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Resumen

La busqueda de nuevos compuestos de origen vegetal que
sean toxicos a las diferentes células microbianas patdgenas
es una tarea constante de la ciencia moderna. Teniendo en
cuenta estos antecedentes, se realizé un estudio para evaluar
la toxicidad de extractos acuosos provenientes de Piper adun-
cum, Spondias mombin, Desmodium axillare, Solanum torvum
y Solanum americanum sobre microorganismos aislados en
infecciones nosocomiales. Se prepararon extractos acuosos de
hojas y tallos en diferentes concentraciones (50, 100y 200 mg/
mL), los cuales se enfrentaron a Escherichia coli, Enterobacter
sp, Staphylococcus sp, Streptococcus sp, Neisseria sp y Candida
albicans por el método de difusién en disco. Se evidencié la
presencia de un efecto téxico positivo sobre los microorga-
nismos patégenos en todos los extractos utilizados.
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Abstract

The search for new compounds derived from plants that
are toxic to different pathogenic microbial cells is a task of
modern science. Taking into account this background, a study
was conducted to evaluate the toxicity of aqueous extracts
derived from Piper aduncum, Spondias mombin, Desmodium
axillare, Solanum torvum and Solanum americanum on microor-
ganisms isolated of nosocomial infections. Aqueous extracts
obtained from leaves and stems were prepared at different
concentrations (50, 100 and 200 mg/mL), and confronted
against Escherichia coli, Enterobacter sp, Staphylococcus sp,
Streptococcus sp, Neisseria sp and Candida albicans by the
diffusion disc method. It was demonstrated the presence of
a toxic positive effect on pathogenic microorganisms, in all
the extracts used.
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Introduccion

a resistencia de algunas poblaciones micro-
bianas a distintos antimicrobianos es en la
actualidad un grave problema que enfrenta la
practica médica moderna,' aspecto que adquiere
matices alarmantes y dramaticos cuando se trata
de infecciones nosocomiales. Sobre este particular,
se puede afirmar que los errores en la prescrip-
cién, administracién y uso inadecuado de tales
medicamentos han influido de forma conjunta para
aumentar su alarmante incidencia en el mundo.*¢
Este problema de salud desencadena una serie
de acciones concretas en la comunidad cientifica
internacional, dirigidas no sélo a identificar posibles
factores de riesgos,”® o desarrollar nuevas practi-
cas que garanticen el uso adecuado y racional de
estos medicamentos para disminuir los eventos de
resistencia antimicrobiana y aumentar la seguridad
del paciente,”'? sino también a buscar, quizas como
nunca antes, nuevos compuestos toxicos para la
célula microbiana, en especial aquellas que son de
importancia clinica.'"'?

Sobre este Ultimo aspecto, existen en nuestro
continente y en otras partes del mundo muchos
ejemplos que demuestran el interés cientifico
existente, por descubrir estos compuestos a partir
de organismos vegetales. Tal preferencia, obedece
a que éstos contienen en sus raices, tallos, hojas,
flores y frutos muchos principios activos, que se
sinergizan unos a otros, atacando por diferentes
vias a los microorganismos y, al hacerlo, al mismo
tiempo dificultan el desarrollo de resistencia hacia
tantos compuestos.'? En este contexto, la medi-
cina tradicional practicada y transmitida por los
habitantes de una zona geogréfica determinada es,
sin duda, una fuente primaria muy importante de
informacién para identificar nuevas plantas candida-
tas a medicamentos fitoterapéuticos o portadoras
de compuestos quimicos especificos con actividad
terapéutica.'*'®

La sabiduria popular en estos casos no es su-
ficiente, se requiere ademas tener un respaldo

cientifico adecuado que permita demostrar, o que
contribuya a probar, las potencialidades toxicolé-
gicas sobre las células microbianas. Para lograrlo,
es comun enfrentar los extractos herbaceos a dife-
rentes poblaciones de microorganismos patégenos,
por medio de diversas técnicas (difusién en disco,
microdilucién en placa, concentracién minima
inhibitoria, entre otras), y normas (AFNOR/NF-
T-72-150), las cuales, a pesar de sus limitaciones,
ofrecen al investigador informacién suficiente para
determinar la sensibilidad o resistencia de poblacio-
nes microbianas a sustancias quimicas.'®

En este sentido, es comun la utilizacién de cepas
de Escherichia coli, Enterobacter sp, Staphylococ-
cus sp, Streptococcus sp y Candida albicans por
tres razones fundamentales: Primero, provocan
enfermedades debilitantes, agudas, crénicas y en
ocasiones mortales; segundo, pueden contribuir a
la disminucién de la capacidad fisica y mental del
individuo enfermo y comprometer su producti-
vidad; y tercero, son frecuentemente aisladas en
expectoraciones, liquidos y secreciones proceden-
tes de pacientes adultos y pediatricos con sintomas
clinicos de infecciones,'”'® o en objetos, dispositivos
y materiales médicos contaminados.'*?'

A pesar de los indudables beneficios médicos,
sociales y econémicos que generan estas investi-
gaciones in vitro, del esfuerzo cientifico realizado,
del potencial que posee la flora del archipiélago
cubano, del arraigo popular de la medicina natural
y tradicional y de lo comun que resultan las enfer-
medades infecciosas en las consultas médicas, son
insuficientes las evidencias existentes en nuestro pais
que demuestran por métodos cientificos las pro-
piedades antimicrobianas atribuidas popularmente
a diferentes plantas medicinales. Sobre este tema,
son aln menores los resultados que involucran a
poblaciones microbianas patégenas «salvajes» o
circulantes de individuos enfermos a sanos. Tal des-
conocimiento, impide tener una idea mas cercanaa
la realidad sobre la sensibilidad y resistencia de estos
microorganismos a tales productos, lo cual dificulta
valorar su efectividad en la practica clinica.
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, el
presente trabajo tuvo como propdsito evaluar la
toxicidad de extractos acuosos provenientes de Pi-
per aduncum, Lin, Spondias mombin, Lin, Desmodium
axillare, (Sw) DC, Solanum torvum, Sw y Solanum
americanum, Mill sobre cepas patdgenas aisladas
en infecciones nosocomiales (Escherichia coli, En-
terobacter sp, Staphylococcus sp., Streptococcus sp,
Neisseria sp) y levaduras (Candida albicans).

Material y métodos

Material vegetal. El material vegetal elegido para
este estudio consistié en hojas y tallos sanos de Pi-
per aduncum, Spondias mombin, Desmodium axillare,
Solanum torvum y Solanum americanum, las cuales se
colectaron siempre en horario de la manana, y en
lugares pertenecientes al macizo montafioso Nipe-
Sagua-Baracoa a 475 metros sobre el nivel del mar.
Una muestra de los organismos vegetales colectados
fueron depositados en el herbario del Centro Orien-
tal de Ecosistema y Biodiversidad, perteneciente al
Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente
de la Republica de Cuba.

Preparacion del extracto acuoso. Después de
seleccionar las hojas y tallos a utilizar, se deshidra-
taron en una estufa con circulacion de aire caliente
a una temperatura de 37 °C durante cuatro dias
continuos. Posteriormente, las hojas y tallos secos
se trituraron en un molino eléctrico hasta obtener
una granulometria adecuada. El extracto acuoso
fue preparado por decoccién, anadiendo 50 g del
material vegetal seco y triturado a 1,000 mL de agua
destilada. EI mismo material vegetal fue sometido
tres veces al proceso de extraccién y, cuando éste
culmind, se filtré y se dejo enfriar al abrigo de la luz.
Posteriormente, los extractos se colocaron en un
evaporador rotatorio (R-Biichi R-205, Zwitzerland),
a presion reducida, y temperatura menor que 37 °C,
hasta obtener un volumen aproximado de 20 mL,
para finalmente liofilizarlo y almacenarlo dentro de
envases oscuros y en lugar seco a 8 °C de tempera-
tura, hasta el momento de su utilizacién.

Determinacion de la actividad antimicrobiana
in vitro de los extractos acuosos.

Material microbiolégico. Los microorganis-
mos usados en el estudio fueron cepas de bacterias
y levaduras actualmente circulantes en poblaciones
humanas (Escherichia coli, Enterobacter sp, Staphylo-
coccus sp, Streptococcus sp, Neisseria sp y Candida
albicans), aisladas de muestras bioldgicas obtenidas
de pacientes adultos y pediatricos con infecciones
nosocomiales, atendidos en el Area de Bacteriolo-
gia del Policlinico 28 de Septiembre.

Ensayo de inhibicion del crecimiento. Para
evaluar la toxicidad de los extractos acuosos, se uti-
lizaron inicialmente medios de cultivos liquidos, para
que los microorganismos seleccionados crecieran sin
dificultad. En el caso de las bacterias, se emple6 medio
cerebro-corazén (Oxoid) y para la levadura, medio
dextrosa Saboureaud (Oxoid); ambos se prepararon
segUn las instrucciones del fabricante y se esterilizaron
en autoclave a 120 °C por 20 minutos. El subcultivo
de los indculos fue incubado a 37 °C durante 8 horas.
Al cabo de ese tiempo, se preparé una suspension de
I a2 x 106 UFC/mL, cuya densidad optica igual a |
fue medidaa 550 nm en un espectrofotometro Spec-
tronic 601. Posteriormente, se tomé una pequena
porcién de cada cultivo y se sembraron en forma de
césped en placas de Petri que contenian agar Muller-
Hinton (Oxoid) para las bacterias y en agar dextrosa
Saboureaud (Oxoid) para la levadura.

Una vez cumplimentado todos estos requisitos,
se utilizé el ensayo de difusién en disco,? el cual
consistié en depositar discos de papel con un dia-
metro de 5 mm impregnados con los diferentes
extractos acuosos en diferentes concentraciones
(50, 100 y 200 mg/mL), sobre la superficie hime-
da de los medios agarizados correspondientes.
Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 y 48
horas; transcurrido ese tiempo, se evaluaron los
resultados mediante la lectura en milimetros del
diametro del halo de inhibicién del crecimiento de
los microorganismos, en distintas direcciones (0°,
45°, 90°, 135°, 180°). Dicha zona de inhibicion es
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resultante de la movilizacién de los componentes
quimicos contenidos en los extractos hacia el me-
dio (difusién simple). La presencia o ausencia del
halo de inhibicién, permitié clasificar la actividad
antimicrobiana en: sin actividad, con actividad li-
gera, moderada y marcada segun criterio de Toda
y colaboradores, 1991.2

Diseno experimental. La evaluacién de la ac-
tividad antibacteriana de los extractos se realizé a
través de un experimento completamente al azar.
Cada una de las poblaciones de microorganismos
estudiadas se trabajé de forma independiente y

todas tuvieron en comun la presencia de tres tra-
tamientos, los cuales se corresponden con las dosis
de 50, 100 y 200 mg/mL, mas un tratamiento con-
trol negativo, que resulté ser agua destilada estéril.
En todos los casos se realizaron ocho repeticiones
por tratamiento, distribuidos en dos placas de Petri
por separado, convenientemente identificadas.

Resultados y discusion

Las plantas se han empleado desde tiempos ances-
trales y atin siguen utilizandose con fines terapéuti-

Cuadro I. Potencial antimicrobiano de los extractos acuosos sujetos a estudio.
Concentraciones (mg/mL)

NC Microorganismos 50 100 200

P aduncum Escherichia coli Moderada Moderada Moderada
Enterobacter sp. Ligera Ligera Ligera
Staphylococcus sp. Ligera Ligera Ligera
Streptococcus sp. Ligera Ligera Ligera
Neisseria sp. Ligera Ligera Ligera
Candida albicans Ligera Ligera Moderada

S. mombin Escherichia coli Ligera Moderada Moderada
Enterobacter sp. Ligera Ligera Ligera
Staphylococcus sp. Ligera Moderada Moderada
Streptococcus sp. Ligera Ligera Ligera
Neisseria sp. Sin actividad Sin actividad Ligera
Candida albicans Sin actividad Ligera Ligera

D. axillare Escherichia coli Sin actividad Sin actividad Ligera
Enterobacter sp. Sin actividad Ligera Ligera
Staphylococcus sp. Ligera Ligera Ligera
Streptococcus sp. Ligera Ligera Ligera
Neisseria sp. Ligera Ligera Moderada
Candida albicans Moderada Moderada Moderada

S. torvum Escherichia coli Sin actividad Ligera Ligera
Enterobacter sp. Ligera Ligera Moderada
Staphylococcus sp. Ligera Moderada Moderada
Streptococcus sp. Ligera Moderada Moderada
Neisseria sp. Ligera Moderada Moderada
Candida albicans Ligera Moderada Moderada

S. americanum Escherichia coli Ligera Ligera Moderada
Enterobacter sp. Ligera Moderada Moderada
Staphylococcus sp. Moderada Moderada Moderada
Streptococcus sp. Moderada Moderada Marcada
Neisseria sp. Ligera Ligera Moderada
Candida albicans Ligera Ligera Ligera

NC = Nombre cientifico.
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cos para el tratamiento de diferentes enfermedades
humanas, incluidas las de naturaleza infecciosa. So-
bre esta base, no existen dudas sobre laimportancia
de las plantas medicinales en el mantenimiento o
recuperacién de la salud y que éstas constituyen
un arsenal de compuestos bioactivos, a pesar del
desarrollo alcanzado por la sintesis quimica.'? '*

El andlisis integral de los resultados (cuadro 1),
muestra el efecto toéxico positivo de los extractos
sobre los microorganismos patégenos de origen
clinico seleccionados, independientemente de la
planta y la concentracion utilizada. En este aspecto
es importante sefalar que el tratamiento control
negativo (agua destilada estéril) no interfirié con el
desarrollo de los microorganismos evaluados, por lo
que la inhibicién de su desarrollo por los diferentes
extractos puede atribuirse sélo a los compuestos
contenidos en las especies de plantas evaluadas.

Particularizando en esta actividad biolégica,
puede afirmarse que ésta no se comporté de igual
manera en todos los casos, por ejemplo, en los
extractos procedentes de P aduncum, S. mombin y
D. axillare predominé una ligera actividad antimi-
crobiana (halo de inhibicién no mayor de 12 mm),
mientras que los de S. torvum y S. americanum
expresaron una actividad mayoritariamente mo-
derada. Estas dos Ultimas plantas se distinguieron
del resto porque 83.33 y 66.66% del total de
microorganismos expuestos a la concentracién de
200 mg/mL mostraron una sensibilidad moderada,
y en el caso del S. americanum provocé el Unico
efecto téxico marcado en el experimento (halo de
inhibicion mayor que 24 mm).

Igualmente quedé demostrado que los extractos
acuosos de hojas y tallos secos de S. mombin y D.
axillare fueron los que exhibieron el menor efecto
toxico sobre el total de bacterias utilizadas, pues
ambas carecieron de actividad para 33.34% de
ellas cuando se utilizé la concentracién de 50 mg/
mL. Tal efecto no parece estar relacionado con los
tipos de estructuras de la envoltura celular propia
de las bacterias Gram negativas y positivas, mas
bien debe estar relacionado con el nimero y las

bajas concentraciones de principios activos con
propiedades antimicrobianas contenidas en los
extractos acuosos, producto quizas del tipo de
solvente utilizado.

Razonamiento independiente merece la res-
puesta emitida por la cepa circulante de Candida
albicans, cuando se enfrentd a la accién toxica de
los diferentes extractos y sus respectivas concen-
traciones. Sobre este particular puede afirmarse
que esta levadura patégena es moderadamente
sensible a todas las concentraciones del extracto
acuoso del D. axillare y a la dosis de 200 mg/mL
del P aduncum. Referente a la D. axillare es impor-
tante destacar que, a pesar de ser considerada una
riqueza floristica de nuestro pais,** no se reporta
hasta el momento ninglin estudio experimental o
etnobotanico que describa o afirme las potencia-
lidades halladas, por lo que este resultado in vitro
posiblemente sea el primer reporte en Cuba sobre
sus propiedades antifliingicas sobre poblaciones
actualmente circulantes en organismos humanos.

En sentido general, los resultados demostra-
ron concordancia no sélo entre las propiedades
demostradas y las atribuidas popularmente en
Cuba, el cual confirmé la actividad antimicrobiana
del P aduncum, S. mombin y S. americanum,” sino
con algunos resultados de estudios in vitro e in
vivo divulgados en publicaciones internacionales.
Respecto a las evidencias experimentales sobre el
potencial antimicrobiano de los extractos sujetos a
estudio, diferentes autores han confirmado que P
aduncum,* S. mombin,” D. axillare,?®S. torvum,'*?*3
y S. americanum?®' poseen efectos toxicos positivos
sobre diferentes microorganismos patégenos
aislados en humanos y animales enfermos, en los
cuales se incluyen bacterias, virus y nematodos.
Lo anterior, permite inferir la amplia variedad de
efectos que poseen y que dicho comportamiento
no es algo exclusivo en individuos que crecen en
Cuba, sino que es una caracteristica inherente a
cada especie.

Independientemente de que algunas de las
plantas involucradas en este estudio actualmente
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se usan por sus propiedades antimicrobianas,
se recomienda ampliar el estudio de la actividad
antimicrobiana, con un mayor nimero de cepas
bacterianas y flngicas de interés clinico. Ademas,
seria conveniente realizar estudios fitoquimicos
para tratar de caracterizar los principios activos
responsables de estas propiedades, conjuntamente
con aquellos que brinden criterios de seguridad
sobre su uso en el huésped, como requisito para
su futuro empleo terapéutico, pues se conoce
que algunas especies, como las pertenecientes al
género Solanum, inducen con frecuencia cuadros
de intoxicacién en macroorganismos posterior a
su consumo.®
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