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RESUMEN

Se evaluo la actividad biologica y fitoquimica de los extractos crudos de Bauhinia
monandra Kurtz). Cada extracto crudo, tanto metandlico como hexanico de la especie,
se evalu6 mediante la utilizacion de varios bioensayos. Para el efecto antibacteriano de
los extractos obtenidos, fueron utilizadas cepas bacterianas Gram positivas y Gram
negativas pertenecientes a la Coleccion Americana de Cultivos Tipo; se aplico la técnica
de susceptibilidad antimicrobiana o método de difusion en discos. En cuanto a la
actividad antimicotica, se evalud cada extracto en estudio sobre cepas de hongos
fitopatogenos, aplicando de igual manera el método de difusion en discos, previo a
obtener una suspension de esporas de cada cepa. El extracto metanolico del tallo mostrd
actividad bacteriana solo en las especies Gram positivas, mientras que el resto de los
extractos ensayados no mostraron actividad alguna frente a las cepas bacterianas y
micoéticas. A cada uno de los extractos también se les realiz6 el bioensayo contra el
crustaceo Artemia salina, el cual determina la mortalidad de los organismos frente a la
especie en estudio; los extractos metandlicos de hojas presentaron un CLso= 43,58
ug/ml, lo que indica que se pudiera estar ante posibles compuestos toxicos. Con respecto
al resto de los extractos ensayados, en esta prueba, no se observo actividad significativa
<1000 pg/ml. El andlisis fitoquimico de los extractos crudos de hojas y tallo de la
especie monandra mostr6 una reaccion positiva ante las diferentes pruebas de
flavonoides, polifenoles, alcaloides, taninos, saponinas, esteroles insaturados y
triterpenos pentaciclicos. Los resultados demuestran que esta especie vegetal podria ser
una fuente potencial de compuestos quimicos con una marcada actividad biologica y
terapéutica.

X



INTRODUCCION

Las plantas medicinales son todas aquellas que contienen uno o mas principios activos,
los cuales administrados en dosis adecuadas, producen un efecto curativo a las
enfermedades del hombre y los animales. Desde tiempos remotos, las plantas han sido
utilizadas como agentes terapéuticos, por tanto, el conocimiento sobre los usos,
adquiridos por la humanidad, se ha transmitido de generaciébn en generacion,
constituyéndose en lo que se conoce como etnomedicina, medicina popular o tradicional

(Albornoz, 1990; Muiioz, 2000).

La caracteristica mas importante de muchos de los principios de las plantas en la
naturaleza, radica en el hecho de que en algunos casos la misma se limita a especies o
subespecies Unicas, siendo por ende una manifestacion de la individualidad del
organismo que los contiene. Asi, una planta medicinal que contiene mas de un principio
activo sirve para tratar diferentes afecciones o trastornos. Finalmente, dichos principios
pueden ser incorporados de muchas formas: tomando una infusion realizada con la
planta seca y de manera natural, o comprando capsulas o aceites en las casas naturistas

(Albornoz, 1990; Muiioz, 2000).

La etnobotanica es la ciencia encargada del estudio e interpretacion de la historia de las
plantas en las sociedades antiguas y actuales, es decir, la relacion planta-hombre a través
del tiempo. Lo mads resaltante de esta ciencia es su dedicacion a la recuperacion y
estudio del conocimiento que las sociedades, etnias y culturas de todo el mundo han
tenido y tienen sobre las propiedades de las plantas y su utilizacion en todos los &mbitos
de la vida (Kumate, 1990). Aunque la metodologia sigue, en parte, la etnografica, una
correcta interpretacion de los datos no es posible sin un solido conocimiento boténico,
por lo que constituye un completo marco para el estudio de las complejas relaciones
humanidad-planta en sus dimensiones, simultaneamente, antropologicas, ecoldgicas y
botanicas (Alvarez, 2003). Desde finales de los afios 90 hasta nuestros dias, existe una

verdadera revolucion cientifica en la etnobotanica debido, fundamentalmente, a la



incorporacién e integraciéon creativa de nuevas metodologias, técnicas y topicos
provenientes de diferentes disciplinas, tales como la bioquimica, biologia molecular,
antropologia médica, ecologia vegetal, economia ambiental y lingiiistica comparativa.
Este caracter interdisciplinario de la etnobotdnica contemporanea es particularmente
evidente en investigaciones de etnofarmacologia-bioprospeccion, productos no
madereros-reservas forestales, agroecosistemas-desarrollo sustentable y biogeografia-
conservacion de biodiversidad. Este ultimo aspecto estimuld, a nivel mundial, un
creciente interés en la etnobotanica, en virtud de la masiva deforestacion de bosques

tropicales con la consecuente pérdida de biodiversidad (Cabeza, 1981).

El rescate de la informacion etnobotanica, con el correspondiente soporte taxondmico,
constituye una herramienta fundamental para el desarrollo de cualquier investigacion
inherente a la determinacién de compuestos activos presentes en las plantas. Estas
sustancias son las que, afanosamente, buscan los cientificos con la esperanza de fabricar
nuevos farmacos que alivien o curen las enfermedades que han azotado al género
humano desde su aparicion en el planeta. Esta informacion constituye, ademads, la base

para la medicina alternativa, la industria farmacéutica y cosmetologica (Cumana, 1998).

Por tradicion, ciertas especies vegetales han sido aprovechadas desde el punto de vista
alimenticio, artesanal, medicinal, ornamental y de construccién, entre otros. Sin
embargo, mucho de este conocimiento tradicional se esta perdiendo, bien sea por las
culturas que estan en peligro de rapida desaparicidon o por la destruccion de ecosistemas

que albergan plantas en peligro de extincion (Serra, 1999).

Desde el punto de vista medicinal, es sabido que el hombre, desde tiempos remotos,
conoce el poder curativo de las plantas, lo que ha permitido a tribus y grandes
poblaciones tener una vida mas duradera (Pittier, 1926). En consecuencia, se han
estudiado cuidadosamente muchas especies y, después de una larga experiencia, han
sido agregadas a la lista de medicamentos de la farmacopea por su valor terapéutico

(Albornoz, 1980).



El conocimiento de los constituyentes quimicos de las plantas que exhiben actividad
bioldgica es deseable, no solo para descubrir nuevos agentes terapéuticos o para
justificar la accidon terapéutica de la planta en particular, sino que esta informacion
permite detectar nuevas fuentes de materiales para la sintesis de sustancias quimicas
utiles al hombre y a los animales. Estos constituyentes pueden ser usados directamente
como firmacos o materia prima para la elaboracion de medicamentos y también de

sustancias bioldgicamente activas de importancia economica (Kaplan y Gottlieb, 1990).

Existen miles de plantas que poseen principios activos y la industria farmacéutica ha
logrado aislar muchos de ellos, obteniendo otros de forma sintética. Sin embargo, las
plantas medicinales son mucho mas efectivas porque en ellas se encuentran sustancias
asociadas que aumentan sus acciones curativas especificas, y el efecto terapéutico, puede
ser mas prolongado que el obtenido en un farmaco artificial. La busqueda de una
curacion rapida, ha determinado que muchas enfermedades queden enmascaradas y de
esta forma tengan todas las oportunidades de extenderse con mayor fuerza, debido a que
la mayoria de las veces se ve al ser humano dividido en cuerpo y mente, y no como un
ser integral. Por tanto, en muchos casos solo se logra una simple mejoria al atacar
directamente una determinada dolencia, con cientos de productos quimicos que invaden

cada dia el mercado (Delascio, 1985).

El comercio de las plantas medicinales en el ambito mundial ha aumentado de manera
significativa, desde hace mas de una década. Existen tres razones que permiten explicar
este patron: primero, segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), mas de dos tercios de la poblacion mundial, especialmente, en el tercer mundo,
siguen utilizando tratamientos tradicionales a base de plantas para sus necesidades de
atencion primaria de la salud; segundo, las plantas y sus propiedades fisioldgicamente
activas contintan siendo un recurso notable para la industria farmacéutica; y por ultimo,
los productos naturales eran considerados para la época nuevas alternativas de los

programas de salud y de estrategias comerciales, encontradas principalmente, pero no de



forma exclusiva, en los paises desarrollados (Cumana, 1998).

Innumerables estudios cientificos en el mundo, demuestran la cantidad de principios
activos o metabolitos secundarios contenidos en las plantas medicinales y otros que
comprueban dia a dia el efecto medicinal (De la Rua, 1983). Por ello, se sabe que la
mayoria de las plantas utilizadas con fines medicinales contienen principios activos y
que, paraddjicamente, en muchos casos, €stos son metabolitos secundarios de las
mismas; es decir, sustancias aparentemente no esenciales para el funcionamiento de las
células vegetales y que, por consiguiente, no forman parte en las transformaciones
bioquimicas comunes, a diferencia de los metabolitos primarios que presentan utilidades

definidas y que son comunes a todos los seres vivos (Marcano y Hasegawa, 2002).

El continente americano posee una gran variedad de plantas, lo que ha permitido
recopilar una vasta informacion sobre la flora predominante y su uso en este continente,
por parte de naturalistas de todo el mundo. En Venezuela existen varias obras, pero la
mas famosa es la publicada por Henry Pittier en 1926, donde se describen las plantas de
acuerdo a su clasificacién botanica y uso. Los registros sobre plantas medicinales
abarcan aspectos adicionales como la estructura de constituyentes quimicos, actividad
bioldgica, extraccion y purificacion, sintesis, biosintesis y datos espectroscOpicos

(Marcano y Hasegawa, 1991).

Venezuela, por su diversidad de ambientes y su localizacion en el tropico, podria decirse
que es una farmacia natural que desean consultar destacados médicos botanicos como
Leandro Aristiguieta, Américo Albornoz y Francisco Delascio. Estos afirman que
indiscutiblemente, las plantas tienen una gran importancia medicinal y consideran que
todo el pais es muy rico en ellas, pasando de 30 mil las especies nativas o naturalizadas,

con dichas propiedades (Delpretti, 1984).

El conocimiento sobre los usos de las plantas es considerado un campo abierto a las

nuevas tecnologias y a los enfoques transdisciplinarios, que son necesarios para poder



desentrafiar los secretos encerrados en los bosques de la inexplorada geografia
venezolana, a fin de ponerlos al servicio del hombre y en equilibrio con la

naturaleza (Torrez, 1998).

La familia Caesalpiniaceae sirve de ejemplo para ilustrar la diversidad de compuestos
quimicos o metabolitos secundarios que se pueden encontrar en las especies vegetales.
Estd familia comprende una variedad de géneros y especies, de abundante valor
floristico, cuyo origen estd en las regiones tropicales y subtropicales (Aristiguieta,
1973). A propésito de ello, Bauhinia monandra Kurtz, perteneciente a esta familia, es
natural del suroeste de Asia y fue introducida en Centro y Suramérica incluyendo las
Antillas, siendo objeto de cultivo por la vistosidad de sus flores. En Venezuela so6lo
existe en forma de cultivo, se reproduce por semillas y presenta raices bastantes
profundas, es un arbol que crece de 3 a 9 metros de altura; sin embargo, a veces no pasa
de ser un simple arbusto de hojas alternas, divididas en dos l6bulos, hasta mas o menos
un tercio de su longitud. Posee ademas, flores rosadas, con pétalos casi rojos; los cincos
pétalos son desiguales y solo presentan un estambre fértil, los demas son estériles; frutos
en legumbres aplanadas de unos 20 cm de largo por unos 2 cm de ancho, con un

apéndice largo y fino (Hoyos, 1983).

En Venezuela, Bauhinia monandra Kurtz es conocida cominmente como “casco de
vaca”, “pata de vaca”, “urape rosado” y/o “pata de cabra”, presenta una extensa
distribucion en el centro del pais, especificamente en el Distrito Capital, con abundancia
en el estado Miranda. Asimismo, aunque en menor proporcion, puede ser localizada en
el estado Bolivar. Las principales propiedades medicinales que se le conocen en nuestro
pais, por parte de los habitantes de las regiones donde la misma puede encontrarse, son

la antidiabética, diurética, anti-hipertensiva y antidiarreica (Cabeza, 1981).

Muchos reportes de varias especies de Bauhinia le atribuyen actividad hipoglicemiante,
tal como lo expresan De los Rios et al. (2003) referente al efecto inhibitorio que

Bauhinia variegata L. tiene sobre la glucacion no enzimatica de la hemoglobina. Otro



estudio llevado a cabo por Murillo et al. (2006), determiné la actividad hipoglicemiante
y capacidad antioxidante in vitro de extractos de Bauhinia kalbreyeri Harms en ratones
diabéticos por aloxano, obteniendo resultados muy positivos en la disminuciéon de los
niveles de glucosa sanguinea en los ratones y una habilidad para reducir el estrés

oxidativo.

Otro aporte lo constituyen trabajos realizados por Menezes et al. (2007), donde se
evalud la actividad hipoglicemiante de dos especies de Bauhinia en Brasil: Bauhinia
forficata L. y Bauhinia monandra Kurtz, obteniendo resultados muy satisfactorios donde
se estableci6 para ambas especies actividad hipoglicemiante, y ademas fue posible
identificar dos tipos de familias de metabolitos activos (flavonoides y glucosidos).
Macedo et al. (2008) determinaron la genotoxicidad de la infusion acuosa de las hojas de
Bauhinia monandra Kurtz, donde los resultados revelaron riesgos y beneficios de los
extractos de plantas para uso terapéutico y su efecto sobre la integridad genética,
especialmente, cuando se emplea comUnmente como terapia de la hiperglicemia.
Aderogba y Ogundaini (2006) se basaron en el aislamiento y caracterizacion de dos
flavonoides en hojas de Bauhinia monandra Kurtz y sus efectos o potencial
antioxidante, confirmando sus resultados mediante el analisis cualitativo de los

compuestos antioxidantes presente en las hojas de la planta.

En esa linea de investigacion, Marquez et al. (2002) midieron el efecto que los extractos
acuosos de las hojas de Bauhinia megalandra, Momordica charantia y Taraxacum
officinale, tienen sobre la absorcion intestinal de glucosa, utilizando segmentos
intestinales aislados. También, estudiaron el efecto que el extracto de B. megalandra
tiene sobre la captacion de ['*C]-glucosa por vesiculas de borde apical de enterocito, por
el método de filtracion rapida, donde obtuvieron resultados muy satisfactorios, por parte,
de Bauhinia megalandra con respecto a la actividad hipoglicemiante posiblemente por la

presencia de los flavonoides que la constituyen.

Los productos naturales obtenidos de las plantas tienen sobre el organismo humano



diferentes acciones que, bien usados, pueden ayudar a solucionar grandes problemas de
salud, incluso a prevenirlos. Pero si se usan en forma tradicional, pueden en algunos
casos ocasionar muerte por intoxicacion. A pesar de esto, es conocido que los
constituyentes quimicos aislados de una planta pueden ser usados directamente como
farmacos o material de partida para la sintesis de medicamentos o también pueden servir
como modelo para la elaboracion de sustancias bioldgicamente activas (Lee, 1997;

Schnee, 1984).

Por tales razones, este trabajo de investigacion se centrd en el estudio de la actividad
biologica y la posible deteccion de algunos metabolitos secundarios a partir de extractos
de hojas y tallos de Bauhinia monandra Kurtz, esperando con ello contribuir con el

estudio de las propiedades de esta planta.



METODOLOGIA

Muestreo del material vegetal

La especie Bauhinia monandra Kurtz fue colectada al azar en la poblacion de Agua
Santa, municipio Montes, estado Sucre. Seguidamente, una muestra representativa de la
planta se traslado al Herbario Isidro Ramén Bermudez Romero (IRBR) del
Departamento de Biologia del Nucleo de Sucre de la Universidad de Oriente, donde la
descripcion e identificacion de Bauhinia monandra Kurtz, se realiz6 a través de
diferentes referencias bibliograficas (Badillo y Schneé, 1965; Bhat, 1979; Jones, 1987 y
Lasser, 1965), ajustandose al sistema de clasificacion de Hutchinson (1964). La
identificacion de la especie se corrobord con ayuda del curador del IRBR, Prof. Luis
Cumana, por comparacion con las muestras preservadas existentes en el mismo herbario.
Posteriormente, el resto de la planta fue llevada al laboratorio 412 de Productos
Naturales del Departamento de Quimica del Nucleo de Sucre de la Universidad de
Oriente, donde sus distintos organos (hojas y tallos) se deshidrataron a temperatura
ambiente y a la sombra. En la figura 1, se observa parte de las hojas y tallos de la planta

Bauhinia monandra.

Figura 1. Planta Bauhinia monandra



Obtencion de los extractos metandlicos y hexanicos del material vegetal

Una vez deshidratado el material vegetal, se separd en algunas de sus partes (hoja y
tallo); siendo luego trituradas por un molino eléctrico marca Thomas. El producto que se
obtuvo de cada parte de la planta, se macer6 con metanol como primer solvente, hasta
agotamiento y también con un solvente de diferente polaridad como hexano, con el fin
de obtener el mayor numero de metabolitos secundarios de acuerdo con las solubilidades
de los solventes empleados. Ambos extractos fueron concentrados a presion reducida a
una temperatura de 35°C, utilizando un rota- evaporador marca Buchi, modelo R-200
(Calvet, 1953). En la figura 2, se observa un esquema del procedimiento de muestreo

del material vegetal y de la obtencion de los extractos crudos (Wills et al., 2000).

\ 4

extraccion

Filtracion

extraccion con hexano

A 4

[ Vegetal o

Filtracion

Figura 2. Esquema del procedimiento seguido para la obtencion de los extractos crudos.



Pruebas de actividad bioldgica

La actividad bioldgica de cada uno de los extractos crudos de Bauhinia monandra Kurtz,
se evalu6 mediante la utilizacion de los siguientes bioensayos:

Actividad antibacteriana

Para evaluar el efecto antibacteriano de los extractos obtenidos, se utilizaron cepas
bacterianas Gram positivas y Gram negativas (Tabla 1) pertenecientes a la Coleccion

Americana de Cultivo Tipo (ATCC).
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Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en la evaluacion de la actividad antibacteriana.

Microorganismos Coloracion de Gram
Bacillus subtilis ATCC 091 Positivo
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Positivo
Escherichia coli ATCC K12 CVCMBI Negativo
Pseudomonas aeruginosa ATCC 787 Negativo
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Negativo
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Negativo
ATCC: Coleccion Americana de Cultivo Tipo.

Este bioensayo se realizd, por medio la técnica de susceptibilidad antimicrobiana o
método de difusion en discos, que consistid en probar la eficacia de una sustancia,
posiblemente antimicrobiana, en medio de cultivo Agar Miiller-Hinton, en el cual se
sembraron (en placas de Petri) cada una de las suspensiones de las bacterias, con
concentracién conocida (1x10% bacterias/ml), las cuales seran estandarizadas por
comparacion con un patréon comercial Mc Farland 0,5. Luego, los discos de papel de
filtro Whatman N° 3 de 5 mm, de didmetro, fueron impregnados con 10 pl del extracto

obtenido de cada parte de la planta y colocados sobres las placas sembradas.

Seguidamente, se incubaron a 4°C durante 12 horas para permitir la difusion del
extracto. Posteriormente, se incubaron a 37°C por 24 horas en una estufa de temperatura
regulable para permitir el crecimiento bacteriano. Los extractos que presentaron
actividad se evidencio por la apariciéon de un halo alrededor del disco, el cual fue

expresado en milimetros (mm) (Bauer et al., 1966; Medina y Garcia, 1991).

Actividad antimicdtica

La actividad antimicdtica provocada por los extractos en estudio, se evaluo sobre cepas
de hongos fitopatdogenos que fueron proporcionadas por el Laboratorio de Productos
Naturales del Departamento de Quimica, de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre.

Otras cepas patdgenas proporcionada por el Laboratorio de Micologia del Departamento
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de Bioanalisis.

Tabla 2. Cepas de hongos utilizadas para evaluar la actividad antimicética.

Microorganismos Origen

Aspergillus niger Laboratorio de Micologia
Carvularia lunata Laboratorio de Productos Naturales
Fusarium maniliforme Laboratorio de Productos Naturales
Fusarium poae Laboratorio de Micologia

Mucor racemus Laboratorio de Productos Naturales
Penicillium expenses Laboratorio de Micologia
Penicillium hirsutun Laboratorio de Productos Naturales
Rhizopus orizae Laboratorio de Productos Naturales
Trichoderma viridis Laboratorio de Productos Naturales

Este bioensayo consistio en incubar por una semana, a temperatura ambiente las cepas
de hongos sobre tubos inclinados de Agar Papa Dextrosa (APD). Transcurrido el tiempo,
se agregaron 10 ml de agua destilada estéril, agitando y filtrando para obtener una
suspension de esporas de cada cepa incubada. Luego, la suspension micoética se inoculd
sobre placas de Petri, previamente servidas con Agar Papa Dextrosa (APD). Discos de
papel de filtro Whatman N° 3 de 5 mm, fueron impregnados con 10 pl de los extractos y
colocados sobre las placas inoculadas, las cuales, se incubaron durante 48 horas a
temperatura ambiente para permitir el crecimiento fingico. La actividad antimicotica se
evidencio por la formacién de un halo de inhibicion alrededor de los discos, los cuales

fueron medidos y expresados en mm (Henriquez, 1995).
Para los ensayos de actividad antimicrobiana, se evalué un control por cada cepa

empleando los solventes metanol y hexano, y asi evidenciar si hubo actividad o no de los

mismos sobre las distintas cepas.

12



Actividad toxica

La determinacion de la actividad toxica de los extractos se realizd preparando soluciones
patrones, disolviendo 50 mg de cada extracto en 0,5 ml de dimetilsulfoxido (DMSO),
luego, se agregaron 4,5 ml de agua de mar bifiltrada. A partir de cada solucion patron, se
prepararon diluciones seriadas con agua de mar bifiltrada. A cada solucion se agregaron
10 nauplios del crustaceo Artemia salina, eclosionados con 24 horas de anticipacion. Por
cada concentracion, se realizaron cuatro réplicas, ademas de un control con igual
numero de réplicas (Meyer et al., 1982), este bioensayo se puede apreciar en la figura 3.
A las 24 horas, se determin6 la mortandad de los organismos y con esos datos se calculd
la concentracion letal media (CLsyp) con la ayuda de un programa de computacion

estadistico (Finney.dos), con limites de confianza del 95% (Stephan, 1977).

Pruebas fitoquimicas

Se realizaron en aquellos extractos que resulten mas activos a los ensayos bioldgicos
que involucren la presencia de diferentes metabolitos secundarios. Estos ensayos
implican reacciones quimicas, las cuales proporcionaron la informacion necesaria para
conocer la posible presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, saponinas,
flavonoides, polifenoles, taninos, triterpenos, esteroles y glicdsidos cardiotonicos

(Marcano y Hasegawa, 2002).

Alcaloides

El extracto crudo se evapor6 hasta sequedad, se acidifico con acido clorhidrico (HCI) al
10% y se agitd con cloroformo y, posteriormente, fue separado en tres fases. La fase
acuosa fue alcalinizada y extraida con cloroformo. Cada fase se analiz6 para alcaloides,
por separado, utilizando los reactivos de Dragendorff y Wagner, lo que permiti6
detectar, con la formacion de precipitados anaranjados y marrones, la posible presencia
de alcaloides basicos, débilmente basicos o sales cuaternarias de amonio,

respectivamente (Dominguez, 1973; Marcano y Hasegawa, 2002).

Solucién patrén
50 mg de extracto
0,5 ml de solvente
4,5 ml agua de mar bifiltrada



10000 pg/ml

0,5 ml de solucion patron, 4,5 ml de agua de mar, 10 nauplios de Artemia salina

-

— 1000 100 10 1 0,1 0,01
(ug/ml)

CONTROL

0,5 ml del solvente
4,5 ml de agua de mar
10 nauplios de Artemia salina

1000 100 10 1,0 01 001 (pg/ml)

Figura 3. Procedimiento seguido para la realizacion de la prueba toxica de los nauplios
de Artemia salina.

Flavonoides
El extracto crudo total fue desgrasado con éter de petrdleo y el residuo tratado con HCI
concentrado y virutas de magnesio; la formacion de una coloracion roja al dejarla en

reposo por unos 10-20 minutos, fue indicativa de la presencia de flavonoides (Marcano y
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Hasegawa, 2002). También, se usé otra prueba colocando una gota del extracto total
sobre un papel de filtro y se rocié con una solucion de cloruro de aluminio al 1% en
etanol; la aparicion de una mancha amarilla fluorescente bajo la luz ultravioleta (UV)

reveld la presencia de flavonoides (Dominguez, 1973).

Saponinas

Las saponinas se manifiestan por la formacién de una espuma persistente cuando la
muestra vegetal sea agitada con agua, también, se confirmdé su presencia con la
produccion de hemolisis en agar sangre colocando discos impregnados con los extractos

vegetales (Bauer et al, 1966).

Polifenoles y taninos

Los compuestos fendlicos se detectaron por la coloracion parda que producen en
presencia de cloruro de hierro (III) al 1%. Para ello, el extracto se evapord a sequedad,
resuspendi6é en agua y filtro antes de que ocurra la reaccion con cloruro de hierro (III)
(Wills et al., 2000). La presencia de taninos se observo al tratar el crudo con solucion de
gelatina al 1% en cloruro de sodio al 1%. Si se produce un precipitado de color blanco,

fue indicativa de la presencia de taninos (Davyt et al., 1991).

Esteroles y triterpenos

El extracto crudo fue retomado con HCI al 10% y fue extraido con cloroformo. La fase
orgdnica fue tratada con 2 6 3 gotas del reactivo de Liebermann-Burchard, recién
preparado. La apariciéon de una coloraciéon roja o marrdn indicd la presencia de
triterpenos pentaciclicos, en cambio, una coloracion verde, se consideraba un resultado
positivo antes la presencia de esteroles insaturados (Dominguez, 1973; Marcano y

Hasegawa, 2002).
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Glicosidos cardiotonicos
La posible presencia de glicosidos cardiotonicos se detectd por la reaccion de una
mezcla 1:1 recién preparada, de 4cido 3,5-dinitrobenzoico al 2% e hidroxido de potasio

(KOH) a 0,5 mol/l. La apariciéon de una coloracion azul, se consideré como un resultado

positivo para este ensayo (Dominguez, 1973).

16



RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de los extractos

Se procedid a realizar cada una de las extracciones y a determinar su rendimiento
porcentual, donde los extractos metanolicos presentaron un mayor rendimiento que el de
los extractos tratados con hexano, como se muestra en la tabla 3, demostrando que esta
especie vegetal es mas rica en compuestos polares solubles en metanol, que en no

polares.

Tabla 3. Rendimiento obtenido de los extractos crudos de los diferentes o6rganos de
Bauhinia monandra Kurtz.
Masa del extracto Rendimiento

Organo 6rgano (q) Masa del extracto (g) porcentual
' Metandlico: 3,78 g 0,65
Hojas 586
Hexanico: 2,03 g 0,35
Metandlico: 4,01 g 0,67
Tallo 598 .
Hexanico: 2,83 g 0,47
g: gramos

Pruebas fitoquimicas

A cada extracto tratado con los diferentes solventes, tanto metandlicos como hexanicos,
se les realizd el estudio fitoquimico respectivo (Tabla 4), en el cual se muestran
resultados positivos de manera variada ante los diferentes ensayos para los distintos

tipos de metabolitos.

Es bueno destacar, que cuando se detecta la presencia de una familia de compuestos en
particular, se puede afirmar su presencia; sin embargo, un resultado negativo no es
suficiente para afirmar su ausencia, puesto que pudiera ser que esta prueba no es la
adecuada, la concentracion del metabolito no es suficiente o porque el método de

extraccion no es el ideal.

Los metabolitos encontrados en esta investigacion como alcaloides, taninos y saponinas
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fueron detectados en todos los extractos tratados con metanol y hexano, los cuales son

muy caracteristicos de esta familia y especie.

A diferencia de los flavonoides, los cuales fueron detectados con dos tipos de reactivos,
resultando positivos unicamente para los extractos metandlicos y no detectados en

aquellos tratados con hexano.

Tabla 4. Andlisis fitoquimico de los extractos crudos de los diferentes o6rganos de
Bauhinia monandra Kurtz.

Familia de _
Fases Reactivo EMH EMT EHH EHT
Compuestos

Flavonoides Primera prueba AlCl; + + - -
Segunda prueba HCl+Mg + + - -
Glicosidos - - - -

Cardiotonicos
Saponinas + + + +
Triterpenos + + - -
Esteroles - - + +
Polifenoles + + - -
Taninos + + + +
Alcaloides Primera fase Dragendorff + + + +
Wagner + + + +
Segunda fase Dragendorff + + + +
Wagner + + + +
Tercera fase Dragendorff + + + +
Wagner + + + +

+: presencia, -: ausencia, EMH: extracto metanolico de hojas, EMT: extracto metandlico de tallo, EHH:
extracto hexanico de hojas, EHT: extracto hexanico de tallo.

Se observaron resultados negativos para algunos metabolitos. Ejemplo de ellos son los
glicésidos cardiotdnicos, lo que no es indicativo de que no estén presentes, sino que
pudo ocurrir que no se encontraban en una concentracioén apreciable para ser detectados

por el reactivo empleado o que el método empleado no fue el adecuado posiblemente.

Los resultados anteriores, concuerdan en su mayoria con los reportados por Baldizan et
al. (2006), donde un estudio de los metabolitos secundarios de varias especies de la

familia de las leguminosas fue realizado, observando la presencia de alcaloides en los
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géneros Acacia, Caesalpinia, Centrocema, Erythrina, Lonchocarpus, Mimosa,
Piptadenta y Prosopis. Flavonoides en Acacia, Calliandra, Cassia y Prosopis. Taninos

en Acacia, Caesalpinia y Prosopis.

Por otra parte, el conocimiento de los componentes de una planta de seleccion
fitoquimica ayuda a la compresion de su accidn y sus reacciones adversas (Andrade et
al., 2005). El estudio fitoquimico del genero Bauhinia ayuda a confirmar la presencia de
varios compuestos aislados e identificados, incluyendo lactonas, flavonoides,
triterpenos, glicosidos, esteroles, taninos, alcaloides, saponinas, por lo cual, ellos 0 uno
de ellos sea el responsable del efecto terapéutico y genotdxico en el organismo (Méndez

etal., 2006 ; Silva et al., 2000).

Son multiples los estudios que demuestran la presencia de estos metabolitos en la familia
de las leguminosas y sobre todo en esta especie. Entre los componentes de Bauhinia

monandra estan los flavonoides, esteroles y lectinas (Argolo et al., 2004).

Menezes et al. (2007) aislaron ¢ identificaron muchos metabolitos como flavonoides
principalmente, seguidos del compuesto: 3,7-di-O-fB- ramnopiranosilquercetina. Segiin
los autores, la actividad hipoglicemiante por la que se caracteriza esta planta, puede estar
relacionada con la presencia de flavonoides glucosidos que tienen diferentes perfiles
cualitativos y cuantitativos en los extractos. Estos tenian un efecto muy pronunciado en
el método para establecer la cantidad, mostrdndose como comprometedores agentes
hipoglicemiantes. Ademas, se detectd la presencia de otros compuestos tales como:
taninos triterpenos, saponinas, esteroles, alcaloides, acidos organicos y bases. Hay
muchos extractos vegetales que reducen el nivel de glucosa en la sangre, y el gran
nimero de grupos quimicos muestra que la actividad de diversos mecanismos estd
involucrada en la reducciéon del nivel de glucosa. Algunas de estas sustancias pueden
tener un valor terapéutico, mientras que otros pueden causar una hipoglicemia
como efecto lateral debido a su toxicidad, sobre todo hepatotoxico (Lamba et

al., 2000; Pérez, 2002).

Macedo et al. (2008) llevaron a cabo un estudio fitoquimico del extracto acuoso de hojas
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secas de Bauhinia monandra, donde se confirm6 la presencia de una serie de
importantes compuestos terapéuticos; incluyendo: lactonas, esteroides, triterpenos,
resinas, alcaloides, acidos, bases organicas, saponinas, mucilagos, hidroxilos fenodlicos,

proantocianidinas, taninos hidroxifenoles y taninos pirogalico.

En esta misma linea de investigacion, cabe resaltar que los resultados obtenidos se
pueden considerar aceptables, ya que coinciden con muchos de los trabajos
experimentales antes expuestos, esto indica, una vez mas, que esta familia de
leguminosas es una fuente potencial de metabolitos secundarios quimicamente
relevantes. Ademas, que la presencia de flavonoides en las hojas y tallos de la planta en
estudio, posiblemente sea responsable de la actividad hipoglicemiante por la que se
caracteriza el género Bauhinia y por lo que la mayoria de las investigaciones se impulsa

a estudiarla como una alternativa de la medicina tradicional.

Actividad antibacteriana

De los resultados obtenidos en el aspecto microbiano, expresados en la tabla 5, se puede
observar que el extracto metandlico de tallo (EMT) presentd actividad antibacteriana
frente al microorganismo S. aureus y B. subtilis, mientras que el resto de los extractos
(EMH, EHH y EHT) no mostraron actividad antibacteriana frente a las cepas de
bacterias ensayadas. Estos resultados concuerdan con el estudio expuesto por Binutu
(1998), donde destaca que extractos metanolicos de las hojas no tuvieron actividad

antimicrobiana contra B. subtilis, E. coli, S. aureus y P. aeruginosa.

Es de gran importancia considerar que en esta investigacion se probaron los extractos
crudos, mas no se fraccionaron, por ello, los componentes de los mismos se hallan
menos concentrados, mezclados e impuros. Por esta razon, se presume que al fraccionar
cromatograficamente los extractos, se obtendra compuestos mas concentrados y puros,

que pueden llegar a potenciar mas su actividad y efecto.

Es bueno destacar, que generalmente, las bacterias Gram negativas son mas resistentes

que las Gram positivas, esto se debe a que en su estructura poseen una membrana
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plasmatica interna y una membrana celular externa, entre las cuales hay una delgada
capa de peptidoglicano; mientras que las bacterias Gram positivas presentan unicamente
una membrana celular con una amplia capa externa de peptidoglicano. Estas
caracteristicas propias de cada estructura bacteriana, definen en gran parte la
permeabilidad que tienen frente a los agentes antibioticos y el transporte de moléculas a
través de las barreras, siendo factores importantes a considerar en el caso de las

bacterias Gram negativas.

Tabla 5. Actividad antibacteriana de los extractos crudos, expresada en mm de didmetro
del halo de inhibicion.
Microorganismos EMH EMT EHH EHT

Bacillus subtilis ATCC 091 - 10 mm
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Escherichia coli ATCC K12 CVCMBI1 - - - -

9 mm

Pseudomonas aeruginosa ATCC 787 - - - -
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 - - - -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - - - -

EMH: extracto metandlico de hojas, EMT: extracto metanodlico de tallo, EHH: extracto hexanico de hojas,
EHT: extracto hexanico de tallo.

En cuanto a la presencia de flavonoides y alcaloides en la especie y su relacion con la
actividad; se puede decir que estos constituyentes también pudieran ser los causantes de
los efectos antimicrobianos. Asi lo afirman Fuertes et al. (1998), los cuales confieren
que la actividad antimicrobiana se debe potencialmente a la presencia de flavonoides y
alcaloides. Comentan que la accidon antimicrobiana se deberd a que los flavonoides por
la presencia en su estructura de hidroxilos fendlicos, penetran facilmente a través de la
membrana celular bacteriana, se combinan y precipitan las proteinas protoplasmaticas

desnaturalizandolas y actuando como venenos protoplasmaticos.

La actividad antibacteriana de los alcaloides, se podra deber a la presencia de nitrogeno

en su estructura como amina o amida. Con esto se reafirma nuevamente, el grado de
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complejidad que tienen las bacterias Gram negativas, al mostrar el extracto metanolico
del tallo de la especie un efecto preferencial por las Gram positivas, debido a que las
bacterias Gram negativas poseen una complejidad en su envoltura, la cual dificulta el

paso de las moléculas al interior de la célula bacteriana.

Actividad antifungica

Los extractos de cada organo de la planta tratados con los diferentes solventes, metanol
y hexano, no mostraron actividad antifingica frente a los microorganismos ensayados,
como lo muestra la tabla 6. Cabe destacar, que posiblemente se deba a que se empled
extractos crudos y no fraccionados, por lo que no se potencia su actividad, y en algunos

casos, se presentan reacciones de sinergismo o antagonismo.

Tabla 6. Actividad antifungica de los extractos crudos, expresada en mm de didmetro
del halo de inhibicion.

Microorganismos EMH EMT EHH EHT
Aspergillus niger - - - -
Carvularia lunata - - - -
Fusarium maniliforme - - - -
Fusarium poae - - - -
Mucor racemes - - - -
Penicillium expenses - - - -
Penicillium hirsutun - - - -
Rhizopus orizae - - - -
Trichoderma viridis - - - -

EMH: extracto metandlico de hojas, EMT: extracto metandlico de tallo, EHH: extracto hexanico de hojas,
EHT: extracto hexanico de tallo.

Actividad toxica
Por otra parte, con el objetivo de determinar la mortalidad de los nauplios de Artemia

salina frente a los diferentes extractos, se aplico el bioensayo de salina.
De acuerdo a este método, se refleja qué tan toxicos pueden ser los respectivos extractos

crudos. Para esto, se utilizo la metodologia propuesta por Meyer et al. (1982), en la cual,

valores de CLsp < 30 pg/ml se consideran soluciones muy toxicas, sin embargo, todas las
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que poseen CLsyp <1000 pg/ml se estiman que podrian ser letales también. Se pueden
observar en la tabla 7, los resultados del efecto toxico de cada extracto frente a los
nauplios de Artemia salina, a partir de los cuales se calcularon sus respectivos CLsy,

apreciandose éstos en la tabla 8.

Tabla 7. Efecto toxico de los extractos crudos de Bauhinia monandra Kurtz frente los
nauplios de Artemia salina.
NUmeros de nauplios muertos en 24 horas

Extractos 1000 pg/ml  100pg/ml  10pg/ml lug/ml  0,lug/ml  0,01pg/ml

EMH 40 10 18 6 7 5
EMT 0 0 0 0 0 0
EHH 4 0 0 0 0 0
EHT 2 0 0 0 0 0

EMH: extracto metandlico de hojas, EMT: extracto metanodlico de tallo, EHH: extracto hexanico de hojas,
EHT: extracto hexanico de tallo.

Tabla 8. Valores de CLs (ng/ml) correspondientes al bioensayo de los nauplios de
Artemia salina.

Extracto CLso (g/ml) Intervalo Metodo
Metandlico-hojas 43,58 26,36 — 73,90 Movin Average
Metanolico-tallo - - -
Hexanico-hojas 74660,31 4861,77 Probit
Hexénico-tallo 170,75x10"! 0-o Logit

En el bioensayo de Artemia salina, es necesario explicar que esta prueba se utiliza,
generalmente, para detectar compuestos potencialmente citotdoxicos, ya que existe una
correlaciéon positiva con las células cancerigenas 9KB (carcinoma nasofaringeo
humano), es decir, si se observa una reaccion contra la salina, se espera encontrar un
posible compuesto que se caracterice como toxico o citotoxico con posible potencial
anticancerigeno y/o antitumoral. De acuerdo a los valores obtenidos de CLsy para cada
extracto estudiado, se pudo observar que el extracto metanodlico-hojas presenta un valor
de CLs de 43,58 ng/ml a lo que se puede argumentar que, aunque este valor se aleja un
poco de la concentracion sugerida en la literatura (30 pg/ml), esto no quiere decir, que
no sean compuestos toxicos, y por tanto, no se pueden ignorar. Posiblemente, con una

purificacion de los extractos ensayados, se pueda observar con mayor claridad una
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posible actividad téxica o conseguir un posible compuesto antitumoral o anticancerigeno

que podria aportar nuevas alternativas a los problemas de salud existentes.
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CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico de los diferentes extractos de la especie en estudio, reveld la
presencia de: alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas, polifenoles, triterpenos y

esteroles.

Sélo el extracto metanolico del tallo mostrd actividad antibacteriana frente a S. aureus y

B. subtilis.

El extracto metandlico-hoja presentd una concentracion letal media muy significativa

(CLso= 43,58 ng/ml) en nauplios de Artemia salina.

Los extractos metandlicos del tallo y hojas de Bauhinia monandra son fuentes

promisorias de compuestos bioactivos.
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RECOMENDACIONES

Dado a conocer el potencial de la especie Bauhinia monandra, es recomendable:
Explorar atin més los beneficios de la especie y sus propiedades biologicas y quimicas.
Recolectar diferentes muestras de la especie vegetal y estudiarla en diferentes épocas y
regiones, con el fin de evaluar si existen variaciones de los resultados ya conocidos de la

planta.

Aislar y elucidar las estructuras de los metabolitos secundarios presentes en la especie,

responsables de las actividades biologicas y quimicas reportadas.
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