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RESUMEN

La evolucion de los mecanismos de resistencia
desarrollados por las bacterias contra ciertos antibidticos,
representa en la actualidad una amenaza para la salud
publica. Esto conlleva la necesidad de descubrir nuevas
moléculas bioactivas provenientes de fuentes naturales. En
tal sentido, la presente investigacion, realizada con el
extracto metandlico concentrado de los bulbos de Crinum
amabile (BCa), permitid establecer mediante un analisis
quimico preliminar la presencia de moderadas a altas
concentraciones de fenoles, flavonoides, taninos y
cumarinas. También, se detectaron minimas cantidades de
alcaloides, glicosidos y esteroides, asimismo la ausencia de
mucilagos y saponinas. Por otra parte, el ensayo
antibacteriano con BCa, realizado por el método de difusién
en agar con discos, solo mostrd un efecto inhibitorio contra
la bacteria grampositiva S. aureus (ATCC 25923) a la CIM
de 100 pg mL™.
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ABSTRACT

The evolution of bacterial resistance mechanisms against
certain antibiotics currently poses a public health threat. This
creates a need to discover new bioactive molecules from
natural sources. In this context, the present study conducted
using a concentrated methanolic extract of Crinum amabile
bulbs (BCa), established through preliminary chemical
analysis, the presence of moderate to high concentrations of
phenols, flavonoids, tannins, and coumarins. Trace amounts

of alkaloids, glycosides, and steroids were also detected,
while mucilages and saponins were absent. Furthermore, the
antibacterial assay using BCa, performed via the disk agar
diffusion method, showed an inhibitory effect only against
the Gram-positive bacterium S. aureus (ATCC 25923) at an
MIC of 100 pg mL™.
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Crinum amabile, secondary metabolites,
phytochemical screening, antibacterial activity.
INTRODUCCION

En la actualidad, existe la necesidad del descubrimiento
de nuevas moléculas activas obtenidas de fuentes naturales
que permitan desarrollar nuevos medicamentos utilizados
para combatir algunos procesos infecciosos originados por
microorganismos patdgenos resistentes a los antibidticos [1-
3]. La utilizacion de las plantas medicinales se remonta
desde la antigiiedad para el tratamiento de ciertas
enfermedades; accion atribuida a la presencia de diversos
metabolitos secundarios que biosintetizan [4].

En las plantas, estas especies quimicas denominadas
fitoanticipinas, actian como primera barrera de defensa
constitutivas ante el ataque de los patégenos, de igual
manera, tienen la capacidad de producir las fitoalexinas
como mecanismo de repuesta ante procesos de estrés biodtico
y abidticos [5, 6].

Dentro de la familia Amaryllidaceae se encuentra la
subfamilia Amaryllidoideae, la cual comprende alrededor de
60 géneros y 800 especies; considerada una fuente
importante de alcaloides del tipo isoquinolinico con
potencial biologico [7-9]. Por su parte, el género Crinum L.
representado por 160 especies, se encuentra distribuida en la
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zona pantropical de Asia, Australia, Africa y América;
descrita como una planta perenne, bulbosa con hojas
alargadas y flores vistosas [1,10]. En Venezuela, se reporta la
presencia de las especies no endémicas C. moorei, C.
amabile, C. erubescens, C. latifolium, C. asiaticum y C.
Jjagus; utilizadas principalmente como plantas ornamentales
en casas y algunos espacios publicos [1].

En la medicina tradicional las diferentes partes de la
planta son utilizadas en cocimiento para el tratamiento de
dolores articulares, infecciones renales, trastornos
vesiculares, dificultades respiratorias, entre otros [11-14]. De
igual manera, se reportan para el género el aislamiento de un
nimero importante de alcaloides derivados del nucleo
isoquinolina del tipo: crinina, haemantamina, licorina,
galantamina y narsiclasina [2]. Asimismo, flavonoides,
cumarinas, ésteres, fenoles, acidos grasos, aldehidos,
carbohidratos, alcoholes y terpenoides [14-16].

El analisis fitoquimico para el extracto metandlico de los
bulbos de Cricum moorei permitio establecer la presencia de
diversos compuestos oxigenados, a saber: flavonoides,
fenoles y taninos. Por su parte, el ensayo antibacteriano
reveld6 un efecto inhibitorio contra las bacterias
Staphylococcus aureus 'y Enterococcus faecalis a las
pg/mL 'y 500 pg/mL,
respectivamente [1]. Por otra parte, el extracto organico de

concentraciones de 100

las hojas de Crinum purpurascens a la concentraciéon de 12
mg/mL afectd el crecimiento de las bacterias Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, S.
aureus, Salmonella Typhi y Salmonella Paratyphi. De igual
manera, comprobaron la acciéon sobre el crecimiento
bacteriano de los compuestos aislados hippadina y sitosterol
a la CIM entre 200 pg/mL a 300 pg/mL [12].

Los extractos en metanol y etanol obtenidos de las hojas
de Crinum defixum ensayados a la concentracion de 150
pg/mL mostraron su mayor actividad sobre el crecimiento de
los microorganismos E. coli, S. aureus, P. aeruginosa,
Proteus vulgaris, Candida albicans y Aspergillus flavus [17].

También existen reportes sobre los efectos citotoxicos
para los extractos y algunos compuestos puros aislados en el
género Crinum sobre ciertas lineas celulares de cancer. En
ese sentido, el extracto de las hojas de Crinum macowanii
evaluado con el método del MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-
5-[3-carboximetoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio)
inhibi6 la proliferacion de las células de cancer de pulmon
(A549) a una ICso de 100 pg/mL [6]. Otra investigacion,
determind la accion de los componentes quimicos presentes
en los extractos etanolicos de las hojas y bulbos de Crinum
americanum sobre las células de neuroblastos (SH-5YSY) a
la ICso de 95,35 pg/mL y 185,01 pg/mL, respectivamente
[18]. El triterpeno cicloneolitsol y el alcaloide hippeastrina

aislados del extracto metandlico de las hojas de Crinum
asiaticum fueron ensayados con el método de citotoxicidad
de microcultivo fluorométrico, los mismos presentaron una
alta efectividad contra las células de cancer de colon
(HCT116), higado (Huh7) y prostata (DU145) con valores de
ICso entre 73,76 a 132,53 uM [19].

Algunos alcaloides presentes en las plantas del género
Crinum  han  demostrado su efecto contra la
acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE),
las cuales, estan asociadas al desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer debido a la degradacion del neurotransmisor
acetilcolina. Del extracto metanolico de Crinum latifolium L
recolectado en Vietnam identificaron por resonancia
bidimensional el alcaloide deacetilbowdensina que mostr6 un
elevado efecto inhibitorio sobre la AChE con un ICsy de
32,65 £2.72 uM al compararlo con el farmaco de referencia
Galantamina® (2,40 £ 0.45 pM) [20]. El estudio de las
fracciones alcaloidales de plantas del género Crinum,
Amaryllis 'y Zephyranthes recolectadas en los andes
venezolanos permitid identificar algunas estructuras
quimicas analogas de la licorina con accion selectiva sobre
las enzimas AChE (ICso < 1,75 pg/mL) y BuChE (ICso <
8,72 ug/mL) [9].

La presente investigacion tiene como objetivo determinar
cualitativamente la presencia de algunos metabolitos
secundarios en el extracto metanolico de los bulbos de
Crinum amabile y su accion sobre el crecimiento de algunas
cepas bacterianas ATCC de referencia internacional.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del material botanico: los bulbos de
Crinum amabile (BCa) se recolectaron a una altitud de 1685
m s. n. m. (8°37°38” N-71°02’45” W), sector Mucuy bajo de
la poblacion de Tabay, Municipio Santos Marquina del
estado Mérida.

Determinacion taxonémica: la identificacion de la
muestra vegetal fue realizada por el Dr. Pablo Meléndez.
Una muestra testigo con el codigo JR 69 se depositd en el
Herbario “Dr. Luis Ruiz Teran” (MERF), Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes,

Meérida, Venezuela.

Seleccion y tratamiento del material vegetal: la
cantidad de 650 g de los bulbos recolectados fueron
sometidos a un proceso de secado utilizando un horno
eléctrico a la temperatura de 40°C durante al menos 72 horas.
Transcurrido este tiempo, la muestra libre de humedad y
quebradiza al tacto se molid hasta obtener una cantidad de
polvo equivalente a 80 g de BCa, el cual fue colocado en un
envase rotulado y conservado en un lugar fresco.

Extraccion por maceracion: con el polvo de BCa se
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realizd una extracciéon solido-liquido por maceracion a
temperatura ambiente utilizando como solvente metanol
durante dos ciclos continuos de cinco dias. La solucién
resultante se filtr6 por gravedad y concentré destilando el
solvente a presion reducida utilizando un rotavapor a la
temperatura de 40°C. El extracto con un peso de 12 g fue
colocado en un frasco de color ambar rotulado y se guardo
bajo refrigeracion hasta el dia del analisis.

Tamizaje Fitoquimico: el ensayo cualitativo preliminar
para el extracto metanolico de BCa consistié en una serie de
reacciones colorimétricas y separaciones cromatograficas
que permitieron identificar de forma cualitativa la presencia
de alcaloides, antraquinonas, glicésidos,
flavonoides, cumarinas, mucilagos, taninos, esteroides y
fenoles. La Tabla 1 describe los procedimientos utilizados
para las diferentes pruebas [21-23].

saponinas,

TABLA 1.
Ensayos cualitativos para el extracto metanolico de los bulbos de Crinum amabile
Metabohfo Reactivos Resultados Metabollt'o Reactivos Resultados
secundario secundario
Alcaloides Dragendorff Precipitado rojo- Mucilagos Enfriamiento Consllstencm
pardo a 0-5°C gelatinosa
NaOH 2N | Amarillo (glicésidos) | Fenoles FeCly/NaCl | Rojo vino, verde o
0,9% azul.
Glicosidos y Interfase azul o
glicésidos Interfase marrén . verde (esteroides),
PR Keller— . Lieberman ) .
cardiotonicos e (azGcares 2- interfase amarillo-
Killiani . Bouchard .
desoxigenados) anaranjado
Esteroides y (triterpenoides
. . triterpenoides | Rosenthaler Interfase violeta
H2804(cone) Rojo (quinonas) vainillina (triterpenoides).
Antraquinonas Ensavo de Interfase marron-
NH4OHcone) | Rojo (antraquinonas) yo ce rojiza (anillo
Salkowski .
esteroideo)
Rojo (auronas, Solucion de Precipitado blanco
flavonas, flavonoles gelatina al 1% | (taninos)
Shinoda y/o chalconas), Solucién de »
anaranjado a rojo, N Precipitado blanco
(flavonas) y magenta gelatina 1%/ (taninos)
NaCl 10%:
(flavononas)
Rojo plrpura o rojo Rojo-vino
JO purp ) Taninos (compuestos
. cereza fenodlicos), verde
Flavonoides Reac,cmn de (d1h1droﬂa}vonaS), FeClz 10% intenso (taninos
Pew’s rosa o café . o
pirocatecoélicos) y
(flavanonas y/o :
e azul (taninos
dihidrochalconas) . o
pirogalactinicos)
Amarillo a rojo K3Fe(CN)s Azul (compuestos
(xantonas y/o 1% fendlicos)
NaOH 10% ﬂ'fwonas), _c_afe a Altura de la espuma
purpura rojizo H20 entre 8-10 mm
(chalconas) y azul z estable por 30
(antocianinas) minutos.
Fluorescencia de Saponinas
color azul, verde o Estructura en forma
Cumarinas NH4OHcone)y | amarillo a una NaHCO;3 de panal de abeja
longitud de onda de (saponinas)
365 nm
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Actividad antibacteriana: se evalu6 aplicando el método
de difusion en agar con discos de papel descrito por Velasco
y cols., (2005); utilizando las bacterias de referencia
internacional  Staphylococcus —aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli
(ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); las cuales fueron
reactivadas desde su medio de conservacion a temperatura
ambiente y verificadas en cuanto a su pureza [24, 25].
Posteriormente, cada indculo bacteriano se preparé en
solucion salina al 0,85% m/v ajustando el grado de turbidez
con el patron McFarland N° 0,5 equivalente a 105 UFC/mL.

Los inbéculos se sembraron por separado de manera
confluente en la superficie del agar Miieller Hinton
utilizando un hisopo estéril, luego se colocaron los discos de
papel de filtro con un didmetro de 6 mm impregnados con 20
pL de: extracto metandlico de BCa, solvente (control
negativo) y farmacos de referencia para cada
microorganismo (controles positivos).

Los medios de cultivo inoculados se preincubaron
durante 18 h a 4°C para favorecer la difusiéon de los

compuestos presentes en la muestra de BCa, Posteriormente,
se incubaron a 37°C durante 24 h para luego realizar las
lecturas de los halos de inhibicion expresadas en milimetros.
Finalmente, se determindé la concentracion inhibitoria
minima (CIM) frente a aquellos microorganismos que
mostraron sensibilidad, preparando las correspondientes
diluciones del BCa en el rango de concentracion de 100 pg/
mL a 600 ug/mL [26].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados para el ensayo preliminar cualitativo del
extracto metanodlico de BCa presentados en la Tabla 2,
permitieron establecer una mayor abundancia de compuestos
aromaticos oxigenados. En ese sentido, la reaccion de 6xido
reduccion con la sal férrica determiné una elevada
concentracion de compuestos fenodlicos. Por otra parte, la
observacion del color azul bajo la luz UV (A= 365 nm)
posterior a la reacciéon con hidroxido de amonio, mostré un
alto contenido de compuestos del tipo benzopironas.

TABLA 2
Tamizaje fitoquimico del extracto metanoélico de los bulbos de Crinum amabile.
Metabolito Pruebas Resultados Metabolito Pruebas Resultados
secundario BCa secundario BCa
Alcaloides Dragendorff + Mucilagos Enfrloa_rgljénto a -
Glicosidos y NaOH 2N + Fenoles Fec(%(}/\l aCl +++
. r . bl o
gllco_s ldf)s. Keller Lieberman
cardiotonicos e + +
Killiani Esteroides y Bouchard
. H2S04 (con) - triterpenoides Rosenthaler +
Antraquinonas -
NH4OH (con) - Salkowski +
Reaccion de Gelatina al 1% -
Pew’s + Gelatina 1% / )
Fl d Taninos NaCl 10%:
avonoides Shinoda - FeCl3 10% +
0, -
NaOH 10% - KsFe(CN)s 1%
Saponinas Hz0 -
Cumarinas NH4OH (con) +++ P NaHCO3 -
BCa: bulbos Crinum amabile, ausente:(-), baja: (+), moderada: (++), alta: (+++)
La interaccion de la base sodica con los grupos hidroxilos Dragendorff, Keller Killiani,  Lieberman-Bouchard,

de ciertos metabolitos secundarios aromaticos presentes en
BCa, proporciond una coloracion roja de moderada
intensidad que establecio la presencia de compuestos del tipo
xantona y/o flavonas. A su vez, la reaccion de BCa con
tricloruro férrico en solucion salina favorecio la aparicion de
un color azul para cantidades moderadas de taninos
pirogalatanicos.

La aplicacién de las pruebas colorimétricas de Pew’s,

Rosenthaler y Salkowski; evidenciaron bajas cantidades de
dihidroflavonas, alcaloides, glicésidos, esteroides y
triterpenoides. Asimismo, la ausencia de mucilagos y
saponinas.

Las plantas biosintetizan un grupo especifico de
metabolitos secundarios (IMS) con patrones caracteristicos
utilizados como marcadores quimiotaxondmico que permiten
la diferenciacion entre géneros y especies [27, 28]. Por su
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parte, las plantas de la familia Amaryllidaceae sintetizan un
grupo exclusivo de alcaloides del tipo isoquinolinico, los
cuales, poseen actividad anticolinesterasa, anticancerosa y
antimicrobiana. De igual manera, se encuentran flavonoides,
fenoles, glicosidos, taninos, esteroides y saponinas [9].

Los MS son sustancias quimicas activas utilizadas por las
plantas para combatir el estrés bidtico y abiodtico; ademas,
desempefian un rol importante en la supervivencia y la
interaccion ecoldgica. Su produccion depende de la
interaccidon con otras especies vegetales, microorganismos y
animales, asi como de la influencia de factores ambientales
como la luz, la temperatura, la humedad, la fertilidad del
suelo y la salinidad [2, 29].

Un numero importante de fitoquimicos
preliminares para las especies C. amabile, C. jagus, C.

analisis

latifolium, C. glaucum, C. asiaticum, C. americanum y C.
defixum, coinciden con los resultados obtenidos en la
presente investigacion, al destacar la presencia de
flavonoides, fenoles, glicosidos, taninos, esteroides,
saponinas y alcaloides [1,13-18, 30-34].

La separacion cromatografica y la posterior elucidacion
por las espectroscopicas uni 'y
bidimensionales en algunas muestras del género Crinum han
permitido la identificacion de una diversidad de compuestos

diferentes técnicas

alcaloidales, a saber: 3-oxocrinina, trisfaeridina, bufanisina,
augustina, powelina, licorina, tazettina, galantamina 5-a-
hidroxihomolicorina, cripowellina A, cripowellina B,
isocraugsodina, cherillina, entre otros [8, 9, 16]. Asimismo,
se identificaron otras especies quimicas aromaticas
oxigenadas, tales como: 5,7-dihidroxi-2,8-dimetilcromeno,
2’ A4 -trihidroxichalcona y 2°,4,4 -trihidroxi-3 -metilchalcona, 4-
o-hidroxi-7-metoxi-8-metilflavanona, noreugenina, sitosterol y
estigmasterol [1, 35, 36].

En otro orden de ideas, los resultados de la actividad
antibacteriana que se presentan en la Tabla 3, indican que el
extracto metandlico de BCa solo inhibi6 el crecimiento de la
cepa grampositiva S. aureus con un halo de inhibicion de 13
mm. Las sucesivas diluciones de BCa permitieron establecer
la CIM en 100 pg/mL.

Existen valores de referencia que indican el nivel de
efectividad de los productos naturales sobre la proliferacion
bacteriana. En ese sentido, la actividad antimicrobiana se
clasifica como significativa (CIM <100 pg/mL), moderada
(100 pg/mL < CIM < 625 pg/mL) y baja (CIM >625 png/mL)
[37]. Con base en lo anterior, el extracto de BCa muestra una
elevada accion inhibitoria contra la bacteria S. aureus (CIM:
100 pg/mL) [38, 39].

TABLA 3
Actividad antibacteriana del extracto metandlico de los bulbos de Crinum amabile.

Zona de inhibiciéon (mm)* CIM

Microorganismos BCa Antibioticos mL"
LI | VA [ CE [ Az [ p1 | "8

Staphylococcus aureus " "
(ATCC 25923) 13 46 100
Enterococcus faecalis “
(ATCC 29212) NA 22 NE
Escherichia coli “
(ATCC 25922) NA 36 NE
Klebsiella pneumoniae "
(ATCC 23357) NA 46 NE
Pseudomonas aeruginosa *
(ATCC 27853) NA 26 NE

™

LI: Linezolid® (30pg; Oxoid

); VA: Vancomicina® (30ug; Liofilchem s.r.1.); CE: Cefuroxima® (30ug;

Oxo0id™); AZ: Aztreonam® (30ug; BD BBL™), PI: Piperacilina® (100ug; Oxoid™) CIM: Concentracion
Inhibitoria Minima; NA: No activo NE: No ensayado; *mm: milimetros de los halos de inhibicion
(disco de 6 mm de diametro) / promedio 2 ensayos.

La accion antibacteriana de BCa contra la cepa S. aureus
esta relacionada con la presencia en altas concentraciones de
una variedad de compuestos oxigenados
flavonoides y taninos- con grupos hidroxilo libres. Estos
compuestos interactiian con sitios especificos en las bacterias
encargados de la sintesis enzimatica en la pared celular de las
grampositivas [40-42]. Sin embargo, la inocuidad de BCa
sobre las bacterias gramnegativas se debe a la dificultad que
presentan los MS para difundir a través de la bicapa

-fenoles,

asimétrica conformada por lipopolisacaridos y fosfolipidos
[43].

La selectividlad de BCa obtenidacon la muestra
recolectada en el sector de la Mucuy (estado Mérida) y el
extracto metanodlico de los bulbos de C. moorei proveniente
de la localidad el Valle via paramo la Culata (estado Mérida),
fue similar contra S. aureus (CIM: 100 pg/mL). Sin
embargo, este ultimo concentrado vegetal también presentd
accion sobre E. faecalis a una CIM de 500 pg/mL; esta
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actividad se encuentra relacionada con la presencia de otros
MS que biosintetiza la planta bajo la influencia de ciertos
factores bidticos y/o abioticos [1].

El estudio realizado por Iannello y cols., 2014; con el
extracto metandlico de las hojas de C. angustum por el
método de microdilucion en caldo, permitié establecer un
efecto moderado sobre el crecimiento de las bacterias S.
aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, E. faecalis, con un valor
de ICso de 312 pg/mL. Para el caso de las muestras
hospitalarias S. aureus (SARM) y K. pneumoniae (CRKP),
los valores de ICsp se ubicaron entre 78 pg/mL y 625 pg/mL
[44].

El analisis realizado con las fracciones en diferentes
solventes —hexano, acetato de etilo y metanol- obtenidas de
los bulbos de C. jagus mostré6 un minimo efecto sobre el
crecimiento de las bacterias granpositivas S. aureus y B.
substilis a la CIM de 6,25 mg/mL. De igual manera, estas
fracciones afectaron la proliferacion de P. aeruginosa, E.
coli, K. pneumoniae, S. Typhi, Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Penicillium notatum 'y Rhizopus stolonifer, con
valores de CIM inferiores a 200 mg/mL [32].

Los compuestos puros hippadina, hippacina, (2S)-4’-
hdroxi-7-metoxiflavano y (2R)-4’-hidroxi-5,7-dimetoxiflavano
aislados del extracto etanolico de C. distichum mostraron un
elevado efecto antibacteriano contra las cepas nosocomiales
S. aureus (SARM) y S. aureus (SASM) a las CIM < 32
pg/mL [45]. En otro estudio lograron aislar del extracto
butandlico de las hojas y flores de C. glaucum el alcaloide
ungeremina con actividad contra las bacterias E. coli y P.
aeruginosa a la CIM de 8 pg/mL. También identificaron el
compuesto nitrogenado adenosina, el cual afectd6 de manera
selectiva el crecimiento de Proteus mirabilis a la CIM de 32
pg/mL [13].

CONCLUSIONES

El analisis fitoquimico preliminar del extracto de BCa
reveld de moderadas a altas concentraciones de compuestos
aromaticos oxigenados, tales como fenoles, flavonoides,
taninos y cumarinas. Asimismo, se detectaron Dbajas
proporciones de alcaloides, glicdsidos y esteroides, mientras
que los mucilagos y las saponinas estuvieron ausentes. Esta
diversidad estructural es biosintetizada por la planta a lo
largo de su ontogénesis, en respuesta a factores bioticos y
abioticos.

Adicionalmente, el extracto de BCa exhibi6o actividad
antibacteriana contra S. aureus (CIM: 100 ug mL™"). Estos
resultados justifican el aislamiento de nuevas moléculas
activas frente a bacterias grampositivas, las cuales

representan una seria amenaza clinica como agentes causales
de infecciones.

El incremento de la resistencia bacteriana a los
antibidticos es considerado un riesgo global para la salud
publica, lo que limita la efectividad de los tratamientos
existentes. Por esta razon, surge la necesidad de descubrir y
desarrollar nuevos medicamentos a partir de fuentes
naturales.
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