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Resumen: El aumento de infecciones comunitarias como las hospitalarias a causa de infecciones por bacterias con
resistencia a multiples drogas antibiéticas. Constituyen en la actualidad como uno de los problemas de mayor preocupacion
en salud publica global, generando la necesidad de poder encontrar nuevas alternativas terapéuticas, siendo asi que se
ha ampliado la busqueda a través de los principios activos en plantas con efecto antimicrobiano. Maytenus macrocarpa
‘Chuchuhuasi”es un arbol nativo de la region Amazdnica del Peru utilizado como analgésico, antiinflamatorio y antioxidante.
Este arbol se caracteriza por contener compuestos activos como triterpenoquinonas y dimeros triterpénicos los cuales
pueden presentar actividad antimicrobiana. El objetivo del presente estudio fue determinar la accién antimicrobiana
de flavonoides y alcaloides de Maytenus macrocarpa, contra las cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922, determinandose la actividad antimicrobiana de los extractos mediante el método Kirby
Bauer. Se encontré que las cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922 fueron
resistentes a todos los extractos de Maytenus macrocarpa, siendo sensible la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923. Se concluye que los extractos de Maytenus macrocarpa no presentan actividad antimicrobiana frente a cepas
gram negativas, pudiendo ser considerada una buena opcion terapéutica frente a cepas gram positivas.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Antibacterianos, Maytenus,
Extractos vegetales (fuente: DeCS BIREME).

Abstract: The increase in community infections such as hospital infections due to infections by bacteria with resistance
to multiple antibiotic drugs. They currently constitute one of the problems of greatest concern in global public health,
generating the need to be able to find new therapeutic alternatives, and so the search has been expanded through the
active principles in plants with antimicrobial effect. Maytenus macrocarpa Chuchuhuasi”is a tree native to the Amazon
region of Peru used as an analgesic, anti-inflammatory and antioxidant. This tree is characterized by containing active
compounds such as triterpenoquinones and triterpene dimers, which may have antimicrobial activity. The objective of
this study was to determine the antimicrobial action of flavonoids and alkaloids from Maytenus macrocarpa, against the
strains of Pseudomonas aeruginosa ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922, determining the antimicrobial activity
of the extracts using the Kirby Bauer method. It was found that the strains of Pseudomonas aeruginosa ATCC 25923 and
Escherichia coli ATCC 25922 were resistant to all the extracts of Maytenus macrocarpa, being the strain of Staphylococcus
aureus ATCC 25923 sensitive. Itis concluded that the extracts of Maytenus macrocarpa do not present antimicrobial activity
against strains gram negative strains and can be considered a good therapeutic option against gram positive strains.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Antibacterials, Maytenus macrocarpa,
vegetable extracts (fuente: DeCS BIREME).

|
Introduccion

En la Asamblea Mundial de la Salud celebrada en rantizar, la continuidad de la prevencion y el tratamiento de
mayo de 2015 se aprobd un plan de acciéon mundial para las enfermedades infecciosas con medicamentos eficaces,
luchar contra la resistencia a los antimicrobianos, incluidala seguros y de calidad garantizada, que se usen de modo
resistencia a los antibioticos, el cual tiene como objetivo ga- responsable y sean accesibles a todas las personas que

Citation: Marcos-Carbajal P, Allca-Mufioz C, Castro-Sanchez J C, Segura-Chavez L F, Salazar-Granara A. Accion antibacteriana

de extractos corteza de Maytenus macrocarpa (Chuchuhuasi) contra cepas ATCC de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y

Staphylococcus aureus.Revis Bionatura 2023;8 (3) 101 http://dx.doi.org/10.21931/RB/2023.08.03.101

Received: 25 June 2023 / Accepted: 26 August 2023 / Published: 15 September 2023

Publisher’s Note: Bionatura stays neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.

Copyright: © 2022 by the authors. Submitted for possible open access publication under the terms and conditions of the
BY Creative Commons Attribution (CC BY) license (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).



Pool Marcos-Carbajal, Christian Allca-Mufioz, Juan Carlos Castro-Sanchez, Luis Felipe Segura-Chavez, Alberto Salazar-Granara

Volume 8/ Issue 3/ 101 http://www.revistabionatura.com

los necesiten’. Ante la publicacion de la lista de patégenos
prioritarios a nivel mundial, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) dentro de sus objetivos recomienda reforzar
la investigacion y el desarrollo de nuevos antimicrobianos
que son necesarios ahora y en el futuro para que puedan
usarse contra las infecciones multirresistentes?. Es cono-
cido en el mundo, a través de la etnobotanica/Medicina
tradicional que ha sido util el uso de extractos de plantas
en complicaciones severas de salud y enfermedades infec-
ciosas, muchas de ellas son de uso tradicional en comuni-
dades indigenas siendo usadas por ejemplo en infecciones
urinarias complicadas®.

El Peru es el quinto pais en el mundo en numero de
plantas conocidas y usadas por la poblacion, este posee
aproximadamente el 8% del numero total de plantas en el
mundo en forma especifica la amazonia peruana®. Exis-
te pocos estudios previos relacionados con el estudio de
propiedades antibacterianas, fitoquimicas y con potencial
medicinal®.

La identificacion de principios activos de plantas perua-
nas abre una gama de posibilidades para el descubrimiento
de nuevos farmacos antibacterianos contra las bacterias
multidrogorresistentes.

Maytenus macrocarpa (Chuchuhuasi) es un arbol di-
fundido en el Pert, propio de la amazonia peruana. Los po-
bladores utilizan la corteza, raiz y hojas en forma tradicio-
nal para el reumatismo, artritis, bronquitis, diarreas, siendo
también usado como analgésico y antiinflamatorio.

El objetivo de este trabajo es explorar la actividad an-
tibacteriana de Maytenus macrocarpa (chuchuhuasi) frente
a cepas bacterianas Escherichia coli, Pseudomonas aeru-
ginosa 'y Staphylococcus aureus.

|
Materiales y métodos

Disefio y poblacién de estudio

Es de tipo experimental in vitro. Los extractos fueron
obtenidos en el Centro de Investigacion de Medicina Tra-
dicional y Farmacologia (CIMTFAR), de la Facultad de Me-
dicina Humana de la Universidad de San Martin de Porres
(FMH-USMP), en Lima-Peru. Los ensayos microbiolégicos
fueron de los laboratorios de microbiologia de la Clinica
Americana Juliaca y de la Escuela Profesional de Medicina
de la Universidad Peruana Union. La corteza de Maytenus
macrocarpa, fue colectada en la regiéon de Madre de Dios
(Sureste, Peru), de acuerdo con los criterios del método de
Cerrate, E>'2. La autentificacion e identificacion taxondmica
de la planta, fue realizado por especialistas del Herbario
Vargas CUZ de la Universidad Nacional San Antonio Abad
del Cuzco, donde se deposité los especimenes con numero
de voucher 3547 y 365334, Se utilizaron cepas bacteria-
nas; Escherichia coli ATCC 25922; Pseudomonas aerugi-
nosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923
(Microbiologics, St. Cloud, Minnesota USA). Como control
se utilizaron los siguientes discos de antibiéticos; Nitrofu-
rantoina 100 mcg; Imipenem 10 mcg y Cefoxitin 30 mcg
adquiridos en Belomed (Bioanalyse (lvedik Osb/Yenimaha-
lle, Turquia).

Obtencidn de extractos

Se obtuvieron 3 extractos: totales, flavonoides y alca-
loides.

Extractos totales

El extracto se prepar6 a partir de material seco y molido
de la corteza del Maytenus macrocarpa, el cual fue macera-
do durante una semana en etanol al 70°, el cual se prepard
a partir de etanol absoluto (Sigma-Aldrich Inc. ST. Louis MO
63103 United States). Posteriormente la mixtura se filtré me-
diante papel Whatman de 1,6 a 1,2 mm. Los solventes fue-
ron purificados y eliminados a través de rotaevaporacion a
una temperatura de 45°C, obteniéndose residuos que fueron
secados en una estufa por un periodo de 7 dias.

Extraccion de flavonoides

Se empled una técnica adaptada, descrita por Simo-
novska B y col."® Se realiz6 el secado de la muestra de la
corteza del arbol en una estufa a 37°C, para poder poste-
riormente ser molida hasta obtener un polvo fino y homogé-
neo. Luego se colocé 20 g. de muestra pulverizada con 200
ml. de metanol en el equipo Soxhlet con una temperatura
de 37°C, dejando reposar durante 72 h. Después se realizd
el filtrado del extracto metandlico y se colocd en un rotaeva-
porador a 45°C hasta eliminar el solvente, el extracto bruto
obtenido fue diluido en 300 ml de agua al concentrado de
extracto metandlico, luego 150 ml. de éter de petréleo para
dejar reposar durante 4 h. hasta lograr obtener dos fases de
la muestra, una acuosa y otra aceitosa. Por ultimo, la fase
acuosa se acidificé afiadiendo hasta 450 ml. de acetato de
etilo, dejando reposar durante una hora, hasta la separa-
cién de las dos fases. Para la fase acida se concentrd en
el rotaevaporador a 45°C para luego llevarlo a la estufa a
37°C, obteniendo un polvo seco de flavonoides.

Extraccion de alcaloides

Se empled una técnica adaptada, descrita por Muzquiz
My col.™ Se realiz6 el secado de la muestra de vegetacion
en estufa a 37°C, para poder moler la muestra de vegeta-
cion hasta obtener un polvo fino y homogéneo. Luego se
mezcld y agitd con 100 g. de muestra de vegetacion con 1
L. de HCI 2N y se agit6 durante 4 h. Después se realizé el
centrifugado a la solucion durante 15 minutos a 8000 rpm.
para luego eliminar el residuo acuoso y quedarnos con la
fase solida de la muestra. Por ultimo, se alcalinizo la fase
soélida con NaOH 6N, hasta alcanzar un pH de 8 a 10 (en-
tre 50 y 100 ml.) Posteriormente se transfirié a un embudo
de decantacion, agregando 400 ml. de diclorometano (CH-
2CI2), agitandose por un total de 4 horas, hasta obtener dos
fases. A su vez, se recupero la fase inferior en un matraz
Florence, llevandolo a un rotaevaporador a 45°C para su
concentracion, obteniéndose un extracto de alcaloide crudo
que se diluye en agua destilada.

Fase microbiolégica

Para la preparacién del indculo se partio de un cultivo
de 18 a 24 h a 37 oC en Agar Tripticasa Soya logrando
obtener una fase logaritmica en solo 4 horas de incuba-
cion, ajustando la concentracion a una densidad 6ptica de
0,3 a 600nm (3,1 x 108UFC/ mL). A partir de estos cultivos
en crecimiento activo, se seleccionan tres a cinco colonias
y se suspenden en 5 mL. de solucién salina estéril (NaCl
0,85%). El resultado de la suspension se homogeneiz6 du-
rante 15 segundos y su turbidez se ajust6 a 0,5 de la escala
Mc Farland (1.5 x 108 ufc/ml). La técnica esta basada en el
método originalmente descrito por Bauer et al.* Se sembra-
ron en placas de Petri con Agar Mieller-Hinton (AMH) sobre
la superficie de cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC
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27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia
coli ATCC 25922 respectivamente. El hisopado se realizo
de forma uniforme y se incubaron en una estufa a 37 °C a
temperatura durante por 24 horas en forma aerobia. Tam-
bién se procedi6é a impregnar cada disco estéril de 6 mm
de diametro (papel filtro Whatman #4) con 20 pL. de cada
concentracion de 12 y 6 mg. de extracto etandlico, pool de
alcaloides y pool de flavonoides de la corteza de Maytenus
macrocarpa disueltos en etanol. Ademas, se colocé como
control negativo un disco de papel Whatman #4 con 10 pL
de agua destilada y como control positivo se us6 imipenem
en concentracion de 100 mcg., cefoxitina en concentracion
de 30 mcg. y nitrofurantoina en concentracion de 100 mcg.
para las bacterias utilizadas'®. Al final del periodo, las zonas
de inhibicion formadas se midieron en milimetros usando
el vernier, las zonas de inhibicion de menos de 15 mm de
diametro no se consideraron para el analisis de la actividad
antibacteriana. Cabe mencionar que, para cada extracto,
se realizaron réplicas por triplicado.

Analisis estadisticos

Los datos se consignan como descriptivos, con medi-
das de tendencia central y se presentan en tablas de 2 x
2. Se us6 como paquete informatico el software Microsoft
Excel Version 2010.

Consideraciones éticas

Se solicitd el permiso al comité de ética y se exonerd
por ser un estudio que no involucra humanos. El estudio fue
aprobado por el Instituto de Investigacion de la Facultad de
Medicina Humana de la USMP.

|
Resultados

Actividad antibacteriana de los extractos de Maytenus
macrocarpa frente a cepas ATCC

Los resultados revelaron que los 3 extractos de la cor-
teza del chuchuhuasi ejercen actividad antibacteriana con-
tra Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Media: 26 mm;
Concentracion: 12 y 6 mg/ml). Sin embargo, los extractos
de Maytenus macrocarpa no exhibieron una mayor activi-
dad antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 (Media: 15 mm; Concentracion: 12 'y 6 mg/ml) y Es-
cherichia coli ATCC 25922 (Media: 15 mm; Concentracion:
12 y 6 mg/ml). (Datos no mostrados). Cabe mencionar que
se uso controles positivos, el imipenem para Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 (Media: 26 mm), Cefoxitin para
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Media: 27 mm) y Ni-
trofurantoina para Escherichia coli ATCC 25922 (Media: 26
mm) (Ver tabla No 1,2 y 3)

|
Discusién

Después de la aparicion de patégenos resistentes a
multiples drogas, la investigacion de nuevas alternativas de
remedio ha llevado al reconocimiento del potencial de los
extractos de plantas medicinales para tratar las infecciones
asociadas a este tipo de microorganismos. Entre los prin-
cipales patégenos mencionados por la OMS a los que se
necesitan urgentemente antimicrobianos mas nuevos estan
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y ente-
robacterias multidrogoresistentes.

Este estudio, tuvo como objetivo determinar la activi-
dad antibacteriana de Maytenus macrocarpa con el fin de
validar cientificamente sus propiedades terapéuticas. El
Chuchuhuasi es una planta endémica, la cual es utilizada
en la medicina tropical, en pueblos amazdénicos del Peru.
Esta especie se suele utilizar tanto en remedios populares
con diversas indicaciones como, antirreumatico, afeccién
pulmonar y anti-inflamatorio, y propuesto como alternativas
novedosas de terapia contra estas bacterias resistentes. En
el caso de la mastitis, absceso de la glandula mamaria, es
usado el chuchuhuasi como uso tépico™® .

Mediante el método de difusién en agar se midio la
capacidad de inhibiciéon del crecimiento bacteriano y esta
basado en la rica variedad de fitoquimicos incluyendo flavo-
noides, taninos, cumarinas, terpenoides, triterpenos, alca-
loide y todos los compuestos se puede aislar facilmente por
etanol, que es un disolvente adecuado para la extracciéon
de materiales vegetales bioactivos. De hecho, es importan-
te enfatizar que los curanderos tradicionales pueden usar
alcohol o aguardiente facilmente para preparar las macera-
ciones empleadas en la fitoterapia'®2°.

Se realizaron analisis quimicos de la corteza de Mayte-
nus macrocarpa obteniendo los 3 extractos mencionados
para evidenciar en forma exacta los componentes respon-
sables de la actividad antibacteriana, lograndose observar
que los 3 ejercen eficacia bacteriana contra Staphylococ-
cus aureus ATCC 25923 a 12 y 6 mg/ml. Continua reali-
zar estudios posteriores en el cual se deben someterse a
evaluaciones farmacoldgicas con el objetivo de evaluar su
eficacia in vivo, toxicidad, posibles efectos adversos, inte-
racciones v contraindicaciones?2.

VARIABLES Control | Control EET PAL PFL
negativo @ positivo
10 mcg. 6 12 6 12 6 12
mg/ml  mg/ml  mg/ml  mg/ml mg/ml | mg/ml
Sensible si halo de NO S NO  NO NO NO NO NO
inhibicion > 25 mm
Resistente si halo S| NO S| S| S| S| S| S|

de inhibicion <25
mm

Control negativo: agua destilada, Control positivo: imipenem, EET: Extracto etanolico, PAL: Pool
alcaloides, PFL: Pool flavonoides

Tabla 1. Actividad antibacteriana obtenida del extractos de corteza de Maytenus macrocarpa (Chuchuhuasi), frente a

cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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VARIABLES Control | Control EET PAL PFL
negativo @ positivo
30 mcg. 6 12 6 12 6 12
mg/ml | mg/ml  mg/ml  mg/ml  mg/ml | mg/mi
Sensible si halo de NO Sl Sl Sl Sl Sl Sl S
inhibicion > 25 mm
Resistente si halo S| NO NO NO NO NO NO NO
de inhibicion < 25
mm

Control negativo: agua destilada, Control positivo: imipenem, EET: Extracto etanolico, PAL: Pool
alcaloides, PFL: Pool flavonoides

Tabla 2. Actividad antibacteriana obtenida del extractos de corteza de Maytenus macrocarpa (Chuchuhuasi), frente a

cepa de Stahylococcus aureus ATCC 25923.

VARIABLES Control | Control EET PAL PFL
negativo positivo
30 mcg. 6 12 6 12 6 12
mg/ml = mg/ml | mg/ml | mg/ml mg/ml mg/ml
Sensible si halo de NO S NO NO NO NO NO NO
inhibicion > 25 mm
Resistente si halo S| NO S| S| Sl S| S| S|
de inhibicion <25
mm

Control negativo: agua destilada, Control positivo: imipenem, EET: Extracto etanolico, PAL: Pool
alcaloides, PFL: Pool flavonoides

Tabla 3. Actividad antibacteriana obtenida del extractos de corteza de Maytenus macrocarpa (Chuchuhuasi), frente a

cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

Estos resultados anteriormente descritos validan cien-
tificamente su capacidad inhibitoria atribuida por su uso
comun en medicina popular y contribuyen al desarrollo
de nuevas opciones de tratamiento basadas en productos
naturales. Refuerzan la importancia de la planta analizada
como fuente de compuestos bioactivos para el tratamiento
de enfermedades infecciosas relacionadas con S. aureus.
Cabe mencionar la importancia de la etnobotanica que im-
pulsa el uso de plantas medicinales peruanas como usos
topicos en este tipo de infecciones al ser humano.

Hoy en dia se requieren realizar mas estudios de in-
vestigacion proveniente de diferentes drogas con el fin de
poder encontrar alternativas frente a la resistencia bacte-
riana. Estudios en medicina traslacional han empleado el
uso de metformina como agente bacteriano sin embargo
los resultados varian entre cepas empleadas para la sensi-
bilidad frente a los patdgenos estudiados??*. Sin embargo,
estudios con diferentes familias de Maytenus ilicifolia Mar-
tius, sl lograron demostrar sensibilidad frente a las cepas
de Staphylococcus aureus ATCC 25175'6,

También De Leon ef al, 2010 describieron la actividad
y mecanismo de accién de la zeilasterona un triterpenoi-
de 6-oxofendlico, mostrando su mayor actividad contra S.
aureus en comparacion con demetilzeilasterona u otros tri-
terpenoides fendlicos como zeilasteral y demetilzeilasteral,
pudiendo orientar a la busqueda de terpenoides naturales
en Maytenus macrocarpa cultivada en Peru probando su
efecto bactericida'®. Resultados similares fueron descritos
por Lindsey et al mediante el uso de extractos de Mayte-
nus senegalensis de raices, plantas medicinales de Kenya.

Sin embargo, su capacidad antibacteriana fue parecida y
orientada a bacterias gran positivas, la que fue reportado
en nuestro estudio, a diferencia que ellos incluyeron Baci-
llus subtillis?.

Por lo cual es importante establecer nuevas investiga-
ciones para el descubrimiento de drogas de segundo uso,
elaboracion de nuevos farmacos o los hallazgos de los prin-
cipios activos en la medicina tradicional para poder comba-
tir la resistencia bacteriana y lograr reducir asi la letalidad
a nivel mundial ocasionado por el uso indiscriminado de
antibidticos.

Limitaciones

Entre las limitaciones que presenta el estudio se han
observado la utilizacién de equipos especiales para aceites
esenciales usados en estandares internacionales como el
de Clevenger logrando obtener mejor calidad y rendimiento
de los aceites, pudiendo ser complementado con el analisis
de cromatografia de gases acoplado a un espectrometro
de masas (GC-MS). Oftra limitacién que presenté el estudio
es que no se realizo extracciones de diferentes partes de la
planta (tallos frescos, hojas, etc.), ya que de ello depende
la cantidad y calidad de aceite esencial.

|
Conclusiones

Se concluye que los extractos de corteza de Maytenus
macrocarpa posee efecto antibacteriano in vitro en las con-
centraciones de 6 y 12 mg/ml sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923 observado mediante la producciéon de halo
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de inhibicion por el método de kirby Bauer, no ocurriendo
frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y
Escherichia coli ATCC 25922. Por lo tanto, estos extractos
no presentan actividad antimicrobiana frente a cepas gram
negativas, pudiendo ser considerada una buena opcion te-
rapéutica frente a cepas gram positivas especificamente
para Staphylococcus aureus.
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