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Resumen

Actualmente varias cepas bacterianas muestran multirresistencia a los antibidticos de uso frecuente. Por ello, es necesario
las alternativas, como los fitomedicamentos. Se evalud el rendimiento, tamizaje fitoquimico y actividad antagdnica de
extractos etandlicos de cuatro especies de Tabernaemontana (T. macrocalyx Mull.Arg., T. heterophylla Vahl, T. maxima
Markgr. y T. markgrafiana J.F.Macbr.), frente a cepas de Staphylococcus aureusy Pseudomonas aeruginosa. Las muestras
botanicas fueron colectadas en el area de Manacamiri, Loreto (Peru). Luego, con métodos estandares se determinaron
cualitativamente los metabolitos secundarios presentes. Asimismo, con la técnica de Kirby-Bauer se determind el efecto
antagonico de los extractos frente a cinco cepas de S. aureusy P aeruginosa. Los resultados indican que las hojas de T.
maximay T. markgrafiana mostraron mayor rendimiento de extractos (20,6 y 20,4 %, respectivamente). El tamizaje fito-
quimico mostré predominancia de alcaloides y algunos extractos contenian aminas o aminoacidos, flavonas, triterpenos,
entre otros compuestos. Solo los extractos de 7. maximay T. markgrafiana mostraron actividad antibacteriana in vitro con-
tra las cepas bacterianas evaluadas. En conclusion, los extractos etandlicos de 7. maximay T. markgrafiana tienen efecto
antagonico contra cepas de S. aureus'y P. aeruginosa. Este efecto inhibitorio se puede atribuir a los alcaloides.

Palabras clave: Actividad antagodnica, Antibidtico, Antimicrobiano, Extractos vegetales, Fitoquimica.

Abstract

In recent years, several bacterial strains have shown multi-resistance to commonly used antibiotics. Therefore, it is ne-
cessary to possess different alternatives to these antibiotics, such as phytomedicines. The yield, phytochemical screening,
and antagonistic activity of ethanolic extracts from four species of Tabernaemontana (T. macrocalyx Mill.Arg., T. hetero-
phyllaVahl, T. maxima Markgr. and T. markgrafiana JFMacbr.) were evaluated against strains of Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa. Botanical samples (leaf, bark and root) were collected in the Manacamiri area, Loreto region.
These were processed, dried and then ethanolic extracts were obtained. Further, with standard methods, secondary me-
tabolites were qualitatively determined. Likewise, with the Kirby-Bauer technique was determined the antagonistic effects
of the extracts against five strains of S. aureus and P. aeruginosa. The results indicate that the leaves of 7. maxima and
T. markgrafiana produced higher extract yields (20,6 and 20,4 %, respectively). Phytochemical screening displayed a pre-
dominance of alkaloids and some extracts contained amines/amino acids, flavones, triterpenes, among other compounds.
Only the extracts of 7. maxima and T. markgrafiana demonstrated in vitro antibacterial activity against the bacterial strains
evaluated. In conclusion, the ethanolic extracts of 7. maxima and T. markgrafiana have an antagonistic effect against stra-
ins of S. aureus and P. aeruginosa. This inhibitory effect can be attributed to the content of secondary metabolites, such

as alkaloids, in these plant extracts.
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INTRODUCCION

Con la aparicidon de los antibidticos en la tera-
péutica médica se hizo patente el problema de
la resistencia bacteriana, lo cual era un hecho
desconocido hasta ese momento para los se-
res humanos, pero existente en el mundo mi-
crobiano (Jacoby y Archere, 1991). Durante los
Ultimos afios, varias cepas bacterianas, como
es el caso de Staphylococcus aureusy Pseudo-
monas aeruginosa, se han convertido en una
gran problematica para la antibioticoterapia,
dado que vienen mostrando multirresistencia a
los antibidticos de frecuente uso para controlar
sus procesos infecciosos. Por ello, gran parte
de los estudios tendientes a buscar alternativas,
distintas a los antibioticos, utilizan como herra-
mientas bioldgicas a estas especies bacterianas.
La resistencia a los antibidticos se ha converti-
do en una preocupaciéon mundial, incluso dife-
rentes organizaciones internacionales como la
Asamblea Mundial de la Salud y la Organizacion
Mundial de la Salud, vienen proponiendo alter-
nativas de solucién frente a este problema, a
través de su proyecto “Salud y Medicina Tra-
dicional”, el cual busca apostar como método
alternativo y seguro, el tratamiento de las en-
fermedades infecciosas con fitomedicamentos
(WHO, 1991; WHO, 1996).

Es importante mencionar que, desde la anti-
gliedad, el hombre ha utilizado plantas como
fuente para la elaboracion de medicamentos,
ya sea en farmacos o preparaciones tradiciona-
les, con la finalidad de controlar la prevalencia
de ciertas enfermedades infecciosas, vencer los
problemas de resistencia a los microorganismos
y evitar los efectos colaterales que poseen los
antimicrobianos (Ali-Shyayeh et al, 1998; De
Los Rios et al, 1999; Sanabria et al, 1998).
En la actualidad, mas del 80 % de la poblacion
mundial utiliza plantas como su fuente primaria
de agentes medicinales, obteniendo resultados
mas que favorables. Probablemente, esto se
deba a que las plantas medicinales y sus deri-
vados presentan principios activos que les con-
fieren una complejidad de propiedades medici-
nales, entre ellas la accién antimicrobiana. Por
tal motivo algunas especies son consideradas
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como alternativa para el tratamiento efectivo de
las enfermedades infecciosas (Palomino y Uri-
be, 2007; Reynel et al., 2003).

La Amazonia es reconocida como una region
megabiodiversa, poseedora de una riqueza flo-
ristica, en la que existen especies nativas de Ta-
bernaemontana utilizadas tradicionalmente por
sus potenciales propiedades medicinales. sin
embargo, pese a ello, pocos estudios han sido
realizados en torno a esta tematica, de alli que,
investigaciones relacionadas con la evaluacién
de su actividad antimicrobiana de los extractos
vegetales, constituiria un gran aporte para la
ciencia, mas aun si se incluyen en dichos estu-
dios plantas nativas de la region y asi, conocer su
eficacia y su potencial como fuentes de nuevas
drogas, y asi descubrir nuevos compuestos que
sean mas eficaces, de menor toxicidad y con un
bajo costo comparados con los antibiodticos usa-
dos actualmente en la practica clinica (Sangama
y Espinoza, 2009). Por lo cual, los objetivos de
la presente investigacién fueron: 1) Evaluar el
rendimiento de los extractos de cuatro especies
de Tabernaemontana (T. macrocalyx, T. hetero-
phylla, T. maximay T. markgrafiana). 2) Deter-
minar los diversos metabolitos secundarios en
las especies de Tabernaemontanay 3) Evaluar
la actividad antibacteriana de los extractos de
las hojas, corteza y raiz de las cuatro especies
del género Tabernaemontana frente a aislados
intrahospitalarios de P. aeruginosay S. aureus.

MATERIALES Y METODO

Area de estudio

Las muestras botanicas (hoja, corteza y raiz) de
T. macrocalyx, T. heterophylla, T. maximay T.
markgrafiana fueron colectadas en la localidad
de Manacamiri, la cual se ubicada en la mar-
gen derecha del rio Nanay, Distrito Punchana,
Provincia Maynas, Departamento Loreto, Perd,
en las coordenadas geograficas UTM 690474
E, 9588909 S; Zona UTM 18; a 87 msnm (Fi-
gura 1). Las cepas bacterianas fueron aisladas
de equipos de computo del Hospital de Apoyo
Iquitos (HAI), ubicado en la ciudad de Iquitos,
Loreto, Peru.
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Figura 1. Mapa de ubicacién de la localidad de Manacamiri (Loreto, Per(), donde se colectaron las

muestras botanicas.

Identificacion de especies botanicas

Las exicatas de las muestras botanicas colec-
tadas fueron depositadas e identificadas en el
Herbarium Amazonense de la Universidad Na-
cional de la Amazonia Peruana. Para la identi-
ficacion se emplearon publicaciones cientificas
(Vasquez, 1997 y Ribeiro et al,, 1999) y valida-
ron con las exicatas existentes en el Herbarium.

Obtencion de los extractos etandlicos
Las hojas, cortezas y raices fueron selecciona-
das, cortadas en trozos pequefios y secadas a
temperatura ambiente (21 °C — 25 °C). Poste-
riormente, se realizé la molienda de cada mues-
tra vegetal. Se pes6 40 g de cada una de las
muestras vegetales; se maceraron con etanol
destilado en un envase de vidrio durante 48 h,
posteriormente el macerado fue filtrado. Los
extractos etandlicos se concentraron en un ro-
tavapor a 60 °C y a una presion de 690 mm de
Hg. La extraccidn se realizd hasta agotamiento,
los productos obtenidos se colocaron en pla-
cas de Petri y se dejaron enfriar a temperatura
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ambiente. Posteriormente se pesd y calculd el
porcentaje de rendimiento de cada extracto. Se
colocd en un vial, previamente rotulado, para
su conservacion. Para el calculo del porcentaje
de rendimiento de cada extracto se empled la
siguiente formula:

% de Rendimiento=Pf/Pi x 100

Donde:
Pf = peso final y Pi = peso inicial

Tamizaje fitoquimico

Los metabolitos primarios y secundarios se de-
terminaron cualitativamente segun los proto-
colos descritos por Kuklisnky (2000) y Osorio
(2009). Para mas informacién ver Tabla 1.

Evaluacion de la actividad antibacte-
riana

Se realizd seguin el método de difusidn en disco
de Bauer et al. (1966). Los ensayos se hicieron
por triplicado frente a cinco cepas de Staphylo-
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coccus aureus y cinco cepas de Pseudomonas
aeruginosa que fueron previamente aisladas
del equipo de computo del centro hospitalario
mencionado lineas arriba (INS, 2002; Gamazo
et al., 2005).

Para preparar la solucion stock (1 mg/ul) de
cada extracto vegetal, se pes6 400 mg del ex-
tracto y se disolvié en 400 pl de agua destila-
da estéril. Luego, 15 pl de estos extractos se
impregnaron en discos estériles de papel filtro
Whatman N° 3, preparados manualmente con
un perforador convencional. Estos se secaron
a 37 °C protegidos de la luz por 24 h. Se em-
pled como control, discos de sensibilidad con
tetraciclina (para S. aureus) y cefepima (para P,
aeruginosa).

Ajuste y aplicacion del inoculo

Se sembraron los microorganismos en Caldo
Tripticasa de Soya (TS) e incubaron a 37 °C por
18 a 24 h. Luego, se repicaron en placas de
agar TS e incubaron a 37 °C por 18 a 24 h,
para obtener cultivos jovenes. Después, se pre-
pararon las suspensiones bacterianas en suero
fisioldgico al 0,8 %, ajustandose la turbidez al
tubo 0,5 de la escala de Mc Farland (~1,5 x 108
bacterias/ml). Se puso 0,1 ml de la suspensién
bacteriana y dispersé en la superficie de una
placa con agar Mueller Hinton. Se dejo secar la
placa a temperatura ambiente por 3 a 5 min.

Aplicacion de los discos

Los discos impregnados con los extractos vege-
tales y los discos controles se pusieron sobre la
superficie del agar separados por una distancia
minima de 25 mm. Se incubaron las placas en
posicion invertida a 37° C por 18 a 24 h. Trans-
currido dicho periodo, se registrd la actividad
en funcion a la presencia o ausencia de un halo
alrededor de cada disco.

Analisis de los datos

Los datos fueron analizados midiendo el rendi-
miento de los extractos obtenidos de las espe-
cies vegetales estudiadas y considerando la for-
macion de los respectivos halos sobre las cepas
de P aeruginosay S. aureus.
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RESULTADOS

El mayor porcentaje de rendimiento de los ex-
tractos se obtuvo de las hojas de las diferentes
especies de Tabernaemontana, cuyos rangos de
peso estuvieron entre 1os 6,08 ga 8,23 g.En T.
macrocalyx se obtuvo un rendimiento del 15,2
%; en T. heterophylla del 16,8 %; en T. maxima
fue del 20,6 % y en T. markgrafiana el rendi-
miento fue del 20,4 % (Tabla 2).

Los extractos contenian principalmente alca-
loides; aminas y aminoacidos en 7. macrocalyx
(corteza y raiz), y T. markgrafiana (corteza);
flavonas en T. heterophylla (corteza); leucoan-
tocianinas en 7. macrocalyx (corteza); vy triter-
penos en T. macrocalyx (raiz), T. markgrafiana
(corteza). En mediana concentracion estuvieron
presentes los glucidos, triterpenos y esteroles,
pero las cumarinas y taninos estuvieron en ba-
jas concentraciones. En ninguno de los extrac-
tos se detectaron flavonoles, flavononas, caté-
quicos y antraquinonas (Tabla 3).

En cuanto a los efectos antagdnicos de los ex-
tractos vegetales se evidencia que 7. maxima
presentd la mayor cantidad de extractos con
halos inhibitorios. Asi, los extractos de hojas
de esta especie produjeron halos de inhibicién
(didmetro (@) de 8,0 a 14,3 mm) en las cinco
cepas de la bacteria. También, los extractos de
corteza presentaron halos inhibitorios (@ de 9,0
a 11,0 mm) en cuatro cepas. Finalmente, los
extractos de hojas solo inhibieron a una cepa
bacteriana (Tabla 3). Respecto a los extractos
etandlicos de T. macrocalyx, solo los extractos
de la corteza inhibieron (@ de los halos de in-
hibicion de 7,0 a 8,0 mm.) a las cinco cepas de
P aeruginosa. Asimismo, de los extractos ob-
tenidos de 7. markgrafiana, sblo el extracto de
la raiz generd halos inhibitorios (@ de 8,3 a 9,7
mm) contra tres cepas bacterianas (Tabla 3).

También, se observd que los extractos de hojas,
corteza y raiz de . maximay T. markgrafiana
generaron halos inhibitorios (@ de 17,7 a 25,3
mm y @ de 15,0 a 27,3 mm, respectivamente;
Figura 2) contra las cinco cepas de S. aureus
(Tabla 4). Por otro lado, los extractos de corteza
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Tabla 1. Metodologia para la determinacion de los metabolitos primarios y secundarios de especies
vegetales de acuerdo al procedimiento de Kuklisnky (2000) y Osorio (2009).

Tipos de

Reactivos
compuestos

Grupo Fitoquimico

Procedimiento

Resultados

Alfa naftol al 10 %,

Glucidos H2504

Grasas y mucilagos Etanol al 96 %

Lipidos y ceras (Sudan III)

Compuestos de metabolismo primario

Aminas y aminoacidos Ninhidrina, Etanol.

0,5 mL de extracto acuoso se
le afiade 2 gotas de una so-
lucion al 10 % de a-naftol en
etanol y 0,5 mL de H2S04 c,
resbalando por las paredes.

Se adiciona un exceso de alco-
hol a 96 % a 0,5 mL de extrac-
to acuoso.

1 mL del extracto hexanico se
evapora hasta sequedad en
presencia de la disolucién de
sudan III

A 1mL de extracto etandlico se
le adiciona 1 mL de ninhidrina
al 5 % en etanol, se calienta
de 5 a 10 minutos en bafo
maria.

(+) la formacion de un
anillo de color violeta en la
interfase

La formacion de un preci-
pitado floculento confirma
Su presencia.

(+) La aparicién de gotas
oleosas de coloro rojo os-
curo.

La aparicion de un color
azul violeta indica la pre-
sencia de aminas.

Volatiles KOH
()]
©
£
©
£
3
O
Fijas KOH
Flavonas HCL (c) y Cinta de Mg
(]
(0]
% Flavononas  HCL (c) y Cinta de Mg
c
% Flavanoles HCL (c) y Cinta de Mg
[

Fy Xantonas HCL (c) y Cinta de Mg

HCl al 37%, Alcohol

Antocianinas . .
isoamilico

Compuestos fendlicos

Leucoantocianinas HCL concentrado

Pirogalicos HCI ¢ y Formaldehido

Taninos

Catéquicos  FeCl3

Antraquinonas NaOH 1N

Se calienta 1 mL de la solucion
etandlica en bafio maria, cu-
briendo con un trozo de papel
filtro previamente impregnado
con una solucion de KOH di-
luida

Se siembra dos puntos en un
papel filtro del extracto etano-
lico, a uno de ellos se lo agre-
ga KOH diluido

A 1 mL de extracto etandlico
se le adiciona II 6 III gotas de
HCI (c) y un fragmento de cin-
ta de Mg.

A 1mL del extracto acuoso, se
adiciona 2 mL de HCl al 37 %,
se calienta en bafio maria du-
rante 30 minutos, se enfria y
se le afade alcohol isoamilico,
agitando vigorosamente.

Se calienta 1 mL de extracto
etanolico en presencia de HCl

©

1 mL de extracto etandlico se
le afiade unas gotas de HCI (c)
y 1 mL de formaldehido, hervir
durante varios minutos.

La solucion se filtra y se afiade
FeCl3 al 1 %

1 mL de extracto cloroférmico
se le afiade 1 mL de NaOH 1N
agitar para que se mezcle.

(+) La fluorescencia verde
limén del papel filtro a la
luz UV.

(+) La fluorescencia azula-
da del papel filtro a la luz
UV de punto que contiene
la muestra.

(+) Color anaranjado
(+) Color rojo
(+) Color rojo azulado

(+) Color violeta

La aparicion de un color
rojo en la fase alcohdlica
confirma la existencia de
antocianinas.

(+) La aparicién de un co-
lor rojo o naranja

(+) La presencia de un
precipitado

(+) La formacién de un co-
lor azul

(+) si la fase acuosa se
torna de color rojizo

Cienc amaz (Iquitos) 2021; 9(2): 9 - 20
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Tipos de

compuestos Grupo Fitoquimico Reactivos Procedimiento Resultados
A 1mL de extracto acuoso, se
. - afade 1 mL de anhidrido acé- -
. Anhidrido acético, .. (+) La formacion de un
Triterpenos H2S04 (c) t'cf),y 0,5 mL de H2504 (c), anillo rojizo en la interface
9 dejandolo caer por la pared
2 del tubo.
E A 1 mL de extracto acuoso, se
o Anhidrido acético afade 1 mL de anhidrido acé- (+) La formacion de una
> Esteroles ' tico y 0,5 mL de H2SO4 (c), coloracion verdosa en la
3 H2S04 (c) o i
e dejandolo caer por la pared fase superior.
g del tubo.
()
= Preparar una sol. al 10 % de . .
extracto en agua hirviendo, CF) L@ persistencia de lcm
Saponinas Agua caliente - : ' de espuma después de 30
agitar por 1 minuto cuando min
esta fria )
Bouchardat KI, yodo metalico (+) Precipitado rojo ladrillo
+) Precipitado blanco
8 Mayer MgCI2, KI A 1 mL del extracto etandlico gm)arillentop
S se disuelve en unas solucion Precioitad il
8 Hager Acido picricoal 1 % 0,5 N de H2S0O4y se le agrega |(_+), recipitado  amartiio
< los siguientes reactivos Imon
Dragendroff Subnitrato de bismuto, (+) Precipitado castano

HNO3, KI

rojizo

Tabla 2. Porcentaje de rendimiento de los extractos obtenidos de Tabernaemontana, Iquitos, Peru.

Especie Parte de la planta Peso del extracto (g) % de rendimiento
Hoja 6,0800 15,2
Tabernaemontana macrocalyx Corteza 1,1813 3,0
Raiz 1,1379 2,8
Hoja 6,7076 16,8
Tabernaemontana heterophylla Corteza 1,9708 4,9
Raiz 1,4297 3,6
Hoja 8,2361 20,6
Tabernaemontana maxima Corteza 5,0726 12,7
Raiz 3,2928 8,2
Hoja 8,1566 20,4
Tabernaemontana markgrafiana Corteza 5,4331 13,6
Raiz 3,6493 91

y raiz de T. heterophylla generaron halos inhi-
bitorios con rangos de diametro de entre 15,7
a 25,3 mm. Finalmente, de los extractos de T.
macrocalyx, solo los extractos de raiz fueron in-
hibitorios con @ de los halos de inhibicion de

12,0 a 19,7 mm (Tabla 4).

Cienc amaz (Iquitos) 2021; 9(2): 9 - 20

14



Barbaran et al.

Antagonismo de Tabernaemontana spp. en Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa

Figura 2. Actividad de los extractos de hojas, corteza y raiz de Tabernaemontana maximay Taber-
naemontana markgrafiana frente a las cepas 1y 3 de Staphyloccus aureus.

Tabla 3. Resultados del tamizaje fitoquimico de las especies de Tabernaemontana en estudio. Con-
tenido: (+) Poco; (++) Medio; (+++) Abundante y (-) Negativo.

Tabernaemontana Tabernaemontana Tabernaemontana Tabernaemontana
Tipo de compuestos macrocalyx heterophylla maxima markgrafiana
Hoja Cort. Raiz Hoja Cort. Raiz Hoja Cort. Raiz Hoja Cort. Raiz
Glicidos - + ++ 4+ + ++  ++ 4+ + + ++ +
Compuestos ,
~ Grasas y Mucilagos - - - - - - - - - - i, +
de metabolis- | .
. Lipidos y Ceras - - - - - - - - - - - +
mo primario .
Aminas y Aminoacidos + ++4+ 44+ - + ++ + ++ + - +++  ++
) Volatiles ++ + ++ + - - - - - + ++
Cumarinas
Fijas - - - - - - ++ ++ + - + +
Flavonas - + + - +++ - - - ++ - + -
Flavonoides Flavonoles - - - - - - - - - - i, -
Compuestos Flavononas - - - - - - - - - - - -
fendlicos Antocianinas - - - - - - . _ j . R .
Leucoantocianinas - +++ - - - + - - - - - -
. Pirogalicos  ++  ++ - + - ++ - - - - - -
Taninos —
Catéquicos - - - - - - - - - - . .
Antraquinonas - - - - - - - - - - - R
Triterpenos - S R s S S S o ++ H++ +4
Terpenos y
. Esteroles - - - ++ - - ++ - - ++ - -
esteroides )
Saponinas ++ - - - - ++ - - + + - ++
Alcaloides Draguendorf + ++  +++ + ++ +++  ++  +++ +++ A+
Cienc amaz (Iquitos) 2021; 9(2): 9 - 20 15
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Tabla 4. Diametros de los halos de inhibicién del crecimiento (mm) de las cepas de Pseudomonas
aeruginosa por actividad de los extractos vegetales de Tabernaemontana, Iquitos, Peru.

Pseudomonas aeruginosa

Muestra (extracto, antibidtico) Cepa 1 Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4 Cepa 5
N Media + N Media + N Media + N Media + N Media +
D. Est. D. Est. D. Est. D. Est. D. Est.
Hojas 3 00+00 3 00+00 3 00+00 3 0,0+ 0,0 3 0,0+0,0
Tabernaemontana macro-
y Corteza 3 80+10 3 7+0,0 3 77+12 3 70+ 0,0 3 7,0+ 0,0
calyx
Y Raiz 3 00+00 3 00+00 3 00+00 3 0,0+ 0,0 3 0,0+0,0
Hojas 3 00+00 3 00+00 3 00+00 3 0,0+ 0,0 3 0,0+0,0
Tabernaemontana hetero-
il Corteza 3 90+00 3 00+00 3 00+00 3 0,0+ 0,0 3 0,0+0,0
a
P Raiz 3 00+00 3 00+00 3 00+00 3 0,0+ 0,0 3 0,0+ 0,0
Hojas 3 143+06 3 103+12 3 80+10 3 8,0+ 1,7 3 70+ 0,0
Tabernaemontana maxima Corteza 3 11,0+10 3 93+06 3 90+0,0 3 9,7+ 1,2 3 0,0+ 0,0
Raiz 3 90+00 3 00+00 3 00+00 3 83+1,2 3 0,0+ 0,0
Hojas 3 00+00 3 00+00 3 00+00 3 0,0+ 0,0 3 0,0+0,0
Tabernaemontana mark-
Corteza 3 00+00 3 00+00 3 00+00 3 0,0+ 0,0 3 0,0+0,0
grafiana i
Raiz 3 97+06 3 00+00 3 95+05 3 8,3+0,6 3 0,0+0,0
Cefepime Antibiético 3 33,7+15 3 323+15 3 337+15 3 287+25 3 323+0,6

Tabla 5. Diametros de los halos de inhibicidon del crecimiento (mm) de las cepas de Staphylococcus
aureus por actividad de los extractos vegetales de Tabernaemontana, Iquitos, Peru.

Staphylococcus aureus
Muestra (extracto, antibidtico) Cepa 1 Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4 Cepa 5
N Media + N Media + N Media + Media + N Media +
D. Est. D. Est. D. Est. D. Est. D. Est.
Hojas 3 00+00 3 90+00 3 00+00 3 93+21 3 0,0+0,0
Tabernaemontana ma- 4. 3 70+00 3 103+15 3 00+00 3 113+12 3 0,0+0,0
crocalyx
Raiz 3 120+10 3 133+29 3 133+29 3 197+06 3 127+21
Hojas 3 00+00 3 00+00 3 00+00 3 00+00 3 00+0,0
rrgé’;}’/ de’”"”ta”a hete- ortera 3 167+06 3 163+31 3 157+06 3 223+06 3 173+1,5
Raiz 3 193+12 3 190+26 3 193+06 3 247+06 3 21,3+1,2
Hojas 3 147+40 3 21,7+06 3 147+50 3 173+06 3 157 +0,6
;f:)f};’gem"”ta”a Corteza 3 220+23 3 253+06 3 233+42 3 230+00 3 230+1,7
Raiz 3 157+06 3 177+25 3 21,7+06 3 180+10 3 170+0,0
Hojas 3 150+2,0 3 173+12 3 193+15 3 183+15 3 170+ 1,0
Tabernaemontana mar-
karofians Corteza 3 233+31 3 267+25 3 197+12 3 250+72 3 273 +21
Raiz 3 190+26 3 233+06 3 247+12 3 207+23 3 21,3+21
Tetraciclina Antbidtico 3 233+06 3 270+17 3 11,7+06 3 277+15 3 250+ 1,0
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Tabla 6. Porcentaje de actividad de los extractos de Tabernaemontana frente a las cepas de Pseu-
domonas aeruginosay Staphylococcus aureus, Iquitos, Peru.

Pseudomonas aeruginosa Staphyloccus aureus
; Parte de N° de ce % d N°d % d
Especie o pas o de cepas o e cepas o de cepas
P la Planta el\\llalil eapdaass con halode  con halo de el\\‘laltl:l ealiiaass con halode  con halo de
inhibicion inhibicion inhibicion inhibicion
Hojas 5 0 0,0 5 2 40,0
Tabernaemontana "o 5 5 100,0 5 3 60,0
macrocalyx
Raiz 5 0 0,0 5 5 100,0
Hojas 5 0 0,0 5 0 0,0
Tabernaemontana
heterophylia Corteza 5 1 20,0 5 5 100,0
Raiz 5 0 0,0 5 5 100,0
Hojas 5 5 100,0 5 5 100,0
Tabernaemontana oo 5 4 80,0 5 5 100,0
maxima
Raiz 5 2 40,0 5 5 100,0
Hojas 5 0 0,0 5 5 100,0
Tabernaemontana
markgrafiana Corteza 5 0 0,0 5 5 100,0
Raiz 5 3 60,0 5 5 100,0
DISCUSION dades; estos resultados coinciden con los re-

Se evalud los efectos antagdnicos de los ex-
tractos etandlicos obtenidos de las hojas, cor-
teza y raiz de cuatro especies del género Ta-
bernaemontana (T. macrocalyx, T. heterophylla,
T. maximay T. markgrafiana) frente a aislados
intrahospitalarios de P. aeruginosay S. aureus.

El tamizaje fitoquimico mostrd que las especies
del género Tabernaemontana analizadas en este
estudio son ricas en alcaloides (Tabla 3). Segun
Pratchayasakul et al. (2008) los alcaloides in-
ddlicos (laconofilina, la coronaridina, la diffor-
lemenina, tabernulosine, vincadifina, tabernae-
montanina, voacangina y 11-methoxy-N-metil
dihidropericiclivina) predominan en las especies
de este género. También, Pallant (2010) y Niel-
sen et al. (1994) concuerdan que los alcaloi-
des inddlicos son los principales componentes
de los extractos de la raiz de T. elegansy T.
margrafiana. Ademas, en este estudio se ha de-
mostrado la presencia de carbohidratos en la
mayoria de los extractos (Tabla 3), coincidiendo
con lo reportado por Duru y Mbata (2010) para
la especie T. pachysiphon. Se observd también
la presencia de metabolitos como cumarinas,
flavonas, taninos pirogalicos, triperpenos, este-
roles y saponinas, aunque en menores canti-
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portados por Lépez y Tulumba (2011) para las
especies T. macrocalyxy T. heterophylla. Final-
mente, Ruttoh et al. (2009) indican que los di-
versos alcaloides, flavonoides, cumarinas, tani-
nos y saponinas de 7. stapfiana son las posibles
sustancias antimicrobianas.

Los resultados también nos indican que aparen-
temente los extractos vegetales empleados fue-
ron mas activos frente a las cepas de S. aureus
que frente a las cepas de P aeruginosa (Tabla
5), especialmente aquellos que fueron obteni-
dos de las hojas, cortezas y raices de 7. maxi-
may T. markgrafiana, ya que estos mostraron
100% de actividad frente a todas las cepas de
S. aureus. Tomando en consideracion que las
cepas bacterianas utilizadas en este estudio, al
ser procedentes de un centro hospitalario, mu-
chas de ellas podrian ser multidrogoresistentes,
por lo que se podria pensar que los extractos de
estas dos especies vegetales constituirian sus-
titutos a los antibioticos, especialmente cuando
los antibidticos sean ineficaces en el tratamien-
to de infecciones estafilococicas. Al respecto,
estos resultados tienen similitud con lo regis-
trado por Ruttoh et al. (2009), quienes mues-
tran que los extractos metandlicos del tallo y la
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corteza de la raiz de T. stapfiana inhiben a una
cepa multidrogorresistente de S. aureus.

Con respecto a la actividad de los extractos ve-
getales de Tabernaemontana frente a las cepas
de P. aeruginosa, se puede afirmar que solo los
extractos de corteza de 7. macrocalyx y hojas
de 7. maxima fueron activos frente a la totali-
dad de cepas de esta especie bacteriana. Por
otro lado, cabe mencionar que T. heterophylla
casi no mostro actividad contra ninguna de las
cepas bacterianas estudiadas de P. aeruginosa,
ya que los extractos de sus hojas, y raiz fue-
ron ineficaces contra dichas bacterias, solo el
extracto de corteza mostrd actividad sobre una
sola cepa de esta bacteria (Tabla 5).

Diversos investigadores como Murphy (1999),
Mendoza et al. (1997), han responsabilizado a
diversos metabolitos (aminas y aminoacidos,
triterpenos, cumarinas fijas, alcaloides, etc.),
como los poseedores de actividad antimicrobia-
na. Con el propdsito de determinar la presencia
de algin metabolito de los extractos vegetales
al que se podria atribuir la actividad antibacte-
riana de 7. maximay T. markgrafiana, se rea-
lizd un analisis exhaustivo a los resultados del
tamizaje fitoquimico de los extractos etandlicos
de dichas especies (Tabla 3), se aprecia que T.
maxima, a nivel de sus hojas, corteza y raiz,
posee cumarinas fijas; del mismo modo, 7. mar-
kgrafiana, a nivel de sus hojas, posee saponi-
nas, mientras que a nivel de su corteza y raiz,
posee aminas y aminoacidos, metabolitos que
estuvieron ausentes en las hojas de T. hetero-
phylla. Esto podria explicar el fenémeno por el
cual los extractos de 7. maxima 'y T. markgra-
fiana poseian actividad frente a todas las cepas
de S. aureus y gran parte de 7. maxima sobre
algunas cepas de P aeruginosa, situacién que
no sucedia con T. heterophylla, la cual, tal como
se menciond anteriormente el extracto de sus
hojas no poseia actividad frente a las especies
bacterianas estudiadas.

A modo de recomendacidon, mencionamos lo
siguiente: 1) Se sugiere realizar mayores estu-
dios en los que se considere determinar la con-
centracién minima inhibitoria y concentracion
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minima bactericida de estos extractos a fin de
conocer a mayor detalle su eficacia. 2) Realizar
la prueba de actividad antibacteriana frente a
otras especies de importancia clinica. 3) Conti-
nuar la investigacion de las especies de géne-
ro Tabernaemontana y la familia Apocynaceae,
con la finalidad de incrementar el conocimiento
sobre su actividad antimicrobiana y 4) Deter-
minar la composicidén quimica de las sustancias
naturales de las especies vegetales de Taber-
naemontana a fin de precisar a los metabolitos
responsables del efecto antibacteriano.

CONCLUSION

Los extractos etandlicos obtenidos de las ho-
jas, cortezas y raices de las cuatro especies de
Tabernaemontana mostraron diferencias mar-
cadas en cuanto a su rendimiento, contenido
de metabolitos secundarios y efecto antagdnico
frente a cepas de P, aeruginosay S. aureus.
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