aeruginosa.
Excepto para E. coli, las otras 3 bacterias demostraron ser méas sensibles a linalool
gue a la estreptomicina. Ademas de su actividad antibacteriana, estudios de han
mostrado actividad frente a hongos patdgenos de plantas (Tan and Vanitha, 2004).
Ademés, a partir del andlisis de la actividad del aceite esencial de las partes
aéreas frente a cuatro bacterias y dos levaduras se encontr6 que fue
moderadamente activo contra todos los microorganismos ensayados (Skaltsa et
al., 2000).

La actividad antibacteriana del aceite de Scutellaria grossa Wall exBenth, se
determiné contra 10 cepas bacterianas mediante la medicion de las zonas
inhibidoras del crecimiento. El aceite mostré actividad antibacteriana significativa
frente a bacterias Gram-positivas, Bacillus subtilis y Enterococcus faecalis, y el
proceso de Gram-negativo, K. pneumoniae y Salmonella enterica. Una CIM de
31.250uLmL™ se observé contra E. faecalis(Pant et al., 2012).

Las evidencias actuales apoyan la aplicacion y el aprovechamiento para el
desarrollo de nuevos estudios, como el propuesto en el presente informe. De esta
manera se contribuird con el conocimiento de la especie, dando un posible valor
agregado y proporcionando a la comunidad académica y cientifica una vision mas
detallada al tener en cuenta que el género Scutellaria tiene propiedades
medicinales. Adicionalmente, los resultados obtenidos se convertiran en un
fundamento cientifico, el cual soportaria el uso tradicional de S. incarnata por las
comunidades Paeces particularmente.

28



6. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

 Evaluar la actividad biolégica del extracto etanodlico total de la planta
medicinal S. incarnata Vent.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Realizar extraccion etandlica total y el tamizaje fitoquimico de la planta
medicinal Scutellaria incarnata Vent.
 Determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico total de
Scutellaria incarnata Vent. en Staphylococcus aureus y Escherichia coli

como modelos bioldgicos procariotas.

» Evaluar la toxicidad del extracto de la planta mediante el ensayo de
letalidad con Artemia. Franciscana (salina)como modelo biologico eucariota.
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7. MARCO METODOLOGICO
6.1 UBICACION GEOGRAFICA

La especie S. incarnata se colectd en el municipio de Cajibio, al norte de la capital
del departamento del Cauca (2°38'01,17’N y 76°38'00,32"W), a una
alturaaproximada de 1706m.s.n.m y temperatura promedio de 19°C. Su clima
predominante es frio.

BRSQUE NATURA |

S 5 i R
oy N\

A W
Figura 2. A.y B. Lugar de muestreo y colecta del material vegetal. Sendero
ecologico “Bosque natural los Higuerones” Municipio de Cajibio, Depto del Cauca.

6.2 RECOLECCION Y TRATAMIENTO PREVIO DE MATERIA PRI MA.

El muestreo se hizo por conveniencia, es decir, recolectando las hojas sanas de
plantas en buen estado fisiolégico, que no presentaron deterioro significativo, ya
sea por hongos o insectos, en el momento de la colecta. Posteriormente se hace
el lavado con agua destilada y secado del material vegetal en la incubadora a
35°C en el laboratorio. Después de secar el material se tritura y se empaca en
bolsas ziploc herméticas.
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Figura 3 .A.Incubadora B. Material aéreo de la planta C. Material vegetal seco en
bolsas “ziploc” para evitar contaminacion.

6.3 EXTRACCION ETANOLICA TOTAL
6.3.1 Extraccion Soxhlet

El procedimiento de extracciéon se realizO en un equipo Soxhlet, figura 4A,
tomando 20g de las hojas trituradas y secas de S. incarnata. Culminada la
extraccion se dejo enfriar el extracto etandlico total (ET) a temperatura ambiente y
se filtr6 a través de un papel filtro Whatman, con el proposito de eliminar restos de
soélidos procedentes del material vegetal. El ET se llevo a sequedad en un equipo
rotaevaporador, figura 4B, se almacens en un recipiente ambar y se conservo en
refrigeracion a 4°C.

Figura 4. A. Sistema de extraccion Soxhlet. B. Rotaevaporador. Montaje de
rotaevaporacion del ET de S. incarnata.

6.4 TAMIZAJE FITOQUIMICO
Las pruebas para la determinacion de los metabolitos secundarios se realizaron

siguiendo la metodologia clasica, por reacciones en tubo y anélisis de TLC, como
se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Pruebas para identificar los nucleos de

presentes en el extracto total, segun la literatura clasica.

metabolitos secundarios

METABOLITO ENSAYO (Reaccion ENSAYO
en tubo y/o analisis METABOLITO (Reaccion en tubo
por TLC) y/o analisis por
TLC)
* Ensayo con
 Dragendorff* cloruro férrico
» Mayer * Solucién de
ALCALOIDES « Wagner TANINOS gelatina
 Solucién de
gelatina y sal
* Solucién salina
* Reactivo de Baljet* Formacion de
« Reactivo de Kedde* espuma y analisis
] + Reactivo de por  TLC  con
CARDIOTO- Raymond-Marthoud* SAPONINAS reactivo
NICOS . Reactivo de Keller— vainillina-acido
(Ensayo por TLC Kiliani sulfarico
con revelador de . Reactivo de
SbCls) Liebermann—
Burchard
* Reactivo de
Salkowski
Volatiles en papel e Liebermann-
impregnado con NaOH Burchard
CUMARINAS (observacién UV) TRITERPENOS Y/O « Salkowski
VOLATILES ESTEROIDES e TLC:
TLC: Tolueno/Eter 1.1, benceno/acetato
saturado con &cido de etilo (86/14)
acético 10%
FLAVONOIDES Ensayo con Mg y HCI DERIVADOS Reaccion
Analisis por TLC ANTRACENICOS Bomtraeger
LIBRES TLC

*. Analisis por TLC
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6.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA
6.5.1 Tratamientos para bioensayos

Se determinaron las concentraciones para los tratamientos correspondientes a 10,
100 y 1000 ppm (partes por millén), tanto para la prueba de difusion en disco
como para la prueba de toxicidad, y en el caso de la prueba de microdilucion se
utilizé un rango que incluyo las anteriores concentraciones, tomando 10 valores.
En los tratamientos se empleo etanol al 96% como diluyente

6.5.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

El procedimiento se realiz6 de acuerdo al Instituto de estandares clinicos y de
laboratorio (CLSI), ante el Comité Nacional de Estandares de Laboratorios
Clinicos (NCCLS) en la norma de métodos de dilucion para el estudio de la
susceptibilidad antimicrobiana para bacterias; Norma aprobada en el 2005. Las
pruebas de la actividad antibacteriana se realizaron en el laboratorio unificado de
la Facultad de ciencias de la salud, departamento de medicina interna de la
Universidad del Cauca.

6.5.2.1PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO: pruebas de actividad
antibacteriana (prueba de difusién en disco y prueb a de microdilucion).

La preparacion del indculo se realizé en el laboratorio de microbiologia de la
facultad de ciencias de la salud de la Universidad del Cauca, se preparé una
suspension de bacterias a partir de un cultivo de 24 horas de cepas bacterianas
ATCC como controles para identificacion réapida, concentracion minima de
inhibidores en antibidticos y paneles de susceptibilidad de los mismos. Las cepas
utilizadas fueron E. coli ATCC 25922 y S. aureus 25923 (figura 5, A) de las cuales
se tomO con un is6po estéril de 2 a 3 colonias y se transfirio a un tubo que
contenia solucion salina al 0.9%. Estas suspensiones bacterianas se ajustaron a
una concentracién de 0.5 McFarland (1*10® UFC/ml) utilizando el Densimat (figura
5B
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Figura 5. A. Especies E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 255923. B. Densimat
ajustado al 0.5 McFarland.

6.5.2.2 PRUEBA DE DIFUSION EN DISCO

Con las suspensiones bacterianas ajustadas en la escala 0.5 McFarland, se
procedio a realizar la siembra masiva de las bacterias en las cajas de Petri que
contenian medio Mdller Hinton para ambas bacterias. Se colocaron en cada caja
de Petri sensidiscos de papel Whatman impregnados de las tres concentraciones
(10, 100 y 1000 ppm) de tratamientos, un control positivo y antibiético
(Gentamicina) como control negativo, esto con un total de cinco tratamientos para
cada bacteria por caja de Petri. Se hicieron 5 repeticiones por tratamiento.
Posteriormente se incubaron a una temperatura de 37°C, por 24 horas, tiempo en
el cual se realizé la primera medicion de los halos de inhibicion.

De acuerdo al diametro del halo de inhibicion de crecimiento bacteriano, segun la
NCCLS se categoriz6 la cepa utilizada, en este caso E coliyS. aureus en funcion
de la sensibilidad frente al extracto etandlico total (ET) de S. incarnata Vent, cada
una como cepa sensible (S), Intermedia (I) o Resistente (R).

Finalmente se calculd el porcentaje de inhibicién relativo de acuerdo a la siguiente
ecuacion.
D. halo del extracto — D. halo del control(+)

0 bt 4 -
% inhibicién relativa D. halo del control(—) — D. halo del control(+) x 100

Donde: Diametro del Control Positivo: Disco sin antibiético.
Diametro del Control Negativo (para ambas cepas): Gentamicina.
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6.5.2.3 PRUEBA DE MICRODILUCION: Determinacién de | a concentracién
minima inhibitoria.

Con las suspensiones bacterianas ajustadas en la escala 0.5 McFarland, se
procedio a extraer 250ul con una micropipeta y se depositaron en un tubo de
cultivo que contenia 5ml agua destilada estéril con el fin de obtener una dilucién
1:20, y se mantuvo en agitacion constante para mantener la suspension y asi la
concentracion final de bacterias en cada pozo fue de 5*10° UFC/m.

El procedimiento de microdilucion se realizé en microplacas de ELISA de 96
pozos, primero se agregaron 100uLdel medio de cultivo infusion cerebro corazon
en todos los micropozos, luego al primer pozo se le adiciono 100uL del antibiotico
gentamicina, y a continuacion se adiciono al segundo pozo 100pL del tratamiento
con la mayor concentracion del extracto la cual fue de 2048 ppm, quedando una
concentracion final de 1024 ppm, de este pozo se tomaron 100uL que se
depositaron en el siguiente pozo, y se continuo asi hasta el onceavo pozo del cual
se tomaron 100uL y se descartaron realizando de esta manera diluciones 1:2 en
cada pozo. Finalmente el pozo nimero 12 se emple6 como control positivo
conteniendo medio de cultivo y agua destilada estéril.

Cada pozo tenia un volumen final de 100uL. Las concentraciones del extracto
(tratamiento) estuvieron dentro de un rango de 1000 y 10 ppm. Por ultimo se
inoculan 10pL de la suspension bacteriana en cada pozo (Ver figura 6, B.). Se
hicieron 5 repeticiones para cada tratamiento. Finalmente, para evitar la
deshidratacion del contenido de cada uno de los pozos se sellaron con papel
“vinipel” garantizando un buen cierre. Seguido a esto las microplacas de ELISA se
incubaron a 37°C por 24 horas.

La determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CIM).Se realiz6 la lectura
a 620 nandmetros (nm) en el lector ELISA RaitoMicroplate Reader RT-2100C (Ver
figura 6, A.), que es una medida de absorbancia cuyas unidades son densidades
opticas (DO).
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Figura 6.A . ELISA RaitoMicroplate Reader RT-2100C. B. Micropozo (letras
mayusculas indican repeticiones, y nimeros indican los tratamientos)

6.5.3 EVALUACION DE TOXICIDAD MEDIANTE EL ENSAYO DE Artemia
franciscana.

Se colocaron a eclosionar huevos de A. franciscana (guardados previamente en el
refrigerador), en medio de agua de mar artificial (20 gramos de sal marina en
50mL de agua), con oxigenacién y luz artificial constante a temperatura ambiente
por 48 horas. Ver Figura 7A.

Una vez verificado la eclosion de los huevos, se procedid a preparar los
tratamientos correspondientes a 1000, 500, 100, 50, 10 ppm del extracto y agua
de mar artificial como blanco. A continuacion, se depositaron 10 mL de cada
tratamiento en 5 viales de vidrio y se agregaron aproximadamente 30 larvas de A.
franciscana en cada Vial. Se hicieron 5 repeticiones para cada tratamiento como
se observa en la figura 7B. Al cabo de 24 horas se procedi6 a hacer la lectura de
mortalidad en cada uno de los viales.

Figura 7 . A. Montaje para sistema de eclosion de huevos. B. Tratamientos
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6.6 DISENO EXPERIMENTAL

Se realizd el analisis cualitativo tanto del tamizaje fitoquimico como de la
extraccion etanolica total de la planta medicinal S. incarnata Vent.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el Software SPSS.15. Se efectio una
estadistica descriptiva de los datos. A continuacion se realiz6 un analisis
inferencial de acuerdo a la distribucién de los datos, asi:

Los datos de halo de inhibicion, absorbancia, indice de mortalidad, se sometieron
a pruebas de normalidad (prueba de Shapiro-Wilk y prueba de Kolgomorov-
Smirnoff), Homogeneidad de varianzas (Prueba de Levene).

En la prueba de difusién en disco, las variables halo de inhibicién y concentracion
de extracto etandlico se compararon mediante pruebas no paramétricas (Kruskall
Wallis y U-Mann-Whitney). Para hallar la asociacion entre estas dos variables se
empled la prueba de Spearman y complementada con un analisis de regresion de
ajuste lineal.

En la prueba de microdilucién, los datos de absorbancia y concentracion de
extracto etanolico se compararon mediante pruebas paramétricas (ANOVA y
prueba de T3 Dunnett). Para identificar la asociacion de las variables se utilizo la
prueba de Pearson y complementada con un andlisis de regresion de ajuste lineal.

En el ensayo de toxicidad, los datos de indice de mortalidad y concentracion del
extracto etanolico total (ET) se compararon mediante pruebas paramétricas
(ANOVA y prueba de T3 Dunnett). Para identificar la asociacion de las variables se
utilizé la prueba de Pearson y complementada con un andlisis de regresion de
ajuste lineal.

El analisis de los datos se realiz6 con un intervalo de confianza del 95% o
probabilidad de error de 5% (p < 0.05)
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8. RESULTADOS

8.1EXTRACCION ETANOLICA TOTAL

Se realiz6 la extraccion etandlica total por un tiempo de 24 horas, en la cual se
obtuvo aproximadamente 250 mL de extracto y después de haberlo sometido a
secado en el rota evaporador se adquirié un peso total seco de 1.26 g de ET.

Figura 8 . Extracto etandlico total (ET).

8.2TAMIZAJE FITOQUIMICO

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico total (ET) de la parte aérea de
la planta de S. incarnata.

Grupo de compuestos Extracto etandlico total
Alcaloides )
Cardiotonicos (+)
Cumarinas Volatiles (+)
Flavonoides (+)
Taninos (+)
Saponinas (+)
Triterpenos y/o Esteroides (+)
Derivados Antrasénicos Libres )

*Prueba positiva (+)
Prueba negativa (-)
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Tabla 3. Resultados de tamizaje fitoquimico del extracto etandlico total (ET) de la
planta S. incarnata.

TAMIZAJE FITOQUIMICO

Grupo de
constituyente Anélisis por TLC Resultado
quimico Reaccién en tubo (Cromatografia de capa
delgada) y cromatogramas en
luz UV 264 nm y 365 nm.
Negativo
Alcaloides )
Positivo
Flavonoides (+)
Positivo
(+)
Cumarinas
Positivo
Taninos No Aplica. (+)
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Tabla 3. Continuacion.

TAMIZAJE FITOQUIMICO

Grupo de
constituyente Andlisis por TLC (Cromatografia ~ Resultado
quimico Reaccion en tubo de capa delgada) y
cromatogramas en luz UV 264
nm y/o 365 nm.
Positivo
Saponinas (+)
Positivo
Triterpenos y/o (+)
Esteroides
Cardiotonicos
Positivo
1l
=T (+)
Negativo
Derivados )

antrasénicos

*Prueba positiva (+)
Prueba negativa (-)
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A partir de la metodologia clasica empleando ET seco de S. incarnata, se
obtuvieron de manera cualitativa resultados de la mayoria de grupos de
constituyentes quimicos presentes en la planta, tales como los que se muestran
en latabla 2 y tabla 3.

8.3DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

8.3.1PRUEBA DE DIFUSION EN DISCO

En el desarrollo de la prueba de difusion en disco para las dos bacterias S. aureus
y E. coli se obtuvieron resultados de halo de inhibicibn semejantes de cada
bacteria que difieren de manera poco representativa entre las mismas (figura 14).
Asi, se obtuvo de acuerdo al NCLCS que las bacterias son resistentes (R), en
funcion a la sensibilidad frente a las concentraciones empleadas del extracto
etanolico total (ET),comparado con el antibiético utilizado Gentamicina.

Figura 9. Halos de inhibicion. A. S. aureus. B. E. coli.

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion relativa (%) de las bacterias S. aureus y E. coli.

Concentraciones del ET (ppm)
1000 100 10 1000 100 10
Staphylococcus aureus Escherichia coli
Porcentaje de inhibicién relativa (PIR)
29.41 27.73 2521 30.39 28.43 28.43

En la tabla 4 se observa el porcentaje de inhibicion relativa respecto a la inhibicion
del antibiético Gentamicina para ambas bacterias.
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Tabla 5. Tamafio en milimetros (mm) de los halos de inhibicion de la bacteria E.

coli.

Escherichia coli

Tratamientos 1000 ppm 100 ppm 10 ppm Control Positivo Control negativo
Tiempo (horas) 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
Medida del halo de inhibicién (mm)
Repeticion 1 7 7 7 6 6 6 6 6 6 0 0 0 22 22 22
Repeticion 2 7 7 7 6 6 6 6 6 6 0 0 0 20 20 20
Repeticién 3 6 6 6 6 6 6 6 6 6 0 0 0 20 20 20
Repeticién 4 6 6 6 6 6 6 6 6 6 0 0 0 21 21 21
Repeticién 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 0 0 0 19 19 19

Tabla 6. Tamafio en milimetros (mm) de los halos de inhibicion de la bacteria

S. aureus.

Staphylococcus aureus

Tratamientos 1000 ppm 100 ppm 10 ppm Control positivo Control negativo
Tiempo (horas) 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
Medida del halo de inhibicién (mm)

Repeticion 1 7 7 7 6 6 6 6 6 6 0 0 0 25 25 25
Repeticion 2 7 7 7 6 6 6 6 6 6 0 0 0 24 24 24
Repeticion 3 7 7 7 7 7 7 6 6 6 0 0 0 23 23 23
Repeticion 4 7 7 7 7 7 7 6 6 6 0 0 0 24 24 24
Repeticion § 7 7 7 7 7 7 6 6 6 0 0 0 23 23 23

Las tablas 5 y 6 muestran el diametro de los halos de inhibicién de las bacterias E.
coli y S. aureus respectivamente, registrados en cada uno de los tratamientos con
el ET y sus respectivas repeticiones en diferentes tiempos.

Tabla 7. Halo de inhibicion de crecimiento de la bacteria E. coli para los diferentes
tratamientos del ET.

Concentracion ET(ppm)

Halo de inhibicién de crecimiento

Diametro mm

Control negativo
1000

100

10

Control positivo

Media £ D.E

20,40+0,14
6,20 + 0,83
5,80 + 0,44°
5,80 + 0,44°
0,00 +£0,00

D.E: Desviacion estandar; mm: milimetros; ppm: partes por millén; ET: extracto etandlico total

p< 0,05, prueba de U Mann-Whitney, comparado con el control positivo y control negativo

Las concentraciones de 1000, 100 y 10 ppm utilizadas en la prueba de difusién en
disco para la bacteria E. coli fueron estadisticamente significativas (p<0,05) con
respecto a los controles, tanto positivo como negativo sefialados en la tabla 7.
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Tabla 8. Halo de inhibicion de crecimiento de la bacteria S. aureus para los
diferentes tratamientos del ET.

Concentracién ET(ppm) Halo de inhibicién de crecimiento
Diametro mm
Media + D.E

Control negativo 23,80 £0,83

1000 7,00 £ 0,00°

100 6,60 + 0,54°

10 6,00 £ 0,00%

Control positivo 0,00 £0,00

D.E: Desviacion estandar; mm: milimetros; ppm: partes por millén; ET: extracto etandlico total
p< 0,05, prueba de U Mann-Whitney, comparado con el control positivo y control negativo
bp< 0,05, prueba de U Mann-Whitney, comparado con 1000 y 100 ppm.

La tabla 8 presenta el andlisis estadistico de los datos del halo de inhibicién de
crecimiento de la S. aureus. Se observa que a la concentracién de 10 ppm hay un
diametro del halo significativamente menor en comparacion con las
concentraciones 1000 y 100 ppm. Asimismo, los halos de inhibiciébn de las
concentraciones del ET utilizadas difieren significativamente de los controles
negativo y positivo.

Tabla 9. Halo de inhibicion de crecimiento de las bacterias E. coliy S. aureus en
las concentraciones del ET.

Halo de inhibicién de crecimiento (diametro mm)

Concentracion ET Escherichia coli Staphylococcus aureus p?
(ppm)
Media + D.E Media = D.E
Control negativo 20,40 £ 0,14 23,80 +0,83 0,008*
1000 6,20 £ 0,83 7,00 +£0,00 0,053
100 5,80 +0,44 6,60 £ 0,54 0,042*
10 5,80 £ 0,44 6,00 + 0,00 0,317
Control positivo 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 1,000

D.E: Desviacion estandar
#Prueba estadistica de Kruskall — Wallis
* Prueba de U. Mann — Whitney
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En la tabla 9, se presentan los resultados de la prueba difusion en disco de las
bacterias objeto de estudio. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el halo de inhibiciébn de crecimiento de las bacterias E. coli y S.
aureus en los tratamientos 100ppm (p<0,05, 5,80+0,44 y 6,60%0,54,
respectivamente) y control negativo (p<0,05, 20,40+1,14 y 23,80+0,83)

25.00

1=0.922
p=0.00

20.00

o0oC0©QO00CQ

15,00~

10.00

Halo de inhibicion (diametro mm)

5.004

0.00-—a< T T T T
Control + 10 100 1000 Control -

Concentracién ET (ppm)

Figura 10. Asociacion del halo de inhibicién de crecimiento con la concentracion
del extracto ET.

La curva de regresion lineal muestra la asociacion positiva significativa de la
concentracion del ET y el halo de inhibicion de crecimiento de las bacterias E. coli
y S. aureus. Se observa que la concentracion del ET afecta en un 92% el halo de
inhibicién de crecimiento de dichas bacterias.

8.3.2PRUEBA DE MICRODILUCION: Determinacién de la ¢ oncentracion
minima inhibitoria.

La prueba de microdilucidén arrojo resultados de absorbancia o turbidez que fue

registrada y promediada por el lector ELISA a una longitud de onda de 260 nm
para cada bacteria y sus correspondientes repeticiones.
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Tabla 10. Resultados del lector ELISA para la bacteria E. coli.

Escherichia coli
C- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 C+

A 0.001 0.031 0.151 0.151 0.148 0.169 0.196 0.121 0.250 0.152 0.245 *
B 0.002 0.091 0.161 0.111 0.134 0.220 0.257 0.268 0.249 0.169 0.209 *
C 0.004 0.109 0.152 0.164 0.164 0.097 0.248 0.209 0.102 0.218 0.213 *
D 0.002 0.080 0.141 0.174 0.151 0.228 0.177 0.290 0.166 0.223 0.279 *
E 0.004 0.081 0.145 0.168 0.127 0.220 0.232 0.309 0.209 0.292 0.320 *
*valores mayores a 3500(mayor grado de turbidez o concentracion).
C+: Control Positivo. C-: Control negativo.
Tabla 11. Resultados del lector ELISA para la bacteria S. aureus.
Staphylococcus aureus
C- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 C+

0.005 0.070 0.118 0.131 0.126 0.256 0.244 0.328 0.240 0.293 0.326
0.009 0.082 0.184 0.127 0.224 0.284 0.294 0.295 0.289 0.313 0.359
0.008 0.114 0.178 0.148 0.207 0.312 0.257 0.238 0.295 0.278 0.314
0.013 0.106 0.131 0.156 0.230 0.271 0.293 0.329 0.316 0.316 0.358
0.009 0.086 0.198 0.178 0.228 0.287 0.318 0.302 0.332 0.302 0.294

L A

mooOw>

*valores mayores a 3500(mayor grado de turbidez o concentracion).
C+: Control Positivo. C-: Control negativo.

Las tablas 10 y 11 indican los valores de absorbancia de las bacterias E.coli y S.
aureus respectivamente, registrados después de 24 horas, en cada uno de los
tratamientos con el extracto ET y las repeticiones correspondientes.

Se obtuvieron valores muy pequefios de longitud de onda, en los tratamientos 1 y
2(1024 y 512 ppm) con respecto a los demas tratamientos.

Teniendo en cuenta que las concentraciones mas altas fueron visiblemente
similares comparadas con el control negativo, se procedio a hacer una resiembra
en cuatro cajas de Petri con medio Mueller Hinton de los tratamientos 1y 2, para
cada bacteria. Posteriormente se incub6 a 37°C por 24 horas y se observo que
para el caso de S. aureus, no hubo crecimiento bacteriano para la concentracion
de 1024 ppm por lo que se establecié esta como la CMI y para E. coli, debido a
gue se evidencio crecimiento inclusive a la maxima concentracion se estima que la
CMI es mayor a la utilizada en la prueba y que corresponde a 1024 ppm.
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Figura 11 . Resiembra de los tratamientos empleados en microdilucion.
A. S. aureus. B. E. coli.

Tabla 12. Absorbancia (nm) de los diferentes tratamientos del ET para la bacteria
E. coli.

Concentracion ET(ppm) Absorbancia (hm)
Media £ D.E
Control negativo 0,00+ 0,00
1024 0,07 £0,02
512 0,15+0,01
256 0,15 £ 0,02
128 0,14 + 0,01
64 0,18 £ 0,05
32 0,22 +0,03%
16 0,23 £0,07
8 0,19 £ 0,06
4 0,21 £0,05
2 0,25 +0,04%
Control positivo 3,5+0,00%

D.E: Desviacion estandar; nm: nandmetros; ppm: partes por millén; ET: extracto etandlico total
%p< 0,05, prueba de T3 Dunnet, comparado con la concentracion 2048 ppm
bp< 0,05, prueba de T3 Dunnet, comparado con la concentracion 1024 ppm

La tabla 12 indica el analisis estadistico de las absorbancias (nm) en cada una de
las concentraciones del ET, en las cuales se registran diferencias significativas (p<
0,05) al comparar el tratamiento de 1024 ppm con 32, 2 ppm Yy control positivo, de
igual manera, al comparar el tratamiento de 512 ppm con el control positivo. Los
tratamientos no difieren significativamente del control negativo.
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Figura 12. Asociacion de la absorbancia (nm) con la concentracion del ET de la

bacteria E. coli.

En la grafica se muestra la asociacién negativa significativa de la Concentracion
del ET y la absorbancia (nm) de la bacteria E. coli. Se observa que la
concentracion del ET afecta en un 53% la absorbancia de E. coli.

Tabla 13. Absorbancia (nm) de los diferentes tratamientos del ET para S. aureus.

Concentracion ET(ppm) Absorbancia (hm)
Media £ D.E
Control negativo 0,00 £0,00
1024 0,09 +0,00%
512 0,16 +0,15%
256 0,14 +0,01°
128 0,20 £0,01
64 0,28 £0,01
32 0,28 £0,01
16 0,29 £0,01
8 0,29 £0,01
4 0,30 +0,00
2 0,33+0,01
Control positivo 2,10 +£0,85

D.E: Desviacion estandar; nm: nanémetros; ppm: partes por milléon; ET: extracto etandlico total
p< 0,05, prueba de T3 Dunnet, comparado con las deméas concentraciones del ET (tratamientos)
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La tabla 13 muestra las absorbancias (nm) en cada una de las concentraciones
del ET, en las cuales se registran diferencias significativas (p< 0,05) al comparar
los tratamientos de 1024, 512 y 256 ppm con las concentraciones de 64, 32, 16,
8, 4 y 2 ppm correspondientes. Los tratamientos no difieren significativamente del
control negativo.
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Figura 13. Asociacion de la absorbancia (nm) con la concentracion del ET de la
bacteria S. aureus.

En la grafica de curva de regresion lineal, se muestra la asociacion negativa
significativa de la Concentracion del ET de la planta y la absorbancia (hm) de la
bacteria S. aureus. Se observa que la concentracion del ET afecta en un 56% la
absorbancia de S. aureus.
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Tabla 14. Absorbancia (hm) de las bacterias E. coli y S. aureus en las
concentraciones del ET.

Absorbancia (nm)

Concentracion ET Escherichia coli Staphylococcus aureus p?
(ppm)
Media + D.E Media = D.E
Control negativo 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1024 0,07 £0,02 0,09 £0,01
512 0,15 +0,01 0,16 £0,03
256 0,15 £ 0,02 0,14 £ 0,02
128 0,14 £0,01 0,20 £ 0,04
64 0,19 £ 0,05 0,28 £ 0,02 p>0,05
32 0,22 £0,03 0,28 £0,03
16 0,24 £ 0,08 0,30 £ 0,04
8 0,19 £ 0,06 0,29 £0,03
4 0,21 £ 0,05 0,30 £0,01
2 0,25 £ 0,05 0,33+0,03
Control positivo 3,50 £ 0,00 2,10+1,91

4p>0,05 prueba estadistica T3 Dunnet.

La tabla 14 registra la absorbancia (nm) de E. coli y S. aureus, con respecto a las
concentraciones del ET, mostrando que no hay diferencia significativa (p>0,05)
cuando se comparar los resultados obtenidos de Absorbancia (nm) para cada uno
de los tratamientos entre las dos cepas bacterianas utilizadas.

8.4 EVALUACION DE TOXICIDAD MEDIANTE EL ENSAYO DE Artemia
franciscana.

Figura 14 . Larva de crustaceo Artemia franciscana (salina).
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Tabla 15. Natalidad y mortalidad de las larvas del crustaceo, Artemia franciscana.

Artemia franciscana

Tratamientos 1000ppm 500ppm 100ppm 50ppm 10ppm Blanco
Natalidad/ Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. Ind.
Mortalidad Vivos Muertos Vivos Muertos Vivos Muertos Vivos Muertos Vivos Muertos Vivos Muertos

Total de individuos por prueba. 30 Larvas de  A. franciscana (n=30)

Repeticién

1 0 30 0 30 0 30 5 25 5 25 30 0
2 0 30 0 30 0 30 5 25 8 22 30 0
3 0 30 0 30 0 30 1 29 12 18 30 0
4 0 30 0 30 0 30 6 24 8 22 30 0
5 0 30 0 30 0 30 2 28 12 18 30 0

Ind: Individuos; ppm: parte por millén.

En la tabla 15 se registran los resultados de la natalidad y mortalidad de A.
franciscana en relacion con las concentraciones del extracto etandlico total (ET),
con respecto al numero total de individuos. Se pudo observar que los tratamientos
letales fueron las concentraciones mas altas (1000, 500 y 100 ppm) y que la LCso
es menor a 10ppm.

Tabla 16. Mortalidad de A. Franciscana (salina) (# individuos).

Concentracién del ET (ppm) Mortalidad de A. franciscana
(# individuos)

Media £ D.E
Blanco 0,00 £0,00
1000 30,0 +0,00%
500 30,0 +0,00%
100 30,0 +0,00%
50 26,2 +2,16
10 21,0 + 3,00

“ppm: partes por millén; D.E: desviacion estandar; #: ntmero.
p<0,05 prueba estadisticaT3 Dunnet

La tabla 16 indica el numero de individuos muertos en relacion a las diferentes
concentraciones del ET, en donde hay diferencia significativa de las tres mayores
tratamientos (1000, 500 y 100 ppm) al comparar los valores con el blanco
empleado en la prueba, es decir que en dichas concentraciones hubo una
mortalidad del 100% de los individuos en sus correspondientes repeticiones.
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Figura 15 . Asociacion del indice de mortalidad (# individuos muertos) con la
concentracion del ET.

La curva de regresion lineal muestra la asociacion positiva significativa de la
Concentracion del ET y la mortalidad de individuos de A. franciscana (salina). Se
observa que la concentracion del ET afecta en un 81% la variable mortalidad.
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Figura 16. Concentracion letal 50 (CL50) del ET.de S.incarnata en relacion al
porcentaje de mortalidad de A. franciscana.
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9. DISCUSION

Dado que las plantas son una fuente importante de medicinas y desempefian un
papel clave en el mundo de la salud (Constabel, 1990), se debe esclarecer, que la
mayor parte de las plantas medicinales son plantas silvestres, como es el caso de
la especie S. incarnata, cuya propagacion tiene un cierto grado de dificultad,
debido a que se localizan en suelo de bosques, que brindan en cierto modo
probabilidades de expansion de la misma, pero que al mismo tiempo las hace
dependientes del bosque para su correcto desarrollo. La disminucién de bosques
en gran medida es debido a factores medioambientales y antrépicos que exponen
a cierto grado de peligro de extincion a las plantas que se dan en este tipo de
habitats o microclimas, como es el caso de Scutellaria, un género perenne,
herbaceo de la familia Lamiaceae (Paton, 1990; Cole et al, 2007), en el cual la
especie S. incarnata, forma parte.

Lo anterior suscita un proceso de prevencion para evitar la vulnerabilidad de este
género, al resaltar que sus especies y en particular la especie S. incarnata, es
fuente de numerosos beneficios de acuerdo a los usos como planta medicinal
dados por la comunidad Paéz.

De manera desafortunada la generalidad que se emplea, es que la Unica forma de
adquirir discernimiento legitimo es la ciencia, y se tiene la tendencia a descalificar
otro tipo de vias para obtener dicho conocimiento, como por ejemplo las
cosmovisiones de las comunidades locales, en este caso en mencion, la cultura
Paéz, que cuenta con un amplio espectro de informacion acerca del uso y manejo
de ciertas plantas con propiedades medicinales, que han sido corroboradas en
ciertos casos por trabajos de experimentacion y actividad cientifica, en lo que se
confirma dicha inquisicion derivada en un manejo eficiente de la naturaleza.

La gran diversidad de plantas correspondidas con la heterogeneidad de los grupos
humanos, se debe fortalecer y al mismo tiempo promover su arraigo cultural, en el
cual se complementan para alivianar enfermedades o buscar las posibles curas a
dichas dolencias.
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Es asi, como se debe relacionar la etnobotanica de un area, debido a su
importancia cultural y al estudio acreditable de la ciencia, lo que resulta en un
fuerte método para obtener un conocimiento integro acerca de un uso sostenible
de la planta, de esta manera se discute con la comunidad Paéz acerca de los usos
de S. incarnata, por su actividad antidepresiva, asimismo, utilizan esta planta para
realizar infusiones, que alivian ciertas dolencias del grupo indigena. Ademas, a
partir de fuentes de informacion no confirmadas se tiene que esta planta
igualmente posee beneficios como sedantes, neurotonicos, antiestrés,
antidepresivos, antisicéticos y descongestionantes del sistema nervioso.

La anterior informacién se corrobord en el presente trabajo, el cual indica de
manera general los principales grupos de constituyentes quimicos de S. incarnata,
gracias a la metodologia clasica del tamizaje fitoquimico, de igual manera, se
realizaron pruebas biol6gicas para confirmar posibles propiedades farmacoldgicas.

En lo que respecta al extracto etandlico total (ET) de S. incarnata, se obtuvo un
rendimiento del 0,81% el cual representa el peso obtenido en seco de 1,26 g. El
ET de S. incarnata mostro tener una muy buena solubilidad en solventes polares
como DMSO (Dimetilsulféxido) y etanol, lo que hace inferir presencia de
sustancias de mediana y alta polaridad.

El tamizaje fitoquimico del extracto etandlico total, reporta grupos de componentes
guimicos como: cardioténicos, cumarinas volatiles, flavonoides, taninos, saponinas
y triterpenos y/o esteroides como se observa en la tabla 2 y tabla 3, mediante
reacciones en tubo y comprobando el resultado de la prueba, mediante analisis en
cromatografia de capa delgada (TCL) utilizando como adsorbente gel de silica 60
F254 (cromatofolios) y como fase movil, los diferentes soluciones para cada
prueba de identificacion; observados los cromatogramas en luz UV de 254 y 365
nm, segun la reaccion para cada metabolito.

Los cardiotonicos son sustancias que producen mejoria del trabajo cardiaco con
menor consumo de oxigeno y el mismo gasto de energia, haciendo que el corazon
insuficiente recupere la fuerza de contraccion, o inotropismo positivo, y la
eficiencia mecanica. Entonces, segun lo anterior los glucésidos cardiotonicos
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ejercen su accion farmacolégica a traves de tres periodos o etapas progresivas:
disminuyendo la frecuencia cardiaca y aumentando la fuerza de contraccion
sistdlica; desarrollando una exagerada actividad vagal con alteracion de la
conduccion; y, en tercer lugar, aumentando importantemente la excitabilidad del
corazon con escape de la accion vagal y produccion de arritmias graves a dosis
progresivamente altas (Bernardo, 1984.)

Estos glucosidos que se encuentran en diversas plantas potencian la fuerza de
contraccion del corazon (ver figura 16) (Tamargo, 1971).
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Figura 17. Glucosidos o cardiotdonicos provenientes del reino vegetal (Defillo M
Bernardo A.).

No se han reportado en el género Scutellaria, sin embargo en nuestro estudio se
confirmd su presencia, a partir de la reaccion en tubo, con el reactivo de Baljet
evidencidndose una coloracion naranja; con el reactivo de Raymond-Marthoud
formacion leve rojiza y con el reactivo de Lieberman-Burchard se evidencié un
color rojo oscuro-verde. Mediante el analisis por TLC con los sistemas de
solventes cromatograficos correspondientes se confirmé la presencia de
cardiotonicos a luz UV de 365 nm lo que indica un posible factor farmacologico de
la planta (ver tabla 3).

Ahora bien, los flavonoides son compuestos generalmente amarillos, que se
encuentran en los jugos celulares y en los pétalos de las flores de algunas plantas,
en forma de glucésidos de diversos azucares (glucosa, galactosa, ramnosa 0 una
pentosa) y cuyo aglucones son derivados del grupo del ndcleo fundamental de la
fenilbenzopirona (ver figura 17). Estos compuestos son metabolitos secundarios
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de las plantas, cuyo papel fisiolégico en ellas, no se conoce bien. Muchos de ellos
se han utilizado como colorantes naturales, otros tienen caracteres vitaminicos y
multiples actividades terapéuticas. Hay cuatro tipos fundamentales de flavonoides,
gue derivan de los cuatro nucleos siguientes: flavona, isoflavona, flavonol y

flavonona(Yufera, 2007)
@:“T@ @“ﬂ
v

2-Fenilbenzopirona (flavona) 3-Fenilbenzopirona (isoflavona)
. < N P < D
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3-Hidroxiflavona (flavonol) 2,3-Dihidroflavona (flavanona)

Figura 18 .Tipos fundamentales de flavonoides, que derivan de los cuatro nucleos
siguientes: flavona, isoflavona, flavonol y flavonona (Primo Yufera Eduardo)

Los compuestos fendlicos de las especies pertenecientes al género Scutellaria
incluyen glicosidos, fenilpropanoides, chalconas, flavonas, flavanonas, isoflavonas,
biflafonas y lignoflavonas(Malikov and Yuldashev, 2002).

A partir de la reaccion en tubo del extracto etandlico total seco (ET) se observo un
cambio de coloracion de verde a marrdn, lo que confirma presencia de
flavonoides, ademéas por TLC a UV de 254nm se observo fluorescencias azules
sobre un fondo amarillo y a 365nm fluorescencia azul verdosa. Con revelado
guimico a partir del reactivo citroborico se observé pequefias bandas azules a UV
de 365nm (ver tabla 3).

Teniendo en cuenta la presencia de flavonoides en S. incarnata se alude una
posible accion antitumoral, hepatoprotectora, antioxidante, anti-inflamatoria, anti-
mutagénica, neuroprotectora y ansiolitica, acciones que han sido confirmadas en
S. baicalensis, S. barbata y S. laterifolia(Shang et al., 2010a). Ademas se presume
una accion antimicrobiana, ratificada en S. barbata(ShanShan et al., 2009) y
antifingica, confirmada en S. baicalensis (Zhou et al.,, 1997). Asimismo,
respuestas analgésicas a las sefales de dolor, producto de los flavonoides
presentes en el extracto acuoso de S. agrestis(Barroncas de oliveira, 2011).
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En S. baicalensis mas de 60 flavonoides han sido identificados a partir de
diferentes fuentes. Los componentes flavonoides principales que contribuyen a la
bioactividad han sido reportados como: baicalina, baicaleina, wogonina,
wogonoside, apigenina y crisina (Boyle et al., 2011).

Segun (Gonzalez, 2005), las evidencias actuales sugieren que en las alegrias
colombianas hay flavonas similares a la baicaleina, baicalina y wogonina de la S.
baicalensis. La ventaja de las especies colombianas frente a la S. baicalensis esta
en que en nuestras especies los efectos farmacoldgicos se logran con hojas y
flores, mientras que en ella la parte medicinal usada es la raiz, lo que supone una
pronta declinacion de las reservas silvestres y cultivadas, pues el tiempo requerido
de crecimiento antes de la cosecha supera los tres afos.

Entre tanto, las cumarinas son productos naturales pertenecientes a compuestos
derivados de la benzo-a-pirona (ver figura 18)(LOpez-Brea and Domingo, 2003).
En los seres humanos el principal metabolito tipo cumarina es la 7-hidroxicumarina
(7-HC), que se encuentra en el plasma como el glucorénido principal. Esta
cumarina y otros compuestos relacionados presentan actividades biolégicas de
importancia terapéutica, entre las cuales se destaca su capacidad para reducir el
tamafo de tumores, por lo que se usa en farmacos anticancer(Reija Otero, 2007)

N, o o HO o o

Figura 19. Estructura de la cumarina y de su derivado 7-CH (Reija Otero, 2007)

En el género Scutellaria las cumarinas se han podido encontrar en especies como
S. havanensis Jacq(Marrero Delange et al., 2012) y S. lateriflora, en la cual cumple
una funcion neuroprotectora, citotdxica y activadora de la proteina quinasa C (Li et
al., 2009). En S. incarnata a partir de la reaccion en tubo se confirmo la presencia
de cumarinas evidenciado por fluorescencia cereza a 254nm y azul-verdosa a
365nm. A partir de la reaccion por TLC sin tratamiento quimico, a UV de 365nm se
observd fluorescencia azul intensa, lo cual se confirmd posteriormente con
tratamiento quimico a partir del reactivo KOH (ver tabla 3). La presencia de
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cumarinas en S. incarnata alude una posible accion antiinflamatoria,
antitrombatica, vasodilatadora y antiviral (LOpez-Brea and Domingo, 2003).

Los taninos constituyen un grupo de sustancias fendlicas poliméricas y se pueden
dividir en hidrolizables y condensados en funcion de que puedan ser 0 no
hidrolizados (ver figura 27). Presentes en extractos vegetales y son capaces de
combinarse con proteinas de la piel animal evitando su putrefaccion (Lopez-Brea
and Domingo, 2003). En el género Scutellaria se han podido encontrar taninos en
especies como S. havanensis Jacq(Marrero Delange et al., 2012), en la raiz de S.
baicalensis (Fu et al.,, 2008), S. lateriflora(Felter and Lloyd, 1898)y S.
agrestis(Oliveira, Mendonga, and Meira, 2013), sin embargo no se han reportado
estudios de su actividad farmacologica.

A partir de la reaccion en tubo se confirmd la presencia de taninos condensados
debido a la coloracién verde expuesta. Este resultado fue corroborado a partir de
la solucion gelatina y gelatina/sal donde la aparicion de precipitado fue
evidenciada (ver tabla 3). La presencia de taninos en S. incarnata sugiere una
accion bioldgica representada en posibles propiedades astringentes (cicatrizante,
antiinflamatorio y antihemorragico), vasoconstrictoras, antidiarreicas, antisépticas
(por via interna), hemostaticas, antitoxicas, antimicrobianas,
antifingicas(Bruneton, 1991), antioxidante, antiviral y anticancerigeno (Sanchez
Perera et al., 2008)

0-Gal

Gal-O 9

Gal-O
O-Gal

0-Gal

Figura 20 .Estructura quimica de un Tanino.

En este orden de ideas, también se encontraron componentes tales como las
saponinas, que son glucésidos que se caracterizan por la produccion de espuma
en solucién acuosa y sabor amargo (ver figura 20) (Viogue, 2000). Las saponinas
estan relacionadas con diversas actividades biolégicas como antimicrobianas,
antitumorales,  citotoxicas, ictiotoxicas, = molusquicidas, antihelminticos,
espermicidas, antiinflamatorias, antihepatotoxicas(Okazaki et al.,, 2007),
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insecticida, expectorante, diurética, cardiovascular, anti-Ulcera, analgésica,
antipirética, sedante, hemolitica y antimicotica (Martinez, 2001). Ademas,
conviene decir que, el significado nutricional de las saponinas en humanos es el
resultado en gran medida de la accion hipocolesterolémica y pueden ser Utiles en
el control de enfermedades cardiovasculares en el hombre (Muzquiz, 2000)

OH

)
HO
0

Figura 21. Estructura basica de una Saponina.

La presencia de saponinas a partir de la reaccién en tubo fue confirmada después
de una agitacién vigorosa permaneciendo la formacién de espuma estable durante
por lo menos 30 min. A partir del analisis por TLC mediante el reactivo Vainillina-
Acido sulfarico se evidencio una coloracién azul y mediante el reactivo tricloruro de
antimonio coloracion roja que confirman presencia de saponinas. A pesar de que
la presencia de saponinas fue mediana (2 cm de altura) (ver tabla 3) a partir de la
reaccion en tubo, se presume una posible actividad biolégica que debe ser
evaluada. Estos resultados estan apoyados en estudios llevados a cabo en S.
havanensis Jacq donde reportan la presencia de saponinas (Marrero Delange et
al., 2012).

Los metabolitos secundarios triterpenos (triterpenoide) (ver figura 21) son
compuestos procedentes de la ciclacion del escualeno. Poseen una estructura
policiclica, normalmente pentaciclica (Bruneton, 1991).

OH
OH

HO

Figura 22. Estructura quimica de un Triterpeno.

Los triterpenos han sido reportados en el género Scutellaria. Estos componentes
mejoran la presion sanguinea y aumentan lipidos sanguineos, también tienen un
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efecto equilibrante en el cuerpo, especialmente en el sistema inmune y
circulatorio. Segun (Zhu and Liu, 1993) se han reportado acido triterpenoide tipo
oleanano, acido scutellarico en S. barbata y acido ursdlico de las hojas de S.
strigillosa(Miyaichi et al., 2006). Asimismo se han encontrado en especies como S.
baicalensis Georgi(Chirikova, Olennikov, and Tankhaeva, 2010), S. barbata(Dai et
al., 2006; Lee et al., 2010; Wang, Wang, and Xiao, 2012), S. galericulata(Cole et
al., 1990),S. alpina L(Miyaichi et al., 1994) y S. sieberia Benth(Calis etal., 1993).
De esta manera la presencia de triterpenoides en el género Scutellaria han
mostrado efectos farmacoldgicos relevantes sobre los sistemas nervioso y
cardiovascular (Marrero Delange et al., 2012).

La presencia de triterpenoides y/o esteroides en S. incarnata fue confirmada
mediante la reaccion en tubo a partir de la reaccion de Liebermann-Burchard y
Salkowski, donde se evidencio cambio de coloracion a verde-marron oscuro. A
partir del andlisis por TLC a través del revelador Liebermann-Burchard se
corroboré la presencia de triterpenos y/o esteroides evidenciado mediante
fluorescencias color rosa y violeta a UV de 254nm (ver tabla 3).

Por otra parte resulta importante contrastar y sefialar que en el tamizaje
fitoquimico se encontr6 que S. incarnata no presenta alcaloides ni derivados
antracénicos, debido a resultados negativos de las pruebas tanto de reaccion en
tubo, como del analisis por cromatografia de capa delgada (TLC), (ver tabla 3) en
discrepancia con S. flavescens en la cual once alcaloides fueron aislados por
cromatografia en columna usando gel de silice y 6xido de aluminio en 2002 (Ma et
al., 2002) y en S, havanensis Jacq(Marrero Delange et al., 2012).

Los resultados arrojados apoyan el uso tradicional que se le esta dando a la planta
ya que la presencia de flavonoides justificaria el uso como antidepresivo y
antiestrés, ademas como antiespasmaodico caracteristico de los terpenos también
presentes. Adicional a esto el uso como sedante y antiinflamatorio se podria
explicar tanto por los flavonoides presentes como por las saponinas. Luego, el uso
como antiinflamatorio también se podria explicar por las cumarinas y taninos
presentes. Enfatizando, la bioactividad reportada por la etnobotanica colombiana
Paéz para esta especie, podria fundamentarse no solo en los diferentes
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mecanismos ejercidos por los compuestos (flavonoides, taninos cumarinas,
terpenos y saponinas), sino ademdas por efecto sinérgico del conjunto de
metabolitos secundarios que pudieron evidenciarse en la planta. De esta manera
también se sugieren posibles propiedades terapéuticas del ET de S, incarnata que
deben ser evaluados, principalmente las propiedades anticancerigenas,
antioxidantes, neuroprotectoras, hepatoprotectoras, antimicrobianas, antivirales,
antiinflamatorias, sedantes, antiespasmadicas, antidepresivas y ansioliticas.

Esto lleva a inferir que debido a las diferencias presentes en las especies
integrantes del Género Scutellaria con respecto a sus componentes fitoquimicos,
hay un cierto grado de variabilidad y particularidad en tanto sus propiedades
guimicas y farmacologicas, las cuales se deben estudiar mas a fondo y contrastar
con las especies registradas a nivel mundial(Dai et al., 2006; Gao et al., 2011;
Raccuglia et al., 2010), debido a que S. incarnata es la especie colombiana que
menos estudios relacionados con dichos temas se han realizado, y, al contrastar
con otros estudios como los mencionados anteriormente, se debe tener en cuenta
gue hay una relacion entre los grupos de componentes quimicos presentes en la
planta S. incarnata y la actividad biolégica de la misma.

Segun (Ducki et al., 1996; Wang et al., 1996) en los ultimos afios, mas de treinta
flavonoides, mas de diez diterpenoides tipo neo-clerodano, acidos triterpénicos y
glucosidos de esterol, entre otros, se han aislado en el género Scutellaria, algunos
de los cuales presentan actividades bioldgicas interesantes y representativas.
Luego, diversos componentes monomericos han sido identificados y
seleccionados para su actividad tanto in vivo como in vitro. Atendiendo a las
consideraciones anteriores se establece una correspondencia de elevado caracter
cientifico entre los componentes quimicos presentes en S. Incarnata y su actividad
bioldgica.

Basandose en los resultados obtenidos a partir de las pruebas de difusién en disco
y microdilucion; se puede inferir que cada bacteria de manera particular presenta
una resistencia individual para su supervivencia y propagacion, frente al antibiotico
utilizado gentamicina asi como a las diferentes concentraciones del ET de
S. incarnata. Dentro de este marco de ideas es preciso tener en cuenta que la
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resistencia bacteriana como caracteristica propia de una especie, es finalmente
debida al uso indiscriminado e irracional de los farmacos existentes y
consecuentemente a la presion evolutiva ejercida por el uso terapéutico que ha
favorecido el incremento de cepas resistentes, representando un problema de
salud a nivel mundial y que ha generado ultimamente una amplia morbilidad y
mortalidad sin mencionar el costo por estancia hospitalaria y complicaciones
(Pérez-Cano and Robles-Contreras, 2004).

De esta manera considerando los resultados de la PIR para cada una de las
bacterias se infiere que para ambas cepas bacterianas hubo un PIR a mayor
concentracion que corresponde a 1000 ppm. De acuerdo a lo anterior y teniendo
en cuenta el criterio que se siguidé para seleccionar si el extracto genera una
actividad positiva segun (Cyted, 1995) respecto al control quimico (Rivero Lopez et
al., 1997), se tiene que el ET de S. incarnata es positivo ya que el valor de PIR
para las 3 concentraciones y ambas bacterias fue igual o mayor al 25%.

Sin embargo, a partir del andlisis estadistico de los resultados obtenidos de halo
de inhibicién, para la bacteria E. coli, frente a los diferentes concentraciones del
ET de S. incarnata 1000, 100 y 10 ppm; los resultados fueron estadisticamente
significativos (p<0,05) con respecto a los controles, tanto positivo como negativo
sefialados en la tabla 5 y 7. Las diferencias estadisticas integran lo anteriormente
nombrado, ya que los controles son los limites méximo y minimo del halo de
inhibicion que se form6 en ambas bacterias, lo que sugiere que las medianas de
los halos de inhibicion de cada una de las concentraciones del extracto son
diferentes con respecto al antibidtico gentamicina y frente al control positivo.

Aunado a esto, en la estadistica descriptiva al contrastar como se comportan las
diferentes concentraciones del extracto (1000, 100 y 10ppm),en cuanto a su
capacidad de inhibicién, indicadas en la tabla 7, se obtuvieron medias y
desviaciones estandar de las concentraciones de 1000 ppm (6,20 = 0,83), 100
ppm (5,80 £ 0,44) y 10 ppm (5,80 + 0,44), que indicaron la no diferencia
significativa entre dichos tratamientos P> 0.05, lo que significa que las medianas
de los halos de inhibicién fueron iguales en las 3 concentraciones y por tanto los
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resultados de halo de inhibicion no son dependientes en este caso de la
concentracion del ET.

Prosiguiendo con el tema, para la bacteria S. aureus se observa que los
resultados de los halos de inhibicién obtenidos a partir de las concentraciones del
ET utilizados, difieren significativamente de los controles negativo y positivo (ver
tabla 6 y 8), lo que indica que medianas de los halos de inhibicién son diferentes.
Asimismo, al comparar como se comportan las diferentes concentraciones del
extracto (1000, 100 y 10ppm), en cuanto a su capacidad de inhibicion, se obtiene
gue a la concentracion 10 ppm hay un didmetro del halo de inhibicién
significativamente menor en comparacion con las concentraciones 1000 y 100
ppm, lo que revela que a una mayor concentracion se genera un mayor halo de
inhibicién. En sintesis se tiene que para S. aureus los tratamientos que inhibieron
el mayor indice de crecimiento fueron 1000 ppm y 100 ppm, ademas del control
negativo Gentamicina comercial.

Lo anterior indicaria que por la prueba de difusion a pesar de que el ET de
S. incarnata genera una actividad positiva segun (Cyted, 1995) respecto al control
guimico (Rivero, 1997), para ambas bacterias, segun el NCCLS las cepas
bacterianas han de considerarse resistentes ya que el halo de inhibicion fue menor
a 12mm, esto considerando en relacion al antibiético gentamicina. Lo
anteriormente mencionado nos lleva a deducir que aunque se pudo observar que
los halos de la bacteria S. aureus fueron un poco mas grandes en comparacion
con los halos producidos por E. coli, lo que significa que S. aureus fue sélo un
poco mas sensible que E. coli, también se considera como bacteria resistente para
los tratamientos a excepcidn del control negativo (Gentamicina).

Por la prueba de difusion en disco se deduce que no se puede considerar el ET de
S. incarnata como un posible candidato para antibiotico debido a las diferencias
significativas con relacién a la Gentamicina. En seguida, al comparar con otros
estudios se concluye que los resultados obtenidos no se asemejan a los obtenidos
en otras especies del genero Scutellaria como es el caso de S. baicalensis donde
a través del método de difusion en disco el extracto metandlico revelo una alta
actividad antibacteriana contra MRSA (Seong, 2004), opuesto al resultado del ET
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de S. incarnata, que a pesar de ser positivo logré un porcentaje de inhibicién
relativo bajo.

Al evaluar la hipotesis de igualdad del comportamiento de ambas bacterias objeto
de estudio y el halo de inhibicion, con base a los datos descriptivos, como se
observa en la tabla 9, se muestra diferencias estadisticamente significativas en el
halo de inhibicién de crecimiento en los tratamientos 100ppm (p<0,05, 5,80+0,44 y
6,60£0,54, respectivamente) y control negativo (p<0,05, 20,40+1,14 y 23,80+0,83).

Lo mencionado apunta que los resultados de los halos de inhibicion con el
tratamiento a 100ppm y el antibidtico gentamicina al comparar ambas bacterias
fueron diferentes lo que sustenta el hecho de que S. aureus como bacteria Gram
positiva es mas sensible que E. coli como Gram negativa, lo cual se puede
explicar teniendo en cuenta la constitucion de la pared celular, donde las bacterias
Gram negativas representan una barrera dificil de vencer frente a los antibidticos,
variando en las diferentes especies, sin embargo en las bacterias Gram positivas
la pared no es una barrera que impide la penetracion de los antibiéticos(Jackson,
Machado, and Hamilton, 1998)en nuestro caso la Gentamicina comercial. Ademas,
este resultado corrobora otro estudio donde segun (Bazzaz et al., 2011a) los
resultados de actividad antibacteriana de los extractos de S. litwinowii, muestran
gue las bacterias Gram-positiva son mas sensibles a los extractos que las
Bacterias Gram-negativas y levaduras.

Al respecto conviene decir en el caso de la actividad antibacteriana evaluada, que
los resultados obtenidos a partir del extracto etandlico total (ET) frente S. aureus y
E. coli se pueden explicar de acuerdo a la naturaleza de su clasificacibn como
bacterias Gram positiva y Gram negativa respectivamente. De manera general
segun (Madigan, Martinko, and Parker, 2003),en la pared celular bacteriana existe
una capa rigida de peptidoglicano o mureina, responsable de la resistencia, la cual
es muy similar entre bacterias Gram negativas y bacterias Gram positivas. Estas a
su vez estan formadas por finas laminas compuestas por dos derivados de
azucares, N-acetilglucosamina (NAG) y acido N-acetiimaramico (NAM). No
obstante, existen diferencias en la organizacion y composicion de la pared celular
gue explica la disimilitud entre estos dos grupos de cepas bacterianas y por tanto
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la eficiencia en la respuesta ante sustancias extrafias atendiendo a la exposicion
de las mismas como antibidticos, asi como también extractos de plantas de
variadas concentraciones.

En este orden de ideas, S. aureus como bacteria Gram positiva esta constituida
segun (Lowy, 1998) por una pared celular cuyas cadenas de peptidoglicano que
corresponden al 50% en peso, se entrecruzan por unidades pepiticas y por
puentes de pentaglicina. Acidos teicoicos como el ribitol, estan presentes unidos
covalentemente al peptidoglicano y aportan carga negativa a la superficie celular
lo que puede servir para el trasiego de iones a través de la pared. Acidos
lipoteicoicos tambien estan presentes, debido a ello estas células son muy
sensibles a la accion de la lisozima y penicilina ya que inhibe la formacién de la
pared celular (Brock, 1978).

Dentro de este marco, se considera la estructura de la pared de E. coli como
bacteria Gram Negativa y donde el peptidoglicano constituye sélo alrededor del
10% de la pared. El peptidoglicano esta conectado entre unidades peptidicas pero
sin puentes de pentaglicina como en Gram positivas. Al peptidoglicano se enlazan
covalentemente lipoproteinas que también se unen a la membrana externa, de
manera que el peptidoglicano tiene un fuerte enlace con la membrana externa,
ademas los lipopolisacaridos aqui presentes le confieren carga negativa (Brock,
1978), siendo responsables tambien de la patogenesis de las bacterias gram
negativas(Rojas Campos, 1995).

De acuerdo a la figura 10, la asociacion, y la curva de regresion lineal se tiene una
correlacion significativa positiva (r=0,92), de la concentracion del ET y el halo de
inhibicion de crecimiento de las bacterias E. coli y S. aureus. De esta manera se
observa que a mayor concentracion mayor es el halo de inhibicion y que la
concentracion del ET afecta en un 92% el halo de inhibicién de crecimiento de
dichas bacterias.

Con el objetivo de ratificar lo anterior se realiz6 la prueba de microdilucion para asi

evaluar bajo otros parametros la actividad antibacteriana del ET de S. incarnata
respecto a las bacterias E. coli y S. aureus. Para el caso, se emple6 un espectro
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mas amplio de las concentraciones con el fin de hallar la concentracion minima
inhibitoria (CMI).

Respecto a E. coli, la tabla 12 ensefia los resultados estadisticos de las
absorbancias (nm) en relacion con cada una de las concentraciones del ET, en las
cuales se registran diferencias significativas (p< 0,05) al comparar el tratamiento
de 1024 ppm con 32, 2 ppm y control positivo, de igual manera, al comparar el
tratamiento de 512 ppm con el control positivo.

Ahora bien, al comparar los resultados de absorbancia de las concentraciones del
ET en relacién al antibiético Gentamicina se encontré que las concentraciones no
difieren significativamente en relacion con el control negativo cuya absorbancia es
cero. Lo anterior indica que las medias de las diferentes concentraciones del
extracto fueron similares a las de la Gentamicina y que por tanto hubo una alta
inhibicién del crecimiento bacteriano.

En la figura 12 la asociacién de la absorbancia (nm) con la concentracion del ET
en la bacteria E. coli resulta en una correlacién negativa significativa, representada
por la curva de regresion lineal, lo que significa que a mayor concentracion la
absorbancia disminuye hasta el punto de ser nula en el control negativo
Gentamicina. Aiadido a lo anterior y relacionado a este resultado se tiene que las
concentraciones del ET afectan en un 53% la absorbancia de E. coli, (Ver figura
12).

Para S. aureus, la tabla 13 muestra las absorbancias (nm) en cada una de las
concentraciones del ET, en las cuales se registran diferencias significativas
(p<0,05) al comparar los tratamientos de 1024, 512 y 256 ppm con las
concentraciones de 64, 32, 16, 8 ,4 y 2 ppm correspondientes. Lo anterior sugiere
gue las medias de absorbancia para las concentraciones mas altas son diferentes
en relacion con las concentraciones mas bajas.

También al comparar cada una de las concentraciones del ET con el control

positivo se obtuvieron diferencias significativas. En seguida, al comparar las
concentraciones del ET de S. incarnata respecto a la gentamicina, no hubo
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diferencia significativa (P >0,05) lo cual es un resultado muy positivo ya que esto
indica que las medias de absorbancia se comportan de manera similar
principalmente las concentraciones mayores 1024 y 512ppm en relacion con el
antibiotico antes mencionado y que por tanto el ET si generd inhibicion en el
crecimiento bacteriano de manera eficaz. Lo anterior se sustenta en la resiembra
efectuada de los tratamientos 1024 y 512 ppm basados en el supuesto de que
visiblemente no habia turbidez evidente y que al compararlo con el control
negativo gentamicina eran perceptiblemente similares. Después de 24 horas no se
evidencio crecimiento bacteriano para la concentracion 1024ppm por lo que se
determino esta como la CMI.

En la figura 13 se observa la asociacion de la absorbancia (nm) con la
concentracion del ET. De esta manera se observa una correlacion negativa
significativa, en la cual las concentraciones del ET afecta en un 56% la
absorbancia de dicha bacteria. Lo mencionado significa que la densidad optica
disminuye a medida que la concentracion del ET aumenta. Este porcentaje se
dilucida teniendo en cuenta que al evaluar la hipétesis de igualdad de las
absorbancias obtenidas a partir de las diferentes concentraciones del extracto se
obtuvieron en su mayoria resultados nos significativo, lo que indica que la
absorbancia no depende totalmente de la concentracion del ET, y que se deben
considerar con posterioridad otros aspectos tales como el fraccionamiento del
extracto.

En cuanto a la correlacion, la tabla 14 registra la absorbancia (nm) de E. coli y
S. aureus, con respecto a las concentraciones del ET, mostrando que no hay
diferencia significativa (p>0,05) cuando se confrontan los resultados de
absorbancia en relacion con los tratamientos al comparar la susceptibilidad
bacteriana entre si. Esto propone que las medias de absorbancia son basicamente
iguales y que por tanto ambas bacterias fueron inhibidas por las diferentes
concentraciones del extracto ET de S .incarnata de manera similar.

De esta manera se afirma que la prueba de Microdilucion para hallar la

sensibilidad de los microorganismos a los ET de plantas es mucho mas efectiva
gue la prueba de difusién en disco, esto evidenciado en las desigualdades de los
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resultados de nuestro trabajo investigativo. Como se comenté con anterioridad, a
partir de la prueba de difusién en disco para ambas cepas bacterianas se logré un
PIR, que se puede considerar positivo, sin embargo los resultados arrojados no se
asemejan a los obtenidos por el método de microdilucion.

Este hecho se puede explicar considerando que los discos de papel filtro
Whatman, retienen las moléculas del extracto en el mismo a pesar de que este
haya sido previamente disuelto en el solvente organico utilizado etanol, lo que
conlleva a la inapropiada difusion del extracto al medio, dando lugar a resultados
inusuales de supuesta resistencia bacteriana. Segun (Ramirez, Stella, and Marin
Castafio, 2009), la composicion del papel filtro Whatman se compone de celulosa
(uniones b-(1-4) de monomeros de glucosa), los cuales tienen muchos grupos
hidroxilos libres presentes en cada glucosa, y por tanto haciendo que la superficie
del disco sea hidrofilica. Este hecho interviene directamente con algunos
compuestos cationicos de los productos naturales absorbiéndolos en la superficie
del disco e impidiendo la difusion de estos en el agar, lo que fundamenta los
resultados de resistencia inusuales de las bacterias ensayadas en relacion al ET
de S. incarnata.

De esta manera se ha podido establecer a partir de la prueba de microdilucion que
el ET de S. incarnata posee una muy buena actividad antibacteriana con respecto
a los modelos procariotas propuestos, S. aureus como Gram positiva y E. coli
como Gram negativa, lo cual se puede dilucidar por los grupos de constituyentes
guimicos presentes en S. incarnata. Como se menciond con anterioridad
compuestos tales como los flavonoides, cumarinas, taninos, saponinas, glucosidos
cardiotdnicos y triterpenos y/o esteroides estan presentes en S. incarnata.

Segun (Boyle et al., 2011) en el género Scutellaria los flavonoides han demostrado
ser uno de los principales componentes que contribuyen a la bioactividad entre
ellas manifestando propiedades antimicrobianas (Delange et al.,, 2012), lo que
podria explicar la actividad antibacteriana evidenciada por el ET de S. incarnata. Al
contrastar con otros estudios donde la actividad antibacteriana de plantas del
género Scutellaria han sido evaluadas se encontr6 que en S. barbata los
flavonoides presentes en toda la planta segun (ShanShan et al.,, 2009) cumplen
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una actividad antimicrobiana. Igualmente, en otro estudios para S. baicalensis se
encontré resultados en los cuales segun (Gonzalez, 2005), las reacciones
autoinmunes desencadenadas por superantigenos como S. aureus han sido
inhibidas de manera eficaz debido a los flavonoides presentes. Ademas, para la
misma especie segun (Sato et al., 2000) los flavonoides (apigenina y luteolina)
aislados del ET son considerados como componentes activos contra S. aureus
resistente a la meticilina. De esta manera, segun (Domingo y Lopez Brea, 2003),
los flavonoides pueden actuar formando complejos con los aminoacidos
hidrofilicos de las proteinas solubles y extracelulares, inactivandolas vy
consecuentemente anulando su funcion.

Relacionado con lo anterior, la actividad antibacteriana presente se puede explicar
también a los otros metabolitos presentes tales como los taninos los cuales segun
(Tejerina, Farfan, and Cuevas, 2007), se caracterizan por generar toxicidad
fisioldgica causando dafio a componentes subcelulares (membranas o enzimas)
por ejemplo, en el caso de bacterias, de esta manera segun (Sanchez Perera et
al., 2008) su mecanismo de accién puede estar relacionado con su capacidad para
inactivar adhesinas microbianas, enzimas, proteinas transportadoras en la célula,
formar complejos con la pared celular, etc.

Por otro lado, segun (Domingo y Lépez Brea, 2003), las cumarinas poseen
propiedades antimicrobianas, donde el mecanismo de accidon antimicrobiano
parece ser por interaccion con el DNA eucariota. Sumado a lo anterior los
terpenoides segun (Cowan, 1999), podrian contribuir a la accion antimicrobiana sin
embargo, el mecanismo de accién de los terpenos no esta también del todo
dilucidado, pero se especula que estarian involucrados en la disrupcion de la
membrana. Finalmente las saponinas cumplen un papel fundamental en la
actividad antimicrobiana a partir de extractos de diferentes plantas,(Sanchez et al.,
2008; Okazaki et al., 2007), donde se cree actuan afectando la permeabilidad
celular.

Atendiendo estas consideraciones y a saber que segun (Gonzalez, 2005) que en

las Alegrias Colombianas hay flavonas similares a la baicaleina, baicalina y
wogonina de la S. baicalensisse recomienda guiar el fraccionamiento del extracto
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y de esta manera obtener los componentes activos que pueda tener la planta y asi
evaluar y posiblemente mejorar los resultados en relacibn a la actividad
antibacteriana

Al comparar los resultados obtenidos de CMI del ET de S. incarnata para
S. aureus de 1024ppm y E. coli > 1024ppm, con relacion a otros resultados de
CMI frente a estas bacterias para especies botanicas pertenecientes al género
Scutellaria se observa que respecto a S. aureus, el ET de S. incarnata mejora la
actividad ya que en el caso de S. baicalensis el extracto acuoso alcanza una CMI
entre 20X10" y 40X10’ppm, en S litwinowii el extracto alcanza una CMI de
100000ppm (Bazzaz et al., 2011a)y en S. barbata la apigenina alcanza una CMI
entre 3900 y 15600ppm y para la luteolina una CMI de 62500 y 125000ppm
(ShanShan et al., 2009).Con respecto a E. coli, se observa que en S litwinowii el
extracto logra una CMI de 6250ppm (Bazzaz et al., 201l1la)se cree superior a
nuestro resultado que considera una CMI>1024ppm, ademas en el caso de S.
baicalensis el extracto acuoso fue inactivo obteniendo una CMI solo hasta
160X10’ppm o 1600g/ml (Franzblau et al., 1998).

Para S. aureus se considera por tanto un efecto bacteriostatico a la concentracion
1023ppm, ya que una vez el extracto empez6 actuar sobre el medio con las
bacterias se cree este impidié su reproduccién, evidenciado esto al observar que
las absorbancias se mantuvieron entre 0.08 y 0,1. Luego, en el control positivo
hubo un crecimiento bacteriano normal evidencidndose en la absorbancia obtenida
superior a 3.5.

De esta manera se concluye que los extractos etandlicos de S. incarnata se
asemejan a los extractos etanodlicos de S. baicalensis los cuales segun (Yang et
al., 2005), podrian mejorar la actividad antimicrobiana in vitro de cuatro antibiéticos
en nuestro caso la gentamicina, frente a S. aureus. De esta manera nuestros
resultados a partir de la prueba de microdiluciéon se suman conjuntamente también
a otros resultados en especies como S. baicalensis, donde la actividad
antimicrobiana de los extractos ha sido confirmada contra una amplia gama de
bacterias, incluida E. coli (Chang and But, 1986; Huang and Williams, 1999).
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Si bien, la presencia de cepas bacterianas resistentes se confirmé por los
resultados obtenidos de absorbancia, que a pesar de ser minimos sugieren la
presencia de bacterias resistentes seleccionadas por la accion del extracto. La
anterior afirmacién se puede dilucidar teniendo en cuenta la resistencia que de
manera particular posee cada bacteria. Asi, particularmente para E. coli el
aumento de resistencia antibiética se debe en algunos casos a una resistencia
natural. No obstante en la actualidad, E. coli también presenta una resistencia
adquirida que ha dado lugar a bacterias multiresistentes. De manera resumida la
adquisicion de diferentes mecanismos moleculares de resistencia de E. coli se
explica mediante mutaciones puntuales a nivel cromosémico o transferencia
horizontal de material genético entre especies relacionadas o diferentes, facilitada
por algunos elementos genéticos tales como los plasmidos. (Lorente et al., 2005).

De esta manera, los efectos de los mecanismos moleculares de resistencia mas
comunes en E. coli, y que podrian explicar la resistencia de algunas bacterias a la
exposicion del ET de S. incarnata implican la inactivacion de la antibiotico, asi las
bacterias expresan enzimas capaces de crear cambios en la estructura del
antibidtico haciendo que éste pierda su funcionalidad; bombas de salida donde las
bacterias operan tomando el antibidtico del espacio periplasmico y expulsandolo al
exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de accion; alteraciones de la
permeabilidad en el cual el antibiético no puede penetrar la superficie bacteriana y
alcanzar el nucleo y finalmente alteraciones en el sitio blanco (Jackson, Machado
et al. 1998). En E. coli y otras bacterias entéricas ademas, existe una proteina
especifica (PORINS) impide ademas, la entrada de antibidticos hidrofilos con un
peso molecular de hasta 650 daltons(Jackson, Machado et al. 1998).

Especificamente la adquisicion de diferentes mecanismos moleculares de
resistencia de S. aureus se explica mediante el mecanismo de transferencia
horizontal de genes y por mutaciones de tal manera que en presencia de un
antibiotico determinado o de otros microbicidas se genera cualquier mutacién que
protege a la bacteria de la cualidad letal de dicho compuesto, o que podria
explicar posiblemente la sobrevivencia de algunas bacterias, en nuestro caso a la
exposicion del ET de S. incarnata, ya que estas sustancias representan una
amenaza para su longevidad(Sanabria, 2008).
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De esta manera, los efectos de los mecanismos moleculares de resistencia mas
comunes generados por S. aureus como bacteria Gram positiva se puede dilucidar
por alteraciones del sitio de accién del antibidtico, lo que generalmente esta
relacionado con un cambio en la estructura terciaria del sitio donde los antibiéticos
ejercen su accion, siendo este el mecanismo de resistencia mas importante para
las bacterias Gram positivas o por el incremento de la concentracion del
antibidtico, en nuestro caso por el ET de S. incarnata, considerado como una
sustancia competitiva, o que confirma que a pesar de haberse inhibido el
crecimiento bacteriano a mayor concentracion del ET, la presencia de cepas
bacterianas resistentes se confirmé por los resultados obtenidos de absorbancia
gue a pesar de ser minimos sugieren la presencia de bacterias resistentes
seleccionadas por la accion del extracto (Pérez-Cano and Robles-Contreras, 2004;
Tafur, Torres, and Villegas, 2008).

Dentro de este contexto, las diferentes concentraciones de ET que se emplearon
para las pruebas antibacterianas suscita una relacion de las mismas con los
efectos biolégicos que pueda llegar a tener la planta debido a los grupos de
constituyentes encontrados en el tamizaje fitoquimico, es asi como al igual del
empleo de un organismo procariota, se trae a colacion un organismo eucariota, en
este caso en particular la larva del crustaceo braquiopodo A. franciscana (salina),
gracias a la habilidad de sus huevos para soportar largos periodos de tiempo en
condiciones desfavorables y/o condiciones extremas por lo cual la hacen un
modelo invaluable en investigaciones bioldgicas como en el presente trabajo.

A este propdsito, se menciona que los organismos como es el caso de
A. franciscana, para lograr el equilibrio acuoso celular, deben mantener la
osmolaridad del liquido extracelular dentro de un rango adecuado. Ademas deben
mantener una concentracibn de solutos apropiada conservando algunas
sustancias y eliminando otras.

Referido a esto, en los tratamientos establecidos en el desarrollo del ensayo de
toxicidad, se conjetura que las larvas de A. franciscana intentan equilibrar la
osmolaridad del liquido extracelular con la del agua artificial de mar, y de manera
simultanea las larvas mantuvieron la osmolaridad del liquido extracelular la cual es
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mucho menor que la del agua empleada como diluyente para las diferentes
concentraciones del ET de S. incarnata.

Los efectos de dichos tratamientos que conllevaron a la letalidad de las larvas
indican de manera general que las concentraciones de solutos elevadas debidas a
las concentraciones del extracto, causaron posiblemente la desnaturalizacién de
las proteinas de los organismos, explicado esto, por su mecanismo de
osmoregulacion (Purves, Hermitte, and Fernandez, 2003).

De esta manera, las larvas de A. franciscana en agua de mar artificial diluida en
diferentes concentraciones del extracto etandlico total de S. incarnata, se cree
transportan iones en forma activa a su cuerpo para mantener la osmolaridad activa
del liquido extracelular por encima de la del ambiente. En estas condiciones,
invierte la direccion del transporte de moléculas del extracto a través de las
membranas de las agallas. Debido al amplio rango de concentraciones empleadas
en el desarrollo de la investigacion y haciendo mayor hincapié al hacer referencia
a las concentraciones altas del ET, esto causo la muerte en los crustaceos.

Para A. franciscana se obtuvo que la natalidad y mortalidad fue altamente
afectada por las diferencias de concentraciones del extracto etandlico total (ET),
en relacion al numero total de individuos. Los tratamientos letales fueron las
concentraciones mas altas (1000, 500 y 100 ppm) y la LCso determinada por el
método de REED-MUENCH (Habel K, 1996) establecido que a la concentracion
7.5ppm, el nimero de sobrevivientes es igual al nUmero de muertes lo que sugiere
una alta toxicidad del extracto y por tanto una actividad fisiologica o biolégica en
particular; indicador de toxicidad a nivel celular, que puede orientar investigaciones
especificas futuras, en busca de nuevos compuestos bioactivos con el extracto
ensayado.

En la tabla 15 y 16, se muestra el nimero de individuos muertos con respecto a
las diferentes concentraciones del ET, presentan diferencia significativa
(pr70.05)de los tres tratamientos mas altos (1000, 500 y 100 ppm) al comparar los
valores con el blanco empleado en la prueba, es decir que en dichas
concentraciones hubo una mortalidad del 100% de los individuos en sus
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correspondientes repeticiones. Aunque A. franciscana es un organismo resistente,
se ve afectado por los metabolitos presentes en la S. incarnata.

La evaluacion de la actividad biolégica a partir del bioensayo con A. franciscana se
basa en la premisa que los compuestos bioactivos son téxicos a altas dosis y que
la letalidad de un organismo simple puede ser utilizada para detectar y guiar el
fraccionamiento de los extractos (Kanegusuku et al., 2002)

Teniendo en cuenta que el ET de S. incarnata fue toxico frente a las larvas de
A. franciscana y activo en las bacterias ensayadas indica que sus extractos
deberian ser mucho mas investigados empleando otros bioensayos para la
deteccion de propiedades farmacoldgicas mas especificas y que los extractos
pudieran ser separados para asi aislar e identificar las sustancias vegetales
bioactivas que luego se probarian con otros modelos.

Ahora bien, sabiendo que la actividad téxica generada por las plantas se explica
debido a los metabolitos secundarios que contiene, la toxicidad generada por el
ET de S. incarnata se le atribuye a los terpenoides, taninos, saponinas y
cumarinas presentes corroborados a partir del tamizaje fitoquimico.

Esto se dilucida considerando que entre las substancias téxicas volatiles mas
importantes se encuentran los terpenos (Poblete, Roffael, and Miertzsch, 2010),
los cuales son capaces de alterar la permeabilidad de la membrana celular, en
especial sobre mecanismos de transporte ionico (Abramov et al., 2001).
Adicionalmente resultados obtenidos de diferentes trabajos de investigacion
demuestran que los terpenoides de plantas como Senecio grisebachii, Eupatorium
adenophorum, y especies del genero Ferula ejercen una accion toxica (Romero et
al., 2003). Si bien, algunos de estos compuestos han sido descritos de toxicidad
baja. (Brook, McCarron, and Mueller, 1989).

Més aun, en lo que concierne a los taninos, estos compuestos conocidos como
potentes inhibidores de enzimas hidroliticas, se caracterizan por generar toxicidad
fisioldgica causando dafio a componentes subcelulares (membranas o enzimas)
por ejemplo, en el caso de bacterias (Tejerina, Farfan, and Cuevas, 2007). Aun
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asi, los taninos hidrolizables son los que mayor toxicidad encierran. Su mecanismo
de accion puede estar relacionado con su capacidad para inactivar adhesinas
microbianas, enzimas, proteinas transportadoras en la célula, formar complejos
con la pared celular, etc. (Sanchez Perera et al., 2008).

Las saponinas o saponosidos por su parte son toxicas, por lo cual se cree podrian
estar involucradas en la actividad toxica del ET de S. incarnata. Desde el punto de
vista biologico, las saponinas pueden tener efectos perjudiciales, actuando como
antinutrientes o toxicos; su alta capacidad tensoactiva altera las membranas
celulares, y en el tubo digestivo no se absorben, por lo que su efecto produciria
alteraciones de membranas, y posiblemente aumentaria su permeabilidad.
Complementado a esto cualquier sustancia cuya accion facilite o estimule la
penetracion, el transporte o la accesibilidad de un compuesto téxico, debe
considerarse como un “casi sinergista”’, éste es el caso de las saponinas que
favorecen la penetracibn de otros productos toxicos en las células (Pérez,
Lannacone, and Tueros, 2008); En lo que respecta a las cumarinas estas pueden
resultar toxicas cuando son administradas en altas dosis (Marinoff et al., 2005).

En concordancia con lo expuesto con anterioridad, hay que tener en cuenta que la
actividad citotoxica reportada en la mayoria de las plantas se debe al efecto
sinérgico del conjunto de metabolitos secundarios por ejemplo como alcaloides y
terpenos explicando asi la toxicidad mostrada por diferentes fracciones en las
plantas (Martinez et al., 2011; Romero et al., 2003). En S incarnata se recuerda no
se encontraron alcaloides caracterizados por ser altamente toxicos, sin embargo
se cree una accion sinérgica de los terpenoides, taninos, saponinas y cumarinas,
los cuales habrian contribuido a la alta toxicidad del ET de S incarnata a partir del
bioensayo de A. franciscana.

En lo que respecta a los flavonoides presentes en S. incarnata se tiene que
usualmente estan libres de toxicidad (Pérez, 2003) o su toxicidad es despreciable
(Martino, 2000) por lo que han recibido en los ultimos afios mucha atencion como
potenciales farmacos (Ojito Ramos et al., 2012).
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La curva de regresion lineal representada en la figura 15 se indica la asociacion
positiva significativa de la concentracion del ET y la mortalidad de individuos de
A. franciscana. De esta manera la concentracion del ET afecta en un 81% la
variable mortalidad de los individuos expuestos a los tratamientos.

Teniendo en cuenta que los ensayos biolégicos expuestos en esta investigacion
son in vivo, se afirma de manera sostenible el uso de la planta medicinal
S. incarnata como posible farmaco con respecto a los efectos que ofrecen sus
multiples grupos de constituyentes quimicos encontrados en el tamizaje
fitoquimico.

La accion combinada de varios metabolitos secundarios constituyentes de la
planta medicinal S. incarnata producen efectos mayores y significativos con
respecto a la actividad biologica en las bacterias E. coli y S. aureus y larvas de
crustaceo A. franciscana, denotando una capacidad farmacologica importante en
mayores concentraciones (ppm) del extracto etandlico total seco de la planta.

De esta manera se llega a un descubrimiento de elevada relevancia acerca de
numerosos efectos biolégicos que tiene la especie S. incarnata, al relacionarlos
posiblemente con el sinergismo presente de sus componentes fitoquimicos y con
la actividad antibacteriana que se obtuvo con las bacterias E. coliy S. aureus y la
toxicidad que produjo en las larvas de A. franciscana, lo que afirma de manera
inminente su potencial farmacoldgico, al haber una interaccidbn quimica con los
tejidos y las células de los organismos, tanto procariotas como eucariotas, ya que
inhibié el crecimiento bacteriano de manera significativa y las concentraciones
toxicas del ET fueron las mas altas.

En resumen, hay una relacién, en cuanto a la actividad bioldgica de la planta,
porque hay una expresion de las concentraciones altas del ET empleadas en el
desarrollo de las pruebas, que describe los efectos nocivos tanto en procariotas
(E. coliy S. aureus) y en eucariotas (A. franciscana) para los mismos tratamientos
(concentraciones ppm), segun los resultados obtenidos. En ambos casos se pudo
confirmar que a mayor concentracion mayor es el efecto bioldgico.
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Sabiendo que el ET de S. incarnata a las concentraciones 1024 ppm y 512 ppm
produjeron inhibicién del crecimiento bacteriano y esta misma sustancia a estas
mismas concentraciones produjo efectos toxicos, entonces segun (Mclaughlin,
Rogers, and Anderson, 1998), la toxicidad medida como la mortalidad a un
organismo simple en nuestro caso A. franciscana puede ser utilizado como criterio
para guiar la separacién o fraccionamiento y purificacion del ET, lo que propone
posteriormente la evaluacion de la toxicidad del ET en animales experimentales y
asi establecer su seguridad para proponer su uso como agente antimicrobiano.

El empleo de organismos procariotas y eucariotas como modelos bioldgicos en los
bioensayos propuestos son de alta confiabilidad con respecto a los resultados
arrojados por las diferentes pruebas, de esta investigacion. Debido a que existe
una relacion profunda entre uno y otro grupo de organismos, aunque haya amplias
variaciones en el nimero de genes y de cromosomas, cada organismo
aproximadamente contiene el mismo numero de proteinas fundamentales. Lo cual
indica que la relacion hecha en el presente trabajo es totalmente valida y que en
los procesos bioldgicos de dichos grupos de individuos existe una respuesta que
es extrapolable, ante mdltiples factores de exposicion como el ET de la planta.
Finalmente, lo anteriormente expuesto indica que los factores externos pueden
manipularse en pro de la ciencia y que en este caso se pueden aplicar a temas
como la farmacologia.
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10. CONCLUSIONES

A partir del tamizaje quimico se obtuvo flavonoides, cumarinas volatiles, taninos,
saponinas triterpenos y/o esteroides y cardiotonicos.

Los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico, sustentan la continuidad del
estudio de los diferentes extractos y fracciones de esta planta, para profundizar en
el analisis de esos compuestos e iniciar la posible evaluacion de sus efectos
farmacologicos.

La prueba de Microdilucién para hallar la sensibilidad de los microorganismos a los
ET de plantas es mucho mas efectiva que la prueba de difusion en disco, esto
evidenciado en las desigualdades de los resultados de nuestro trabajo
investigativo

A partir de la prueba de difusién en disco se establecio que el ET tuvo un efecto
positivo ya que los PIR para ambas bacterias superaron el 25%.

En la prueba de difusion en disco para la bacteria E. coli las concentraciones de
1000, 100 y 10 ppm utilizadas fueron estadisticamente significativas con respecto
a los controles, tanto positivo como negativo, o que muestra resistencia de la
bacteria frente a los tratamientos ensayados.

En la prueba de difusion en disco, en el halo de inhibicién de crecimiento de S.
aureus se observdé que a la concentracion de 10 ppm hay un diametro
significativamente menor en comparacion con las concentraciones 100 y 1000
ppm. Asimismo, los halos de inhibicidon de las concentraciones del ET utilizadas
difieren significativamente de los controles negativo y positivo, lo que muestra
resistencia de la bacteria frente a los tratamientos ensayados.

En la prueba de difusion en disco al evaluar la hipétesis de igualdad del
comportamiento de ambas bacterias objeto de estudio y el halo de inhibicion se
obtuvo diferencias estadisticamente significativas en el halo de inhibicion de
crecimiento en los tratamientos 100ppm y control negativo gentamicina, lo que
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sustenta el hecho de que S. aureus como bacteria Gram positiva es mas sensible
gue E. coli como Gram negativa

La curva de regresion lineal mostré una asociacion positiva significativa de la
concentracion del ET y el halo de inhibicion de crecimiento de las bacterias E. coli
y S. aureus indicando, que la concentracion del ET afecta en un 92% el halo de
inhibicién de crecimiento de dichas bacterias.

Por la prueba de microdilucion para E. coli, no se registraron diferencias
significativas (p< 0,05) al comparar los resultados de absorbancia con el control
negativo lo que indico que las medias de absorbancia se comportan de manera
similar y que por tanto el ET genero inhibicion en el crecimiento bacteriano de
manera eficaz.

La curva de regresion lineal mostro una asociacion negativa significativa de la
concentracion del ET y la absorbancia (nm) de la bacteria E. coli, de tal manera
gue la concentracién del ET afecta en un 53% la absorbancia de E. coli, lo que se
explica teniendo en cuenta que las medias de las absorbancias basicamente se
comportaron de manera similar a excepciéon de la concentracion 1024 ppm con
respecto a 32, 2 ppm y control positivo, de igual manera, al comparar el
tratamiento de 512 ppm con el control positivo

Por la prueba de microdilucion para S. aureus, al comparar las concentraciones
del ET de S. incarnata respecto a la gentamicina, no hubo diferencia significativa
(P 770,05) lo que indico que las medias de absorbancia se comportan de manera
similar principalmente las concentraciones mayores 1024 y 512ppm en relaciéon
con el antibidtico antes mencionado y que por tanto el ET gener6 inhibicion en el
crecimiento bacteriano de manera eficaz.

La curva de regresion lineal mostro una asociacion negativa significativa de la
concentracion del ET de la planta y la absorbancia (nm) de la bacteria S. aureus,
de esta manera la concentracién del ET afecta en un 56% la absorbancia de
S. aureus, lo que se explica teniendo en cuenta que la absorbancia vario
significativamente solo a las concentraciones mayores1024, 512 y 256 ppm con
respecto a las concentraciones mas pequefias 64, 32, 16, 8,4y 2 ppm.
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La CMI determinada para S. aureus fue de 1024 ppm y para E. Coli no se alcanzé
para la mayor concentracion y que correspondia a 1024ppm.

La actividad antibacteriana presente se puede explicar por los metabolitos
presentes en S. incarnata principalmente los flavonoides y seguidamente los
taninos, cumarinas y saponinas los cuales cumplen un papel fundamental en la
actividad antimicrobiana a partir de extractos de diferentes plantas.

Segun los resultados de natalidad y mortalidad de A. franciscana en relacion con
las concentraciones del extracto etandlico total (ET), y el numero total de
individuos se pudo observar que los tratamientos letales fueron las
concentraciones mas altas (1000, 500 y 100 ppm) y que la LCsp es 7.5ppm.

La actividad toxica generada por el ET por S. incarnata se puede explicar a los
metabolitos secundarios que contiene, como los terpenoides, taninos, saponinas y
cumarinas, corroborados a partir del tamizaje fitoquimico

Los resultados arrojados apoyan el uso tradicional que se le estd dando a la planta
ya que la presencia de flavonoides justificaria el uso como antidepresivo y
antiestrés, ademas como antiespasmodico caracteristico de los terpenos también
presentes. Adicional a esto el uso como sedante se podria explicar tanto por los
flavonoides presentes como por las saponinas que su vez corroborarian el uso
antiinflamatorio.

Hay una expresion de las concentraciones altas del ET empleadas en el desarrollo
de las pruebas, que describe los efectos nocivos del ET tanto en procariotas (E.
coli y S. aureus) como en eucariotas (A. franciscana) para los mismos tratamientos
(concentraciones (ppm)).

Al integrar las cosmovisiones de la comunidad Paéz, la etnobotanica y la ciencia
demostrativa, se llega a un descubrimiento de elevada relevancia acerca de
numerosos efectos bioldégicos que puede tener la especie S. incarnata, al
relacionarlos con el sinergismo presente en sus componentes fitoquimicos y la
actividad biolégica
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11.RECOMENDACIONES

Implementar una metodologia de conservacién y produccion sostenible de la
especie como un proceso de prevencion para evitar su vulnerabilidad, teniendo en
cuenta que las especies pertenecientes al género Scutellaria cuentan con muy
pocas poblaciones silvestres en el pais y que particularmente en la especie S.
incarnata se puede observar un factor limitante en el bajo porcentaje de
germinacion o viabilidad de la semilla de la planta.

Guiar el fraccionamiento (Hexanico (FH), Cloroférmico (FC), Acetato de Etilo (FAE)
y Acuoso (FA)) del extracto etandlico de S. incarnata a partir del bioensayo de
toxicidad de A. franciscana con el objetivo de obtener y consecuentemente
identificar metabolitos de interés farmacolégico y asi poder evaluar diferentes
actividades biologicas de acuerdo a los antecedentes y posiblemente comprobar el
uso tradicional por parte de la comunidad Paéz.

Evaluar la sensibilidad de los microorganismos frente a los extractos de plantas
por la prueba de microdilucién ya que es mucho mas confiable y efectiva en estos
casos, que la prueba de difusion en disco.

Identificar la actividad antibacteriana del extracto etandlico total de S. incarnata en

otras cepas bacterianas, asi como también hongos de interés clinico, teniendo en
cuenta que se obtuvieron resultados promisorios para las bacterias ensayadas.
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