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RESUMEN

En el presente estudio se demostrd el potencial
antibacteriano de amplio espectro que presentan
las fracciones obtenidas con solventes entre
mediana y alta polaridad de la especie Vismia
guianensis, observandose inhibicion del crecimiento
de Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 23357), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
y Enterococcus faecalis (ATCC 29212), con valores
de concentracion inhibitoria minima (CIM) entre 1 y
10 mg/mL. El analisis de citotoxicidad mostr6 que a la
concentracion de 250 pg/mL no se alteran las células
derivadas de rifion de embrion de mono Rhesus (MA-
104 ATCC N° CRL-2378), por lo que se consideran
utiles como posibles agentes antibacterianos.
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ABSTRACT

In the present study the wide range of antibacterial
activity present in fractions obtained from Vismia
guianensis with medium to high polarity solvents was
probed, exhibiting growth inhibition on Escherichia
coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 23357), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
and Enterococcus faecalis (ATCC 29212), with
minimum inhibitory concentration (MIC) values

between 1 to 10 mg/mL. Cytotoxic analysis showed
that a concentration of 250 ug/mL, cells derived
from monkey Rhesus (MA-104 ATCC N° CRL-
2378) embryo kidney, did not show any alteration,
considering these samples as possible antibacterial
agents.

KEY WORDS

Antibacterial activity, citotoxicity, Vismia
guianensis, Hypericaceae, extracts.

INTRODUCCION

La Familia Hypericaceae comprende unos 50
géneros 'y 1200 especies. Son en su mayoria arboles y
arbustos, aunque incluye también plantas trepadoras
y epifitas. Su distribucidon es cosmopolita, aunque
centrada en los trépicos [1]. El género Vismia
comprende cerca de 21 especies, reportandose hasta
el momento 9 en Venezuela, las cuales se encuentran
ampliamente distribuidas en todo el territorio [2]. Por
su parte, la especie Vismia guianensis (Aubl.) Pers.
se localiza principalmente en los estados Bolivar,
Amazonas (Puerto Ayacucho), Portuguesa y Sucre
[2,3]. En la medicina tradicional esta especie ha sido
utilizada como laxante, antipirético, antirreumatico y
para tratar algunas infecciones de transmision sexual
[4-7]. En investigaciones previas se ha descrito que
el latex y los extractos de hojas, frutos y tallos de
V. guianensis presentan diversas bioactividades:
cicatrizante [8], citotoxica frente a lineas celulares
cancerosas de pulmoén, colon y sistema nervioso
central [9], antioxidante [10], anticancerosa [11],
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y antimaldrica [12]. Por otra parte, en estudios
de las propiedades antimicrobianas del extracto
etandlico de V. guianensis recolectada en Brasil, se
evidenci6 actividad frente a Staphylococcus aureus,
Streptococcus mitis y antifungica contra Candida
[13]. Asimismo, los extractos metandlicos de las
hojas, corteza y raices de la especie V. guianensis
que crece en Camerun, Africa, mostraron actividad
antibacteriana frente a Mycobacterium smegmatis
y Mycobacterium tuberculosis. Los resultados
sugirieron a los autores el potencial de estos
extractos en la obtencion de compuestos como
agentes quimioterapéuticos para el tratamiento de la
tuberculosis [14].

Se han llevado a cabo diversos estudios para
aislar e identificar los componentes quimicos del
género Vismia, reportdndose antraquinonas, antronas,
antranoides prenilados, benzofenonas, flavonoides,
xantonas, cumarinas, terpenos y lignanos como
los principalmente aislados [15]. En la presente
investigacion se evalud la actividad antibacteriana y
citotoxica de los extractos de la especie V. guianensis
obtenidos con solventes de diferentes polaridades,
con el proposito de determinar su potencial como
agente antibacteriano y establecer la polaridad de
los posibles compuestos activos presentes en los
extractos.

MATERIALES Y METODOS

Material botanico. Las hojas y flores de V.
guianensis (Aubl) Pers. se colectaron en el mes
de Junio del ano 2009, en el Jardin Botanico de la
UNILLEZ a 9°, 2", 37" latitud Norte con 68°, 44",
56" longitud Oeste, con una altitud de 183 msnm,
ubicado en Guanare, estado Portuguesa, Republica
Bolivariana de Venezuela. La especie botadnica
fue determinada por el Prof. Pablo Meléndez y un
espécimen de comprobacidon se depositd, bajo el
numero de registro 592, en el Herbario (MERF) de
la Facultad de Farmacia y Bioandlisis, Universidad
de Los Andes.

Extraccion por maceracion del material vegetal
molido y seco. Las hojas y flores de la especie en
estudio se secaron a 40 °C en una estufa durante
72 h. Una vez secas se molieron y se determind su
peso (1254 g de hojas y 220 g de flores). El material
molido y seco se sometid a extraccion por maceracion
(hojas y flores por separado), usando para la primera
extraccion hexano y luego metanol. Cada extracto fue
filtrado y concentrado a sequedad en un rotavapor a
presion reducida a una temperatura maxima de 65
°C. Los extractos concentrados fueron pesados y

Nuriez y col./Rev Fac Farm. 2013; 55 (2): 29-34

rotulados: extracto de las hojas con hexano (EHH,
122 g), extracto de las hojas con metanol (EHM, 126
g), extracto de las flores con hexano (EFH, 16 g) y
extracto de las flores con metanol (EFM, 45 g).

Fraccionamiento de los extractos concentrados
usando diferentes solventes en polaridad creciente.
De los extractos concentrados (EHH, EHM,
EFH, EFM), se escogié por su baja citotoxicidad
en células MA-104 (Figura 1) el EHM, para ser
sometido a fraccionamiento empleando la técnica de
cromatografia en columna (fase estacionaria silicagel
60, 70-230 mesh, marca Sharloud) usando diferentes
solventes en polaridad creciente como fase mévil. La
eluciodn se inicid con hexano al 100 % (3 L), seguido
por mezclas de hexano/diclorometano en proporcion
1:1 (4 L), diclorometano 100 % (6 L), diclorometano/
acetato de etilo, 1:1 (6 L), acetato de etilo 100 %
(5 L), acetato de etilo/metanol, 1:1 (6 L) y metanol
100 % (4 L). Todas las fracciones obtenidas fueron
analizadas por cromatografia en capa fina, uniéndose
aquellas que tenian un perfil cromatografico similar,
quedando rotuladas de la siguiente manera: EHMH
(las fracciones obtenidas con hexano); EHMHD (las
obtenidas con mezclas de hexano y diclorometano);
EHMD (obtenidas con diclorometano); EHMDA
(obtenidas con mezclas de diclorometano y acetato
de etilo); EHMA (obtenidas con acetato de etilo);
EHMAM (obtenidas con acetato de etilo y metanol);
EHMM (obtenidas con metanol). Las fracciones
reunidas se concentraron en un rotavapor a presion
reducida a una temperatura inferior a 65 °C, rotuladas
en frascos color &mbar y guardadas a 4 °C hasta la
realizacion de los analisis.
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EHM: extracto de las hojas con metanol; EFM: extracto de las flores
con metanol; EHH: extracto de las hojas con hexano; EFH: extracto
de las flores con hexano.

Fig. 1. Efecto citotoxico de los extractos obtenidos con
solventes de diferentes polaridades de la especie Vismia
guianensis sobre células MA-104.

Evaluacion de la actividad citotéxica. La linea
celular derivada de rifion de embrion de mono Rhesus




(MA-104 ATCC N° CRL-2378) fue usada para
evaluar la citotoxicidad. Las células fueron cultivadas
y mantenidas en frascos Falcon® de 25 mL en medio
Minimo Esencial Eagle's (MEM) suplementado con
10 % de suero fetal de bovino (SFB) inactivado y
una mezcla de antibidticos [penicilina® (100.000
UI/L), anfotericina B® (2,5 mg/L) y gentamicina®
(40 mg/L)]. Los cultivos se incubaron en condiciones
estables de temperatura (37 °C), en una atmdsfera
humeda con 5 % de CO,, hasta obtener cultivos en
monocapas confluentes (5 dias).

El efecto de los extractos sobre la viabilidad
celular se determindé mediante el método descrito
por Cory y col. [16] y la casa comercial Promega
Corporation [17]. Los ensayos de citotoxicidad se
realizaron sobre 200.000 células (indculo inicial
por mL/pozo), las cuales se cultivaron en placas
de 96 pozos con el medio indicado anteriormente
hasta obtener monocapas confluentes. El medio de
cultivo fue retirado y se depositaron 150 pL de los
extractos a diferentes concentraciones, entre 10 a 500
pg/mL, preparados en medio MEM a partir de una
solucidn patron de 100 mg/mL en dimetilsulfoxido
(DMSO). Como blanco control se utilizaron pozos
que contenian solo medio de cultivo. Después de 24
horas de incubacion en las condiciones estandar se
retir6 el medio y las monocapas celulares se lavaron
con buffer fosfato salino.

Posteriormente, se adiciono la mezcla del reactivo
de deteccion MTS/PMS diluido en medio de cultivo
celular segun las indicaciones del fabricante [17], a
todos los pozos, tanto de las células tratadas como
las de control. Se realizé una medida de absorbancia
en un lector para placas de ELISA con la finalidad de
determinar el valor basal y se incubd nuevamente a
37 °C durante 2 horas. Transcurrido este tiempo se
determind la absorbancia del Formazan, un producto
de la bioreduccion del sustrato MTS-PMS por
parte de enzimas deshidrogenasas mitocondriales
de células metabdlicamente activas. El extracto se
considerd citotoxico a partir de la concentracion en
la cual es capaz de inducir el 20 % de muerte celular.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado. La
absorbancia generada como ruido por efecto de los
reactivos (pozos control con reactivos) se dedujo de
la absorbancia generada por las células expuestas.

Evaluacién de la actividad antibacteriana de
los extractos usando el método de difusion en agar
con discos de papel.

Cepas usadas en el ensayo. Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis
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(ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) y Klebsiella
pneumoniae (ATCC 23357)

Método de difusion en agar con discos de papel.
Este ensayo fue realizado de acuerdo al método
descrito por Rondoén y col. [18], con las siguientes
modificaciones: se utilizaron discos de papel de filtro
(12 mm de didmetro y 1 mm de espesor) previamente
impregnados con 20 pL de cada extracto, cuya
concentracion inicial fue de 20 mg/mL. Se usaron los
antibidticos; Amikacina® (30 pg), Ampicilina® (10
pg) y Eritromicina® (15 pg) como controles positivos
para chequear la sensibilidad de las bacterias frente
a los antibioticos de uso comun. El analisis de
concentracion inhibitoria minima (CIM) se realizo
unicamente con los microorganismos que mostraron
zonas de inhibicién y fue determinada por dilucion
de cada extracto en los rangos comprendidos entre
20 y 1 mg/mL en DMSO, colocando 20 pL de cada
dilucién en un disco de papel. Los valores de CIM
se definieron como la concentracion mas baja que
inhibid el crecimiento bacteriano [19]. Como control
negativo se usé un disco impregnado con DMSO para
descartar posible actividad del solvente contra las
bacterias ensayadas. Todos los andlisis se realizaron
por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de la actividad citotoxica. Los
extractos EHH, EFH, EHM y EFM fueron
sometidos a pruebas de citotoxicidad en células
MA-104, observandose que EHH y EFH mostraron ser
citotoxicos a partir de 250 pg/mL induciendo muerte
celular mayor al 20 %, mientras que los extractos
EHM y EFM no presentaron toxicidad a la maxima
concentracion evaluada de 500 pg/mL (Figura 1). De
acuerdo a estos resultados se decidid fraccionar
el extracto EHM en solventes de diferentes
polaridades obteniéndose las sub-fracciones
EHMH (8 g), EHMHD (10 g), EHMD (18 g),
EHMDA (20 g), EHMA (21 g), EHMAM (24 g) y
EHMM (18 g).

Analisis de la actividad antibacteriana.
Solo los extractos EHMDA y EHMM presentaron
inhibicioén del crecimiento bacteriano (Tabla 1),
con resultados similares entre ambos extractos,
es decir fueron activos contra todas las bacterias
probadas, con halos de inhibicion entre 13 mm y
35 mm de diametro y los valores de CIM oscilaron
entre 1 mg/mL y 20 mg/mL.
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TABLA 1
Actividad antibacteriana de los extractos obtenidos de la
especie Vismia guianensis

*Zonas de inhibicién (mm) cm
Extractos de V. guianensis -
Microorganismos {20 mg/mL) Control Positivo (mg/mL)
112(3]| 4 5|6| 7 | Amk | Amp | Eri 4 7
S. aureus -l -7 -] - 17 - - 37 10 15
ATCC (25923)
E. faecalis -l -1-114)-1]1-123 - 28 - 10 20
ATCC (29212)
E. coli -l -1-123(-1-113 29 - - 1 1
ATCC (25922)
K. pneumoniae -l -1-las5|-|-]15 30 - - 1 1,5
ATCC (23357)
P. aeruginosa -l -1-123(-1-135 29 - - 10 20
ATCC (27853)

Amk: amikacina® (30 pg); Amp: ampicilina® (10 pg); Eri: eritromicina®
(15 pg); *Zonas de inhibicion (mm); diametro del disco de papel 12
mm; CIM: concentracién inhibitoria minima (rango de concentracion:
1-20 mg/mL); 1: EHMH; 2: EHMHD; 3: EHMD; 4: EHMDA; 5: EHMA;
6: EHMAM; 7: EHMM.

El andlisis de la Figura 2 muestra que las
fracciones EHMDA y EHMM fueron las tinicas que
no presentaron citotoxicidad a la concentracion de 250
pg/mL por lo que se pueden considerar utiles como
posibles agentes antibacterianos.

mEHMH
BEHMHD
BEHMD
EHMDA
DEHMAM
DEHMM

% Muerte Celular

Concentracién (ug/mL}

Ext: extracto; EHMH: fracciones obtenidas con hexano; EHMHD:
fracciones obtenidas con mezclas de hexano y diclorometano; EHMD:
obtenidas con diclorometano; EHMDA: obtenidas con mezclas de
diclorometano y acetato de etilo; EHMA: obtenidas con acetato de
etilo, EHMAM: obtenidas con acetato de etilo y metanol; EHMM:
obtenidas con metanol.

Fig. 2. Efecto citotdxico de las fracciones obtenidas del
extracto metandlico de las hojas de la especie Vismia
guianensis sobre células MA-104.

Con respecto a los extractos EHMDA y EHMM,
presentan de mediana a alta polaridad ya que fueron
obtenidos con mezclas de diclorometano (D), acetato
de etilo (A) y metanol (M). Al relacionar la polaridad
de los extractos con la actividad antibacteriana
observada en el presente estudio, la misma se podria
atribuir a los metabolitos secundarios aislados de
las diversas especies del género Vismia como los de
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nucleo antrona, antraquinona, xantona, antranoides
prenilados, benzofenona, cumarina y terpenos [5,20]
los cuales presentan de mediana a elevada polaridad
dependiendo del nimero de grupos polares presentes
en las moléculas y a los cuales se les ha descrito
actividad antibacteriana [13,15].

Al comparar los resultados de la actividad
antibacteriana de la presente investigacién con los
reportados por Pereira y col. 2011, en su estudio
realizado con el extracto etandlico de V. guianensis,
especie colectada en Belem-Brasil, los mismos se
correlacionan en cuanto a la inhibicion del desarrollo
de S. aureus con variacion en la CIM (31,25 mg/mL
especie de Brazil y 10-15 mg/mL especie colectada
en Venezuela), siendo la especie venezolana mas
activa contra este importante patdogeno humano. Los
resultados difieren en la actividad contra las bacterias
Gram negativas, ya que solo los extractos de la especie
venezolana inhibieron el desarrollo de E. coli y P.
aeruginosa, con valores de CIM de 1 mg/mLy 20 mg/
mL, respectivamente. Esta diferencia que se observa
en la actividad antibacteriana en ambos estudios aun
cuando se trata de la misma especie, puede deberse a
varios factores, entre ellos: el clima, humedad, tipo de
suelo, altitud, condiciones geograficas, entre otros, los
cuales pueden afectar la biosintesis de los metabolitos
secundarios presentes en la planta [21,22].

Existen también reportes de ensayos de actividad
antibacteriana realizados a otras especies del género
Vismia, como el extracto etandlico de V. baccifera var.
dealbata el cual mostrd actividad contra S. aureus y
E. faecalis a la concentracion de 190 mg/mL [23].
Por otro lado, los extractos de las hojas, corteza y
raices de V. guineensis presentaron actividad contra
M. smegmatis'y M. tuberculosis mostrando valores de
CIM entre 78,12 y 312,5 pg/mL; en el mismo estudio
reportaron que esos extractos también presentaron
actividad contra Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, E. coli, K. pneumoniae, Morganella morganii,
Shigella flexneri, E. faecalis, S. aureus y Bacillus
megaterium a concentraciones comprendidas entre
39,00 y 312,56 pg/mL [14]. Como puede observarse
en los estudios con las especies V. guianensis (especie
colectada en Brasil) [13]y V. baccifera 23], los valores
de CIM encontrados siguen siendo superiores a los
mostrados para la especie objeto del presente estudio
por lo que se considera que los compuestos presentes
en los extractos EHMDA y EHMM pueden ser utiles
como posibles agentes antibacterianos.

CONCLUSIONES

La evaluacion de la actividad antibacteriana mostro




que las fracciones EHMM y EHMDA, obtenidas con
metanol y la mezcla diclorometano/acetato de etilo
en proporcion 1:1, respectivamente, fueron activas
contra las bacterias grampositivas y gramnegativas:
E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus 'y E.
faecalis; 1o que demuestra que la especie en estudio
presenta un amplio espectro antibacteriano en ensayos
realizados in vitro. Por otro lado, estas fracciones no
presentaron citotoxicidad sobre células derivadas de
rifon de embrion de mono Rhesus (MA-104) a la
concentracion de 250 pg/mL por lo que se consideran
utiles como posibles agentes antibacterianos.
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