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RESUMEN

Las hojas de Connarus venezuelanus B. var.
venezuelanus  fueron  extraidas con  hexano,
diclorometano y metanol, de forma progresiva. A cada
extracto se le realiz6 tamizaje fitoquimico con técnicas
de andlisis cualitativo empleadas en la determinacion
de metabolitos secundarios. Se comprobd la presencia
de varias familias de metabolitos secundarios con
interés bioldgico y farmacologico. El extracto
metandlico mostrd la mayor diversidad y abundancia
de compuestos, con los siguientes compuestos
mayoritarios: flavonoides, esteroides, triterpenos y
guinonas. A los extractos de diclorometano y metanol
se les evalud la actividad antimicrobiana por el método
de difusién en agar con discos, frente a bacterias y
levaduras de referencia internacional: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357),
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus
resistente a Meticilina (SARM) aislado de un paciente
hospitalizado, Candida albicans (CDC-B385) y C.
krusei (ATCC 6258). Solo el extracto metanodlico
resultd activo contra las bacterias Gram positivas, S.

aureus, E. faecalis y SARM, con valores de
concentracion inhibitoria minima (CIM) de 100
mg/mL, 250 mg/mL y 150 mg/mL, respectivamente.
Es la primera vez que se reporta el tamizaje
fitoquimico y la actividad antimicrobiana de las hojas
de esta especie.
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ABSTRACT

The organic extracts of hexane, dichloromethane
and methanol from the leaves of C. venezuelanus B.
var. venezuelanus, were underwent a phytochemical
screening. To perform it, qualitative analysis
techniques were used to determine the compounds and
was able to verify the presence of several families of
secondary metabolites with pharmacological and
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biological interest. It was determined that a greatest
diversity and abundance of compounds was found in
the methanolic extract, where flavonoids, steroids,
triterpenes and quinones are the most common. The
extracts of dichloromethane and methanol were
evaluated for antimicrobial activity by the disc agar
method. Only methanolic extract was active against
strains of Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) and methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) of clinical
origin, with minimal inhibitory concentration (MIC) of
100 pg/ml, 250 pg/ml and 150 pg /ml, respectively.
This is the first time that the phytochemical screening
and antimicrobial activity of C. venezuelanus leaves
are reported.

KEY WORDS
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INTRODUCCION

Aproximadamente la mitad de los medicamentos
son derivados u obtenidos de las plantas. El facil
acceso y el uso inapropiado de farmacos, para combatir
las infecciones causadas por microorganismos
patégenos, facilita la seleccion, persistencia y
diseminacion de microorganismos resistentes [1]. Esta
situacion ha llevado a la bisqueda de nuevos
compuestos con actividad antimicrobiana y los
extractos de productos naturales son una fuente de
ellos. ElI examen sisteméatico en la buasqueda de
compuestos bioactivos es ahora una rutina en muchos
laboratorios dedicados a la investigacion biomédica.
Esto ha ganado importancia en los ultimos afios,
debido al alarmante aumento de la tasa de resistencia
de los microorganismos a los antibidticos [2]. Entre los
microorganismos que presentan resistencia se
encuentra  Staphylococcus aureus resistente a
Meticilina (SARM), una bacteria que representa un
problema de salud publica a nivel hospitalario, es
endémico en muchas regiones, aumentando asi la
morbilidad, mortalidad y coste en los centros de
atencion  sanitaria  asociados a infecciones
intrahospitalarias [3-6].

Connarus venezuelanus B. var venezuelanus,
comUnmente llamado pico de loro, es un arbol de la

familia Connaraceae, ampliamente distribuido en la
region de los llanos venezolanos [7]. El perfil
bioldgico de la familia Connaraceae contempla
actividades tales como: antiinflamatoria,
antibacteriana, antifngica, antiviral, antitumoral,
hipertensora, espasmolitica, entre otras relacionadas
con la medicina popular [8,9]. La literatura sefiala el
uso de especies del género Connarus en la medicina
tradicional tales como: la corteza de C. suberosus, una
planta exclusiva de campos secos y cerrados de Brasil
central, se utiliza para aliviar el dolor estomacal [10];
C. perrottetti var. angustifolius se usa en el tratamiento
de infecciones genitourinarias en las mujeres, en el
sangrado uterino, ovarios quisticos, enfermedades
gastricas, dolores de cabeza, gripe, tos y congestion
[11] y la infusi6n de las hojas de C. semidecandrus es
administrada via oral, en Tailandia, para el tratamiento
de la diarrea [12]. El género Connarus ha sido poco
estudiado desde el punto de vista quimico y bioldgico.
En tal sentido, se ha descrito un poliflavonoide
altamente hidroxilado aislado de los frutos de C.
venezuelensis [13], leucopelargonidina de las raices de
C. monocarpus [14], seis alcaloides de C. paniculatus
var. paniculatus [15], iminoazUcares de C. ferrugineus
[16] y la identificacién y cuantificacion de varios
polifenoles en C. var. angustifolius [17]. En relacién a
sus actividades bioldgicas y farmacoldgicas, se
mencionan; actividad antinociceptiva y antipirética del
extracto metandlico de C. semidecandrus [18],
citotoxicidad en la linea de cancer de colon humano
KM-12 del extracto de diclorometano:metanol en
una proporcion de 1:1 de C. perrottetii [19] y la
capacidad de inhibir la actividad hemorrégica del
veneno de Bothrops atrox, que se observo del
extracto acuoso de C. favosus, sumado a su
actividad antioxidante y antibacteriana [20]. En este
estudio se describe el tamizaje fitoquimico y la
evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
extractos orgéanicos de las hojas de C. venezuelanus
recolectado en los llanos venezolanos.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Se recolectaron las hojas de C. venezuelanus el 14
de mayo de 2011, en los alrededores del Hato Marisela
(antiguo Hato El Frio. Latitud: 7.81169, Longitud: -
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68.8976), entre las poblaciones de Mantecal y El
Saman del estado Apure, Venezuela. Una muestra del
material vegetal (Voucher specimen) fue depositada en
el Herbario MERF “Luis Ruiz Teran” de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los
Andes, Mérida (Venezuela), bajo el namero CV-07. La
identificacion de la especie fue realizada por el
taxénomo Dr. Pablo Meléndez, Profesor de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los Andes.

Extraccion y tamizaje fitoquimico

Las hojas fueron sometidas a secado por
recirculacion de aire a 40 °C, posteriormente molidas y
maceradas de manera progresiva con solventes
organicos (hexano, diclorometano y metanol). Cada
uno de los extractos fue concentrado al vacio en un
rotavapor y fueron evaluados, mediante ensayos
fitoquimicos por triplicado, con la finalidad de
determinar la presencia de los diferentes metabolitos
secundarios, usando los procedimientos establecidos
[21-25].

Actividad antimicrobiana

Se determind la actividad antibacteriana y
antifingica de los extractos de diclorometano y
metanol, por el método de difusion en agar con discos
[26]. Los ensayos se desarrollaron contra bacterias y
levaduras de referencia internacional: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357),
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus
resistente a Meticilina (SARM N° 525) aislado de un
paciente hospitalizado, Candida albicans (CDC-B385)
y C. krusei (ATCC 6258). Para evaluar la actividad
antifungica se realizaron algunas modificaciones, el
agar Mdueller-Hinton (20 mL) fue suplementado con
glucosa 2%, p/v) y azul de metileno (0,5 pg/mL) [27]y
se mezcld con 1 mL del indculo de cada levadura, el
cual se habia ajustado previamente a una turbidez
equiparable al Patrén McFarland N° 1 3x108 UFC/mL)
con solucion salina fisioldgica [28]. Los ensayos se
realizaron por duplicado.

RESULTADOS

venezuelanus, el extracto metandlico es el que contiene
una gran diversidad de metabolitos secundarios
(glucésidos, flavonoides, esteroides, triterpenos,
quinonas, saponinas y compuestos fenolicos); los
mayoritarios fueron flavonoides, triterpenos vy
quinonas. El extracto de hexano mostré solo la
presencia de glucdsidos cardiotonicos (Tabla 1). De la
actividad biolégica evaluada al extracto de
diclorometano (ED) y metanol (EM), solo el EM de las
hojas de C. venezuelanus mostré actividad
antibacteriana, con inhibicién del desarrollo de las
bacterias Gram positivas, S. aureus, E. faecalis y
SARM, con valores de concentracion inhibitoria
minima (CIM) de 100 mg/mL, 250 mg/mL y 150
mg/mL, respectivamente (Tabla 2).

DISCUSION

Los ensayos del tamizaje fitoquimico indicaron,
que de los tres extractos organicos evaluados de C.

De los tres extractos obtenidos de las hojas de C.
venezuelanus, el extracto metandlico mostrd la mayor
variedad de compuestos: fenoles, triterpenos,
flavonoides, quinonas y taninos. Al respecto, Jiménez
y col. 2001, describen la presencia de algunos de estos
metabolitos, como flavonoides y quinonas en las hojas
y tallos de la especie C. lambertii, recolectada en el
amazonas venezolano [29].

En un estudio realizado en Brazil a C. var.
angustifolius se comprob6 el contenido de compuestos
fendlicos [17] y a partir de extractos de los frutos de C.
venezuelensis se aislaron flavonoides y quinonas [23].
Este es el primer reporte del tamizaje fitoquimico
realizado a las hojas de C. venezuelanus. En relacion a
la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
extractos de las hojas de C. venezuelanus, so6lo el
extracto metandlico mostré actividad antibacteriana,
frente a S. aureus, E. faecalis y SARM. La actividad
observada frente a estos microorganismos se puede
atribuir a la presencia de flavonoides, triterpenos y
quinonas, compuestos a los cuales se les ha descrito
actividad antibacteriana [30-35]. El hecho de que el
extracto metandlico exhibid actividad antibacteriana,
contrario al extracto de diclorometano que resulto
inactivo, puede ser debido a la habilidad del metanol
para solubilizar y mejorar la extraccion de una gran
variedad de metabolitos biol6gicamente activos. Lo
observado confirma estudios previos, que reportan que
el metanol se encuentra entre los mejores solventes
utilizados para la extraccion de sustancias
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TABLA 1
Tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de Connarus venezuelanus B var. venezuelanus

. . Hojas
Metabolitos Secundarios Ensayo
EH | ED | EM
Wagner - - -
Alcaloides Mayer - - -
Dragendorff - - -
Cumarinas Fluorescencia a 365nm - - -
Glucdsidos NaOH () + - +

Keller — Killiani (2-desoxiazucar) - - -

Glucosidos cardiotonicos  ~Reaccidn de Legal (cardendlido o
lactonas a,B-insaturadas)

Nucleo fendlico FeCls Ext. Acuoso - - +++
Reaccién de Shinoda - - -
Reaccion de NaOH 10% - - +++
Reaccién de Pew’s - - _
CCF: 2-aminoetil-difenilborato - - -
Reaccién de Lieberman Bouchard - - +++

Esteroides y/o Reaccién de Rosenthaler
Triterpenoides (Triterpenoides)

Salkowski (Esteroides) - - -

Flavonoides

CGHG (conc.) - - -
NH,OH (conc.) - - ++
Reaccién de Borntraguer - - +++
HzSO4 (conc.) - - -
Resinas H2S04 (conc.) - - -
Altura de la espuma - - -
Saponinas Bicarbonato - - +++
CCF: Komarowsky - - ++
Gelatina 1% - - -
Gelatina (1%) — Sal (10%) - - -
FeCl; 10% - - ++
KFe(CN)s 1% - - -
Mucilagos Enfriamiento a 0-5 °C - - -

EM: extracto metandlico, ED: Extracto en Diclorometano, EH: Extracto Hexanico, -: Ausencia, +: Baja confiabilidad,
++: Mediana confiabilidad, +++: Alta confiabilidad.

Antraquinonas

Quinonas y/o antronas

Taninos
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TABLA 2
Actividad antimicrobiana de los extractos de las hojas de Connarus venezuelanus B var. venezuelanus

. . Zona de inhibicion (mm) * CIM
Microorganismos
’ ED | EM | Control Positivo | (M@/mL)

Staphylococcus aureus ATCC 25923 NA 10* SXT 42* 100
Enterococcus faecalis ATCC 29212 NA 9% VA 27 250
Escherichia coli ATCC 25922 NA NA GM 35* NP
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 NA NA AZT 50* NP
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 NA NA CEF 40* NP
SARM N° 525 NA 11~ - - 150
Candida albicans CDC-B385 NA NA FLU 32* NP
Candida krusei ATCC 6258 NA NA VOR 30* NP

*mm de halos de inhibicion (discos de 6 mm de didmetro), promedio de tres ensayos. ED: extracto de
trimetoprim-sulfametoxazol® 1,25/23,75 pg, VA:
vancomicina® 30 pg, GM: gentamicina® 10 pg, AZT: aztreonam® 30 pg, CEF: cefepima® 30 pg, FLU:
Fluconazol® 100 pg, VOR: Vorcum® 200 mg Voriconazol 400 pg/mL , NA: no activo, NP: no probado,
CIM: Concentracion Inhibitoria Minima rango 50-300 mg/mL, SARM: Staphylococcus aureus resistente a

diclorometano, EM: extracto metandlico, SXT:

Meticilina aislado de un paciente hospitalizado.

antimicrobianas, en comparacion con otros solventes
tales como, agua, etanol y hexano [36].

La inhibicion del desarrollo solo de las bacterias
Gram positivas, permite inferir que la accion de los
compuestos identificados en el extracto metandlico de
las hojas de la especie en estudio estan dirigidas a
interrumpir la sintesis del peptidoglicano, compuesto
principal de la pared celular de las bacterias Gram
positivas [37].

Otras especies de la familia Connaraceae, como
Rourea santaloides [38], Brysocarpus coccineus [39] y
Cnestis ferruginea [40], evidenciaron actividad
antibacteriana, lo cual indica que esta familia es una
fuente de metabolitos potenciales como
antibacterianos. Estos resultados son de gran
importancia debido a que, entre los microorganismos
que presentan mayor resistencia se encuentra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM),
una bacteria que representa un problema de salud
publica a nivel hospitalario, es endémico en muchas
regiones aumentando asi su morbilidad, mortalidad y
coste en los centros de atencidn sanitaria asociados a
infecciones intrahospitalarias [41,42]. Este es el primer
reporte de actividad antibacteriana de las hojas de C.
venezuelanus.

CONCLUSIONES

El extracto metanodlico de las hojas del C.
venezuelanus  contiene  glucosidos,  flavonoides,
esteroides, triterpenos, quinonas, saponinas Yy

compuestos fendlicos y fue activo frente a
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y
SARM, lo cual indica que los metabolitos secundarios
que lo constituyen, puros o en sinergia, son una fuente
alternativa terapéutica en el tratamiento de infecciones
causadas por bacterias Gram positivas.
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