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RESUMEN

Introduccion: Un vasto nimero de farmacos al servicio de la humanidad son sintéticos,
descubiertos como metabolitos secundarios de fuentes animales, vegetales o de
microorganismos. Su descubrimiento ha sido fruto del resultado de una labor cientifica-
sistematica, llevada a cabo mediante investigaciones enfocadas en el aislamiento y la

caracterizacion estructural de las sustancias organicas de origen natural.
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Objetivo: Evaluar la actividad antimicética y antibacteriana de los extractos de diferente
polaridad de Anacardium occidentale (Anacardiaceae).

Métodos: Se realizd un seguimiento de los extractos de diferente polaridad mediante
pruebas cualitativas, espectrofotometria UV-Vis y cromatografia de capa fina (CCF).
Ademas, se evalud el potencial antibacteriano mediante antibiogramas de difusion de
acuerdo con la notacién y la metodologia del EUCAST, utilizando como organismo de
prueba Staphylococcus aureus. También se evalud el potencial antimicético segun el
protocolo de la CLSI mediante macrodiluciones en caldo para las especies Aspergillus niger
y Trichophyton rubrum.

Resultados: De acuerdo con las pruebas colorimétricas, cromatogréficas y
espectrofotométricas, se identifico que los extractos poseen compuestos de naturaleza
fenolica, los cuales presentan actividad antibacteriana y antimicoética, presumiblemente por
la presencia de estos compuestos o por la sinergia entre ellos, y sobresale que algunos de los
extractos evidenciaron mayor inhibicion para los microorganismos evaluados en
comparacion con los medicamentos utilizados convencionalmente para combatirlos.
Conclusiones: De acuerdo con los andlisis, se observd la presencia de compuestos de tipo
fenolico, flavonoides y en algunos casos de tipo alcaloidal (espectrofotometria
correspondiente a los anillos A, B, C (270-300-350 nm). Los resultados permitieron
determinar que los metabolitos secundarios de tipo fendlico presentan un alto potencial
antibacterial contra Staphylococcus aureus y antimicético contra Aspergillus niger y

Trichophytum rubrum.

Palabras clave: Anacardium occidentale; antibacteriano, antimicotico; Aspergillus niger;

Staphylococcus aureus; Trichophyton rubrum.

ABSTRACT

Introduction: A large number of the drugs used by humans are synthetic, discovered in the
form of secondary metabolites obtained from animals, plants or microorganisms. Their
discovery has been the result of systematic scientific work carried out via research aimed at

the isolation and structural characterization of organic substances of natural origin.
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Objective: Evaluate the antifungal and antibacterial activity of extracts of varying polarity
from Anacardium occidentale (Anacardiaceae).

Methods: Extracts of varying polarity were followed up by qualitative testing, UV-Vis
spectrophotometry and thin layer chromatography (TLC). Antibacterial potential was
evaluated with diffusion antibiograms following EUCAST notation and methodology and
using Staphylococcus aureus as test organism. Antifungal potential was evaluated in
compliance with the CLSI protocol with broth macrodilutions for the species Aspergillus
niger and Trichophyton rubrum.

Results: Colorimetric, chromatographic and spectrophotometric analysis determined that
the extracts contain phenolic compounds and display antibacterial and antifungal activity
presumably due to the presence of these compounds or the synergy between them. Some of
the extracts were found to cause greater inhibition in the microorganisms evaluated than the
drugs conventionally used to combat them.

Conclusions: The extracts analyzed were found to contain phenolic compounds, flavonoids
and in some cases alkaloidal compounds (spectrophotometry corresponding to rings A, B, C
(270-300-350 nm)). Results show that the secondary phenolic compounds contained in the
extracts display high antibacterial potential against Staphylococcus aureus and high

antifungal potential against Aspergillus niger and Trichophytum rubrum.

Key words: Anacardium occidentale, antibacterial, antifungal, Aspergillus niger,

Staphylococcus aureus, Trichophyton rubrum
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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas son causadas por virus, hongos y bacterias. En primer lugar,
son causadas por bacterias; en segundo lugar, por virus; en tercero, por hongos y en cuarto
lugar por parésitos. Dentro de las bacterias, Staphylococcus aureus es una de las mas
resistentes. En cuanto a los hongos, Aspergillus niger y Trichophyton rubrum son los
causantes mas comunes de las infecciones micéticas.) Dichas infecciones se han
incrementado en el mundo debido al elevado nimero de pacientes inmunosuprimidos, con

cancer, con trasplantes o con tratamiento de dialisis.?

Debido a la resistencia a los tratamientos convencionales contra este tipo de patégenos y a la
confianza que ofrecen los productos fitoterapéuticos en el tratamiento de enfermedades y
que, en comparacion con los farmacos sintéticos, son mas accesibles, de bajo costo y no
producen reacciones secundarias,® se ha impulsado el uso de las plantas medicinales para
tratar algunas afecciones primarias y otros trastornos de salud.®

La familia Anacardiaceae Lindl, la cual ha sido estudiada y ha demostrado que produce
sustancias bioactivas promisorias en el &mbito médico, abarca aproximadamente
600 especies que se encuentran principalmente en las zonas tropicales de todo el mundo. Los
ambientes donde se pueden encontrar son variados (desde las selvas altas perennifolias y
selvas bajas caducifolias hasta los ambientes perturbados, las zonas costeras y xerofitas)

donde se presentan como colonizadoras tempranas.

Los miembros de esta familia se conocen por causar reacciones alérgicas al contacto debido
a la presencia de compuestos fendlicos® y una de las especies estudiadas es Anacardium

occidentale para conocer sus efectos bioldgicos.®

Ya que en la literatura no se reportan muchos estudios que enfatizan en las propiedades de
los compuestos presentes en A. occidentale, se planted la presente investigacion para
determinar la naturaleza de los compuestos mayoritarios presentes en las hojas de la especie
en estudio y evaluar su respuesta sobre Staphylococcus aureus, que es una bacteria que ha

mostrado un cambio evolutivo en cuanto a su resistencia a los antibiéticos.(”

Ademas de las infecciones de origen bacteriano, también existen las provocadas por agentes

micoticos como Aspergillus niger y Trichophyton rubrum, que pueden causar afecciones
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pulmonares como la aspergilosis, que se manifiesta mediante alergias inmediatas o ataques
asmaéticos y la infeccion de los tejidos queratinizados como las ufas, el pelo y el estrato
corneo de la piel.®9)

La bdsqueda de nuevos productos naturales activos, por ejemplo, antiparasitarios,
antimicrobianos y antimicoticos, es provechosa, ya que existe una elevada diversidad
bioldgica en los ecosistemas tropicales y subtropicales con caracteristicas ecologicas Unicas
de estas regiones. Por este motivo, se han realizado tamizajes con el fin de determinar la
actividad de las plantas propias de los paises suramericanos, especialmente Colombia,

Bolivia y El Salvador.%1D

Las investigaciones realizadas con A. occidentale, referentes a su ecologia con algunas
aproximaciones en el campo quimico de las sustancias presentes en ella, se han enfocado en
la evaluacion de extractos y fracciones, donde posiblemente no atribuyan el efecto o la
respuesta a un compuesto especifico,>*3) por lo que se hace necesario el estudio e
identificacion de los principales componentes presentes en los extractos y asi atribuir un
espectro de actividades bioldgicas, por ejemplo, potencial toxicoldgico, antibacteriano,

antimicotico, antioxidante, citotoxico y antiprotozoario in vitro.

Ademas, se podria constatar el potencial terapéutico de las diversas especies que habitan en
nuestro pais y, por supuesto, dar respuesta a la gran expectativa que existe con respecto a los
problemas que se enfrentan hoy en dia relacionados con las enfermedades emergentes y

remergentes y sus consecuencias para la salud publica.

Es por ello que nos planteamos el objetivo de evaluar la actividad antimicética y
antibacteriana de los extractos de diferente polaridad presentes en las hojas de Anacardium

occidentale L. (Anacardiaceae).

METODOS

Material vegetal

El material vegetal (hojas) se colectd en el kilometro 41, Caldas (cultivo propio) y se
procurd seleccionar los individuos que no presentaran alteraciones antrépicas, es decir,
5

(G ev-rc | Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES

Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2019;24(1):e677

consecuencias de las practicas agricolas que pudieran alterar la composicion de los
extractos. Se utilizaron las hojas de A. occidentale, ya que se reporta efectividad
antimicrobiana de los compuestos presentes en ese tejido. Posteriormente se prensé el
material y se depositaron dos ejemplares en el herbario de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Caldas (FAUC) de la Universidad de Caldas.

Obtencion de extractos de diferente polaridad

Las hojas de A. occidentale se deshidrataron a 40 °C, se pesaron, se molieron y se mezclaron
con diferentes solventes (agua, metanol, acetato de etilo, hexano y acetona). La extraccion se
realizo hasta el agotamiento del material vegetal con cada uno de los solventes.t? Los
extractos obtenidos se concentraron mediante un sistema de evaporacion por rotacion

continua (rota-evaporacion).

De acuerdo con los resultados de las pruebas de la actividad antimicética y antibacteriana, se
realiz6 la extraccion liquido-liquido de los extractos que presentaron inhibicion de los
organismos evaluados con el fin de realizar un estudio biodirigido y determinar las

propiedades de los compuestos presentes en cada una de las fracciones.

Seguimiento de los extractos

Cada extracto fue monitoreado mediante pruebas presuntivas de tubo de ensayo (Meyer,
Wagner, Dragendorff, cloruro férrico, Shinoda, entre otros) para cada tipo de metabolito
presente en los extractos. El resultado positivo corresponde al cambio de coloracién o
aparicion de un precipitado para cada prueba comparada con un blanco, ademas se realizé la
espectrofotometria UV/vis con el fin de describir los posibles metabolitos presentes en los
extractos. Se realizd cromatografia de capa fina (CCF) mediante un sistema de elusion
compuesto de cloroformo:metanol (1:1) y hexano:acetato de etilo (7:3) y se utilizaron fases
estacionarias polares (gel de silice) y no polares (RP-18), las cuales fueron monitoreadas con

una lampara de luz ultravioleta.

(G ev-rc | Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES

Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2019;24(1):e677

Pruebas biolodgicas

Actividad antibacteriana

La prueba de la actividad antibacteriana se efectito mediante antibiogramas por difusion
(6 mm de diametro; 0,6 mm de espesor) en agar Mueller-Hinton para valorar los halos de
inhibicion.529 Previamente se realizo la estandarizacion de la turbidez para preparar el
inoculo mediante la escala 0.5 de McFarland®® con el fin de obtener una suspension de
1a2x 108 UFC/mL.

Los discos se impregnaron con los extractos a una concentracion de 400 ppm. Se utilizo
como organismo de prueba Staphylococcus aureus y se incub6 a 37 °C durante 48 horas
en cajas de Petri.?22) Como control antibacteriano se utilizd Sultamicilina (Ampicilina/
/Sulbactam; 1.000 pg/mL). En todos los casos las pruebas se efectuaron por triplicado. Se
determind el didmetro (mm) de todos los halos de inhibicién con el fin de comparar el efecto
de los extractos con el control y asi determinar los puntos de corte, basados en los criterios
del EUCAST, documento “Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters”
version 1.3%% para identificar la sensibilidad o la resistencia del microorganismo a los

tratamientos.

Actividad antifungica

La evaluacion se realiz6 sobre Aspergillus niger y Trichophyton rubrum (cepas
proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia Aplicada de la Universidad de Caldas).
Para preparar los medios de cultivo se emple6 una concentracion de cada extracto a 1 000
ppm en caldo YM. Cada microorganismo fue estandarizado mediante la escala 0,5 de

McFarland,V) para garantizar la concentracion del indculo.

Se sigui6 el protocolo de macrodilucion en caldo del CLSI®® por medio de tres diluciones
seriadas de 1 mL de extracto y 2,5 mL de caldo YM con agitacion en Vortex (Wisemix VM-10).
A cada tubo se le adicion6 1 mL del inéculo ajustado por turbidez,®? lo que permitié su
incubacion a 35 °C durante 24 horas. Cada concentracién se evalud por duplicado.

Transcurridas 24 horas, se determiné la turbidez de cada concentracion mediante
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espectrofotometria (Genesys 10S UV-Vis) a A = 490 nm. Cada concentracion se evalud
frente a un blanco que consistia en la mezcla del medio de cultivo con la respectiva
concentracion del extracto a evaluar para garantizar que las lecturas de turbidez
correspondieran al crecimiento del microorganismo. Ademas, se evaluo la turbidez de una
muestra que contenia el organismo de prueba con medio de cultivo y antimicético para
observar el comportamiento del hongo frente al medicamento comercial utilizado

convencionalmente para controlar el crecimiento (Anfotericina B®).

RESULTADOS

Recoleccidn, preparacion y seguimiento

de los extractos de las hojas de Anacardium occidentale L.

Las hojas de A. occidentale L. se secaron a temperatura ambiente durante 48 horas,
posteriormente se molieron y se obtuvo una masa de 74,35 g la cual se afadidé a los
diferentes solventes de extraccion hasta el agotamiento del material. Cada extracto seco y
pesado se sometid a diferentes pruebas preliminares de escrutinio (tabla 1) para determinar

los metabolitos presentes.

Tabla 1- Determinacion de los metabolitos secundarios en los extractos de diferentes polaridades

de A. occidentale mediante pruebas de tubos de ensayo

Alcaloides Fla'rullmulies ¥ Triterpenoides y esteroides Lactonas

Prueba/ antocianinas :

Muestra . FeClg Métodode | Libermamn Acido .

Mayers | Wagner | Ha80¢ | (100, pv) | Shinoda | Burchard | tricloroacético | “cooc | Baliet

Hexanoico Negativo Negatrvo | Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo | Negativo
Acetdnico Negativo Negative | Negativo Pozitive Pozitive Positivo Negativo Negative | Negativo
:?;Eﬁ; Negativo Positive | Negativo Pozitive Pozitive Negativo Negativo Negativo Positivo
Metandhco Positive Positive | Negativo Positive Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
Acueso Positive Positivo Positive Positive Positive Negativo Positive Negativo Negativo
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Posteriormente, se realizé el andlisis espectrofotométrico UV/vis a cada uno de los extractos
(Fig. 1) en rangos desde los 200 nm hasta los 700 nm. Se determinaron los metabolitos
secundarios del tipo fendlico y flavonoide con méaximos de absorbancia caracteristicos para

los fenoles entre 200 y 300 nm y para los flavonoides entre 400 y 500 nm.
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A. Hexanoico, B. Aceténico, C. Acetato de Etilo, D. Metandlico y E. Acuoso de A. occidentale.

Fig. 1 - Espectrofotometria de los extractos.

Pruebas biologicas

Actividad antibacteriana

Se presentaron halos de inhibicidn para los extractos de acetona (2) (6 mm) y de acetato
de etilo (3) (4 mm), evaluados contra un blanco compuesto por Sultamicilina
(Ampicilina/Sulbactam; 1 000 pg/mL), que presentd un halo de inhibiciéon de 27,33 mm
(tabla 2).
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Tabla 2 - Halos de inhibicién (mm) obtenidos a partir de los bioensayos

con Staphylococcus aureus para determinar la susceptibilidad y la resistencia

Halo de Punto de corte
Concentracion inhibicidén

(ppm) (mm)

Extractos Susceptible Resistente
(= 14 mm) (= 14 mm)
0,00 - +
Hexandico 400 0,00 - +
0,00 - +
0,00 - +
Aretonico 400 6,00 - -
0,00 - +
0,00 - +
400 0,00 - +
4.00 - +
0,00 - +
Metandlico 400 0,00 - +
0,00 - +
0,00 - +

Aretato de
efilo

Aruoso 400 0.00 - -
(.00 - +
Sultamiciling 1 000 2735 + -

Se realiz6 una cromatografia de capa fina (CCF) utilizando como fase estacionaria gel de
silice y como fase movil hexano:acetato de etilo (1:1) y acetona:butanol (1:1), y se revelo
con lampara ultravioleta sobre aquellos extractos que manifestaron actividad antibacteriana
(acetona [2] y acetato de etilo [3]) con el fin de identificar la naturaleza de los compuestos

mayoritarios en estas muestras.

De acuerdo con la metodologia propuesta, se realizd el fraccionamiento de aquellos
extractos que presentaron actividad bioldgica por medio de extracciones liquido-liquido
utilizando una elucién de hexano:etanol (7:3) para el extracto de acetato de etilo (3) y una

elucion de hexano:butanol (5:5) para el extracto de acetona (2), y se obtuvieron 4 nuevas
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fracciones, dos provenientes del extracto de acetona:hexano (2.1) y butanol (2.2), y dos del

extracto de acetato de etilo:hexano (3.1) y etanol (3.2).

De igual manera, se realiz0 la extraccion liquido-liquido para el extracto de hexano (2.1) con
butanol, el cual origind dos nuevas fracciones: organica (2.1.1) y acuosa (2.1.2), las cuales
fueron sometidas a ensayos de actividad antimicrobiana (antibiograma) para valorar los

halos de inhibicién.

De acuerdo con los resultados, los extractos que inhibieron el crecimiento de S. aureus
fueron la fraccion butandlica (2.1.2) (4 mm), procedente del extracto hexanoico fraccionado
del extracto crudo acetonico, y la fraccion butandlica (6 mm), obtenida directamente del

extracto crudo acetonico (2.2).

Asimismo, para verificar la composicion de los extractos butandlicos, los cuales presentaron
la actividad antibacteriana, se realiz6 la respectiva espectrofotometria para cada uno de los

extractos, lo cual evidencid la presencia de metabolitos del tipo fenol.

Actividad antimicotica

Se realizaron bioensayos antimicoticos sobre Aspergillus niger y Trichophyton rubrum con
los extractos que presentaron inhibicion en el crecimiento de S. aureus (extracto crudo de
acetato de etilo (3) y las fracciones (2.1.2 y 2.2). Para la formulacion del inéculo, se
realizaron diluciones seriadas desde 10 hasta 10, con el fin de determinar la concentracion
Optima para el crecimiento y generacion de esporas de los hongos, y se identificaron las

diluciones 102y 10! como 6ptimas para A. niger y T. rubrum, respectivamente.

Los tres extractos presentaron potencial antifungico al igual que el medicamento utilizado
como control (Anfotericina B®). Para Aspergillus niger, la mayor inhibicidn se presento al
estar expuesto a la fraccion butandlica (2.1.2) obtenida del proceso de desengrase del
extracto acetonico (2) (Fig. 2) y para Trichophyton rubrum fue la fraccion butanolica (2.2)

obtenida del extracto acetdnico (2).
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*Blancos formulados con el extracto a evaluar con el fin de evitar el efecto de la coloracion
propia del extracto, ** Anfotericina B®.
Fig. 2 - Crecimiento (Abs) de Aspergillus niger (A) y Trichophytum rubrum (B)

expuestos a los diferentes tratamientos.

DISCUSION

Seguimiento de los compuestos

Para el extracto hexanoico, los resultados reportados para cada una de las pruebas de tubo de
ensayo realizadas fueron negativos; sin embargo, a partir de la espectrofotometria se
observan compuestos del tipo flavonoide al presentar maximos de absorbancia entre 300 nm
y 400 nm y entre 500 nm y 600 nm.

Las pruebas de tubos de ensayo realizadas al extracto de acetona presentaron resultados
positivos para flavonoides, triterpenoides y esteroides, el extracto de acetato de etilo para
alcaloides, flavonoides y lactonas y los extractos metandlico y acuoso para alcaloides,

flavonoides, triterpenoides y esterioides.
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De acuerdo con lo anterior, se evidencia en los espectros de absorbancia tanto para el
extracto aceténico como para el de acetato de etilo, metandlico y acuoso la presencia de
compuestos de tipo flavonoide, en su mayoria. Adicionalmente, se observa en el espectro de

absorbancia del extracto de acetato de etilo la presencia de compuestos de tipo alcaloidal.

Respecto a la cromatografia de capa fina, se observa una coloracion naranja posterior al
proceso de revelado con luz UV, la cual corresponde a la presencia de compuestos de tipo
alcaloidal y flavonoide y que concuerda con las investigaciones realizadas por Martinez y
otros,?® lo que confirma la presencia de alcaloides, triterpenos, esteroides, taninos y

flavonoides en las hojas de Anacardium occidentale.

Actividad antibacteriana

Las fracciones obtenidas del extracto crudo de acetato de etilo no manifestaron ningln tipo
de actividad antibacteriana. Es muy probable que el potencial se deba a una reaccion
sinérgica como una interaccion farmacoldgica o toxicoldgica en la cual el efecto bioldgico
combinado de una o mas sustancias quimicas es mayor que la suma de los efectos de cada
elemento independiente.?” En el momento de realizar el fraccionamiento del extracto, se

elimina la reaccion combinada y, por lo tanto, pierde su actividad antibacteriana.

En el caso de los extractos butandlicos se evidencid actividad antibacteriana debido a la
presencia de compuestos de tipo fendlico y flavonoide, los cuales son altamente polares,
gracias a la presencia de grupos funcionales de tipo hidroxilo y carbonilo,?® que tienen
propiedades antioxidantes (captador de radicales libres), antibacterianas contra

enterobacterias, lo cual concuerda con las investigaciones realizadas por Martinez y otros. %

Actividad antimicoética

El extracto crudo de acetato de etilo y las fracciones butandlicas (2.1.2 y 2.2) obtenidas del
extracto crudo de acetona, presentaron actividad antimicotica, al igual que el medicamento
utilizado convencionalmente (Anfotericina B®) para el tratamiento de infecciones fingicas y

para el tratamiento de la leishmaniasis visceral. De acuerdo con lo anterior, se podrian
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comparar los resultados obtenidos con el extracto de acetato de etilo y butanol en las pruebas
de la actividad antimicética con el medicamento utilizado como control, ya que los extractos
y fracciones manifiestan este potencial porque probablemente poseen un mecanismo de
accion similar al que realiza el medicamento, el cual se fija fuertemente a los esteroles
(ergosterol) de la membrana de las células eucariotas, pero no de las procariotas. Como
consecuencia de esta fijacion se producen alteraciones en la estructura de la membrana, con
probabilidad por la formacién de poros compuestos por pequefios agregados de Anfotericina
B y esteroles. Estos defectos originan una despolarizacion de la membrana y un aumento de

la permeabilidad de los protones y los cationes monovalentes.

En los andlisis cualitativos, cromatograficos y espectrofotométricos se observo la presencia,
en su gran mayoria, de compuestos de tipo fenolico, flavonoide y, en algunos casos, de tipo
alcaloidal, al producirse la formacién de precipitados y tener lugar cambios de coloracién
con el reactivo de Shinoda y el cloruro férrico (FeCls) para flavonoides. En la prueba de
taninos para fenoles y la prueba Meyer y Wagner para alcaloides se observan bandas
caracteristicas de fenoles (200-300 nm) y de tipo flavonoidal con presencia de las tres

bandas tipicas de este nucleo correspondiente a los anillos A, B, C (270-300-350 nm).

Los resultados de esta investigacion permiten determinar que los metabolitos secundarios de
tipo fendlico que existen en las hojas de Anacardium occidentale L. presentan un alto
potencial antibacteriano frente a enterobacterias como Staphylococcus aureus y potencial

antimicotico sobre Aspergillus niger y Trichophytum rubrum.

De acuerdo con el estudio biodirigido, el extracto de acetato de etilo, el cual muestra
metabolitos de tipo fendlico y flavonoide, presenté mayor actividad con respecto a sus
fracciones en las cuales no se evidencié actividad antibacteriana ni antimicotica, por lo que

se puede inferir que existe sinergia entre los componentes del extracto.
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