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Resumen

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana y antioxidante de las partes aéreas de Baccharis
revoluta. Métodos: La especie fue colectada en el municipio de Chocontd, Cundinamarca (N
05° 08’ 26,3” W 73° 38’ 59,2”). A los extractos de hojas, tallos y flores de diferente polaridad se
les determino la actividad antibacteriana frente a los microorganismos Staphylococcus aureus
Gram (+), Klebsiella pneumoniae Gram (—) y Escherichia coli Gram (-), utilizando el método
de difusion en gel por perforacion en placa y se le evalu6 la actividad antioxidante por el
método DPPHe. Resultados: Las pruebas de eficacia antimicrobiana exhibieron inhibicién
significativa de los extractos. Ademas, se determiné la concentracion critica, que representa una
medida de la susceptibilidad del microorganismo, y los extractos presentaron mayor actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus que a Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli.
Los extractos etanolicos presentaron una actividad antioxidante representativa, con una IC_ y
actividad antioxidante relativa de 7,2% y 43.64%, para el extracto etandlico de hojas, 6,95%
y 45.57% para el extracto etanolico de tallos y 7,1% y 44.16 % para el extracto etandlico de
flores, lo que nos determina una gran potencialidad de estos extractos etandlicos.
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Abstract

Objective. To vvaluate the antibacterial and antioxidant activity of the aerial parts of Baccharis
revolute. Methods. The species was collected in the municipality of Chocontd, Cundinamarca
(N 05°08 “26.3 “W 73 © 38’ 59.2”). In extracts of leaves, stems and flowers of different polarity
were determined in antibacterial activity against the microorganisms Staphylococcus aureus
Gram (+), Klebsiella pneumoniae Gram (-) and Escherichia coli Gram (-) using the gel diffusion
method by drilling plate and he evaluated the antioxidant activity by the DPPHe method. Results.
Antimicrobial efficacy tests showed significant inhibition of the extracts. Moreover, the critical
concentration, which is a measure of the susceptibility of the microorganism was determined, and
the extracts showed greater antibacterial activity against Staphylococcus aureus than Klebsiella
pneumoniae and Escherichia coli. Ethanolic extracts showed a representative antioxidant activity,
an antioxidant activity IC50 and on 7.2% and 43.64% for the ethanol extract of leaves, 6.95 and
45.57% for the ethanol extract of stems and 7.1% and 44.16% for the ethanol extract of flowers
wich determines us great potential of these ethanolic extracts.
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Introduccion

En Colombia existe diversidad de especies vegetales,
entre las que se encuentran las pertenecientes al gé-
nero Baccharis (1-4). Muchas reportan uso popular
medicinal y agrario. Del género se han estudiado va-
rias especies y se han observado compuestos de tipo:
sesquiterpenos, triterpenos, flavonoides, flavanono-
les, dcidos grasos ciclicos, lactonas sesquiterpénicas,
diterpenos, ent-clerodanos, prostaglandinas prove-
nientes de dcidos grasos libres y chalconas metiladas
(5-13). Asimismo, se han realizado estudios sobre
su actividad bioldgica, como: pesticida, repelente,
efecto antiprotozoario, insecticida, tripanozoica, an-
tibacterial, antimicobacterial, citotoxicidad, efectos
antioxidantes y mutagenicidad.

Estudios como los de Thais ez a/ (14), reportan
que Baccharis trimera presenta componentes que
inhiben la secrecién gistrica, actuando principal-
mente en la via de reglamentacién colinérgica,
determinando que el extracto de la planta contiene
compuestos que ejercen una inhibicién moderada
de la via de regulacién de la secrecién dcida y la
bomba de protones gistrica. También verificaron
que los componentes activos proporcionan una
eficaz inhibicién de la secrecién de dcido en vivo, lo
que podria explicar la actividad antiulcerosa. Rodri-
gues et al (15) reportan en Baccharis dracunculifolia
(DC) (Asteraceae) planta nativa de Brasil, conocida
como “vassourinha’ o “Alecrim-do-campo”, que los
extractos de las hojas son utilizados para tratar
trastornos de higado y del aparato digestivo.

Da Cruz ez al (16) refieren que el extracto hidroe-
tandlico de Baccharis trimera reduce la liberacién
de especies reactivas del oxigeno en los neutréfi-
los, in vitro y en modelos experimentales iz vivo,
y confirman su efecto antioxidante. Xavier ez a/
(17-18) informan que Baccharis uncinella DC,
Baccharis anomala DC y Baccharis dentata GM
(Vell) presentan un alto potencial aromdtico de
los aceites esenciales obtenidos por el método de
destilacién de vapor. El andlisis del aceite esen-
cial se llevé a cabo por GC-MS vy los principales
compuestos identificados para ambos procesos

fueron a-pineno, B-pineno y spathulenol (B.
uncinella), spathulenol, B-cariofileno, y [-seli-
neno (B. anomala), y germacreno D-, 6xido de
cariofileno y spathulenol (B. dentata). Egly et al
(18) reportan que en Argentina el exudado resi-
noso de Baccharis grisebachii se utiliza para tratar
tlceras, quemaduras y llagas en la piel, y mostréd
actividad a dermatofitos y bacterias. Ademds,
identificaron dos diterpenos, ocho derivados del
dcido p-cumdrico y dos flavonas el 3-prenil-p-cu-
madrico y el 4dcido 3,5-diprenil-p-cumadrico. Es
activo a Epidermophyton floccosum'y Trichophyton
rubrum con CMI de 50 y 100 a 125 mg/ml,
respectivamente.

El diterpeno Labda-7,13E-dien-2(3,15-diol es activo a
Epidermophyton floccosum 'y Trichophyton rubrum con
CMI de 12.5 mg/ml, mientras que la CMI contra
el Microsporum canisy Trichophyton mentagrophytes
fue de 25 mg/ml. El diterpeno fue también activo
hacia Microsporum gypseum con una CMI de 50
mg/ml, y mostré una inhibicién en Staphylococcus
aureus (cepas de S. awureus meticilina resistente
y sensible) con una CMI de 125 mg/ml. Los
resultados apoyan el uso de Baccharis grisebachii
en la medicina tradicional. A la especie Baccharis
revoluta (romerillo), que se localiza en la regién
cundiboyacense, especie que solo se ha encontrado
en Colombia y que no presenta estudios quimicos
ni bioldgicos se le evalud la actividad antibacteriana
por la técnica de perforacién en placa con la fina-
lidad de encontrar nuevas alternativas terapéuticas
efectivas contra las infecciones producidas por
microorganismos resistentes a los antibiéticos. En
tal sentido, se buscaron fracciones potenciales con
efecto antibacteriano de las partes aéreas de la es-
pecie. Ademds se evalud la actividad antioxidante.

Materiales y métodos
Procedencia del material botdnico
Se colect6 1 kg de muestra sana y florecida en el

municipio de Chocontd, Cundinamarca (N 05° 08’

26,37 W 73° 38’ 59.2”). Un ejemplar se prepard
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para la identificacién taxonémica en el Herbario
Nacional Colombiano del Instituto Nacional de
Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de
Colombia, determinada por el doctor José Aguilar
Cano como Baccharis revoluta Kunth y registrada

con el cédigo: COL 566217.
Obtencion de los extractos y fracciones

Las partes aéreas (hojas, tallos y flores) se secaron a la
sombra y se molieron hasta un tamafno de particula
adecuado para la extraccién. Se utiliz6 el equipo
de extraccién Soxhlet, que permite mantener la
identidad quimica original o natural de los principios
activos de la planta. Las extracciones se realizaron con
solventes de polaridad ascendente: éter de petréleo,
diclorometano, acetona, metanol y extraccién total
con etanol agua (19) los cuales se fraccionaron.

Actividad antimicrobiana

Los microorganismos utilizados para la determi-
nacién de actividad antibacteriana en este estudio
proceden de las denominadas cepas de control,
de acuerdo a la clasificacién de la American
Type Culture Collection (ATCC). Para bacterias
Gram positivas se utilizé como microorganismo
indicador Staphylococcus aureus ATCC # 25923
mientras que para Gram negativas se utilizé como
microorganismos indicador Escherichia coli ATCC

13706 y Klebsiella pneumoniae ATCC # 70063.

Se empled el método de difusién en gel por per-
foracién en placa, usando como medio de creci-
miento bacteriano el agar Miieller Hinton, debido
a su buena reproducibilidad para el crecimiento
de la mayorfa de bacterias. Es un medio simple,
transparente y sin materiales termoldbiles, ademis
contiene almidén, que contribuye al fomento del
crecimiento (20-21).

Preparacion de soluciones
Preparacion de patrones. Se tomaron 10 mg de

antibidticos: moxifloxacina 400 mg, cefalexina
500 mg, amoxicilina 500 mg, ciprofloxacino 1000

mg, rifaximina en 200 mg en 10 ml de DMSO, y
se diluyo con un factor de 2.

Preparacion de extractos de diferente polaridad de
Baccharis revoluta. Se preparé una solucién stock
1000 ppm de cada extracto a evaluar disolviendo

10 mg en 10 ml de DMSO.

Preparacion de los medios de cultivo. Se tomaron 34 g
de Muller Hilton por litro de agua segtn indicacién
del producto y se prepararon cajas con 30 ml de
agar estéril. Se realizaron cuatro perforaciones y se
sellaron las bases con 15 ml de agar. En cajas Petri
con 25 ml de Agar Muelle-Hinton se realizaron las
siembras de 0.1 ml de los inéculos preparados para
cada patdgeno correspondiente a la concentracion
0.5 de la escala de McFarland, (1.5 x 102 UFC/ml),

utilizando la siembra masiva.

Posteriormente se realizaron 4 perforaciones equidis-
tantes de 8 mm a las cuales se les sellaron el fondo con
AMH. Sellados los fondos se agregaron las muestras
para andlisis, evaludndose 4 concentraciones de ex-
tractos. Para ello se tomé 100 mg de extracto seco y se
diluy6 en 1 ml de DMSO, obteniéndose una dilucién
principal de la cual se tomaron: (10pl) correspondiente
1 mg, de extracto (20 pg/pl), (20ul) correspondiente a
2 mg (40 pg/pl), (30pl) correspondiente a 3 mg, (60
pg/pl) y (50 pl), correspondiente a 5 mg, (100 pg/ul)
y para los patrones se tomé 10 mg de patrén Rifaxi-
minay se diluyeron en 10 ml de DMSO, a la dilucién
principal se le realizé un factor de dilucién de 1/2 dela
que se tomaron (10pl) correspondiente 0,005 mg de
patrén, (0,1 pg/pl), (20ul) correspondiente 0,01mg,
(0,2pg/pl), (30pl) correspondiente 0,015 mg (0,3 pg/
pl) y (50ul) correspondiente 0,025 mg (0,5 pg/pl). La
observacién de las respuestas antimicrobianas en estas
cantidades de extracto permitié observar una corre-
lacién entre la concentracién de extracto y la accién
antimicrobiana, es decir, se puede apreciar si hay una
correcta difusién de las sustancias en el agar.

Una vez aplicadas las muestras se dejaron en
predifusién durante 30 minutos a temperatura
ambiente, se incubaron a 37°C y se realizaron las
medidas de los didmetros de inhibicién a las 24
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horas. Luego se graficé el logaritmo natural (Ln)
de las masas de los extractos empleadas contra el
cuadrado de los didmetros de inhibicién (X?); de
esta forma se obtiene una recta que se ajusta por
minimos cuadrados y por extrapolacién se halla el
punto de interseccion sobre la ordenada que corres-
ponde al valor de la concentracién critica (C.C.)
en mg. La concentracién critica se define como la
concentracién de la sustancia antimicrobial que se
difunde en la superficie del agar o gel, en la interface
entre bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas;
representa una medida de la susceptibilidad de un
microorganismo prueba, este valor se aproxima a
la CMI obtenida en las pruebas de dilucién. Se de-
termind la actividad antibacteriana relativa (ABR),
con respecto a la Rifaximina que es equivalente a
(C,, muestra / C_ rifaximina) x 100)

En la actividad antibacteriana relativa {In ABR =
(In C50 patrén de referencia)/ (In C50 muestra
analizada analizada) X 100}, se muestra el
porcentaje de actividad de los extractos analizados
con respecto al patrén usado y representa una
medida de la susceptibilidad del microorganismo.

Actividad antioxidante

El radical DPPHe es un radical nitrogenado
organico y estable, posee un intenso color parpura
y se encuentra en forma de radical, no necesita
generacion previa. El método fue planteado por
Brand-Williams en 1995 (22), donde la capacidad
antioxidante se basa en la disminucién de color,
medido a 517 nm, por accién de un compuesto
antioxidante; igualmente, dicha actividad puede
ser medida por resonancia espin-electrén (23). A
género baccharis se le han realizado varios estudios
de actividad antioxidante (16, 24-25).

Preparacion de soluciones

Preparaciéndel radical DPPHe: se disolvieron 2 mg
de DPPHe Sigma-Aldrich, en 100 ml de metanol.
La solucién se dejé reaccionar a temperatura
ambiente durante 30 minutos en la oscuridad.

Posteriormente fueron preparadas soluciones de
trabajo hasta obtener una absorbancia de 0.800 +
0.050 para todos los casos (26-30) a una longitud
de onda de 517nm.

Preparacion de extractos de diferente polaridad de
Baccharis revoluta: se preparé una solucién stock
1000 ppm disolviendo 10 mg de extracto en 10
mL de metanol, luego se prepararon diluciones con
rangos de concentracién entre 500, 100, 10y 1 ppm.

Preparacion de vitamina C. se preparé una
solucién stock 1000 ppm disolviendo 10 mg
de 4cido ascérbico en 10 mL de metanol,
luego se prepararon diluciones con rangos de
concentracién entre 500, 100, 10, 1 y 0,1 ppm
con el fin de realizar la curva de referencia.

Preparacion de la curva de referencia: a 900 uL del
radical DPPHe se le adicionaron 300 pL de cada
unade las diluciones de 4cido ascérbico, la medicién
se realiz a 517 nm, y el porcentaje de captacién se
calcul6 con base en la siguiente ecuacién:

% de Captacion DPPH = (A “inicial” - A final)/(A
inicial) x 100. El porcentaje de captacién representa
la pérdida del color purpura a amarillo del radical
DPPH, cuando le es agregado un compuesto
antioxidante, disminuyendo asi la absorbancia de
la solucién, que es medidaa 517nm; la absorbancia
inicial se toma en el minuto cero sin adicién
del antioxidante referencia (dcido ascérbico), la
absorbancia final se toma 10 minutos después de
agregar el antioxidante de referencia.

Medicién de la actividad antioxidante de los
extractos de Baccharis revolutum: en una cubeta de
plastico con volumen reducido se agregd 900 pL del
radical DPPHe, se midié la absorbancia a 517nm,
luego se adicionaron 300 pL del extracto y fracciones
a evaluar y nuevamente se midié la absorbancia
cada 30 segundos hasta completar 10 minutos; con
los datos obtenidos se determind el Coeficiente
de Inhibicién media (ICSO), que se calcula con la
ecuacién de la recta obtenida. Para calcular el IC, se
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sustituye (y) por 50, y asi calculamos el porcentajede  Resultados
captacién de DPPHe (22).
La actividad antibacteriana y antioxidante se evalua-
Actividad antioxidante relativa ron por los métodos antes descritos y sus resultados
los presentamos en las figuras siguientes: La figura
La Actividad Antioxidante Relativa AAR = (1/IC,; 1 muestra la concentracién critica (C,,) evaluada a
muestra de referencia) / (1/IC_ patrén analizada) x  las bacterias Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y
100, muestra el comportamiento de las fracciones  Staphylococcus aureus, frente a los extractos y fracciones
analizadas comparadas con el patrén usado. de diferentes érganos de Baccharis revoluta.

C,, de Baccharis revoluta frente a Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli y Staphylococcus

100,0 7 89,8
76,1
80,0 7 sgy 608 571 61,0 620 638 649 g4
- ' 51,5
o 60,0 - )
J’ 38,1
40,0 1 26
20,0
0'0 ! ! ! ! ' ! T T T T 1 T 1
A B C D E F G H I J K L M

Extracto Baccharis revoluta

Figura 1. C, de extractos de Baccharis revoluta Klebsiella pneumoniae [t. petrol (A), t. dicloro (B) ],
Escherichia coli [t. petrol (C), t. dicloro (D), f. acetona (E) |, Staphylococcus aureus [h. petrol (F), h.
dicloro (G), h. metanol (H), t. petrol (I), t. dicloro (J), t. metanol (K), f. acetona (L), f.metanol (M)].

La Figura 2 muestra la actividad antibacteriana  aureus frente a los extractos y fracciones de
relativa (ABR), evaluada a las bacterias Klebsiella  diferentes 6érganos de Baccharis revoluta.con
pneumoniae, Escherichia coli y Staphylococcus  respecto a la rifaximina.

Actividad Antibacteriana Relativa de Baccharis revoluta
frente a Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y

080 7 .. oe1 Staphylococcus aureus respecto a Rifaximina
| 4 0,50
0,60 043 0.40 pa1 042 0,43 0,41
) 0,34
X 0,40 0,27
0,18 0,17

0,20 -
0'00 T T T T T T T T T T T T T

A B C D E F G H | J K L M

Extractos de Baccharis revoluta

Figura 2. ABR de extractos de Baccharis revoluta frente a rifaximina: Klebsiella pneumoniae [t. petrol (A), t.
dicloro (B) 1, Escherichia coli [t. petrol (C), t. dicloro (D), £. acetona (E) 1, Staphylococcus aureus [h. petrol (F),
h. dicloro (G), h. metanol (H), t. petrol (I), t. dicloro (J), t. metanol (K), £. acetona (L), £. metanol (M)].
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La Figura 3 muestra la cinética de los extrac- por la técnica DPPHe en comparacién con el
tos etandlicos de Baccharis revoluta evaluados 4cido ascérbico.

Porcentaje de captacion de radicales DPPH* extractos
. etanolicos Baccharis revoluta
=
£ 120,00 7
g
3 100,00 ‘
-
g 8000 —+—HOJAS
L
=
g S0 —8—TALLOS
°
= 40,00 —#—FLORES
=
= 20,00
S —3—ASCORBICO
; - | T T 1
0 100 200 300
ppm

Figura 3. Porcentaje de captacién DPPHe de extractos etandlicos de Baccharis revoluta.

La Figura 4 muestra capacidad antioxidante 50 diferentes érganos de Baccharis revoluta.por el
(IC,,)) evaluada a los extractos y fracciones de método DPPHe.

IC;, de Extractos de Baccharis revoluta por el método
DPPH*

700,0 | 6245

600,0 -

500,0 -

400,0 - 3930

300,0 -

2000 90,0 827 817

100,0 72 273 6,9 71 3,16

B = . -
A B C D E F G H [ J
Extractos fracciones y patron

Figura 4. 1C_ | de extractos de Baccharis revoluta por el método DPPHe hojas [petrol (A), diclorometano
(B), etandlico (C)], tallos [petrol (D), diclorometano (E), etanélico (F), diclorometano fraccién acetona
(G)], flores [diclorometano (H), etandlico (I)]. acido ascérbico (J).
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La Figura 5 muestra la actividad antioxidante
relativa (AAR) evaluada a los extractos y fracciones

de diferentes érganos de Baccharis revoluta por el
método DPPHe.

50,00 - 43,64
40,00
30,00
20,00
10,00

A B C D

Extractos y fracciones

AAR {1/(IC;,)muestra} / {1/(IC,,) patron} x 100

45,57 44,16

382 3,86
I I - I - I
E F G H |

Figura 5. AAR de extractos y fracciones de Baccharis revoluta por el método DPPHe respecto al 4cido
ascérbico hojas [petrol (A), diclorometano (B), etandlico (C)], tallos [petrol (D), diclorometano (E),
etandlico (F), diclorometano fraccién acetona (G)], flores [diclorometano (H), etandlico (I)].

Discusion

Actividad antibacteriana. Las pruebas de eficacia
antibacteriana exhibieron inhibicién significativa
de los extractos. Se determind la concentracién
critica, el Ln de la actividad antibacteriana relativa
(Ln ABR) y la actividad anti antibacteriana
relativa (ABR) con respecto a la Rifaximina que
representa una medida de la susceptibilidad del
microorganismo. El Ln de actividad antibacteriana
relativa (In ABR) se calculé con la LnAMR =
(Ln C,; patrén de referencia) / (Ln C, muestra
analizada analizada) x 100.

Al realizar las pruebas de susceptibilidad antibac-
teriana con los extractos de hojas, tallos y flores
pudo determinarse mediante el método de difu-
sién en gel, que la mayoria de extractos presenta-
ron actividad frente a Staphylococcus aureus. Solo
los extractos tallos petrol, tallos diclorometano y
flores acetona presentaron actividad frente a Esche-
richia coli 'y Klebsiella pneumoniae. Se evidenci6 la
presencia de halo de inhibicién o disminucién del
crecimiento bacteriano en las diferentes concen-

traciones empleadas frente al grupo de bacterias
(Figura 1). Asi mismo, siguiendo la metodologia
descrita, se determiné la masa critica (MC) de los
extractos frente a los microorganismos de ensayo
que representa la masa minima de extracto para
inhibir el desarrollo del microorganismo in vitro
en las condiciones empleadas. Asi se demuestra
que cuando las condiciones son estandarizadas
se cumple que el didmetro del halo alrededor
del antimicrobiano es proporcional al Ln de la
concentracién del mismo. Por los resultados ex-
puestos anteriormente se observa que al estar los
extractos de hojas, tallos y flores constituidos por
variedad de sustancias en diferentes proporciones
y caracteristicas, no es posible comparar la “poten-
cia” con respecto al patrén.

De este estudio se puede concluir que los extractos
de la especie Baccharis revoluta presentan actividad
antibacterial, frente a los microorganismos Sta-
phylococcus aureus Gram (+), Klebsiella pneumoniae
Gram (-) y Escherichia coli Gram (-), mediante
el método de difusion en gel por perforaciéon en
placas. Los extractos de tallos (petrol) y tallos (di-
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cloro) presentaron actividad antibacteriana frente
a Klebsiella pneumoniae con una actividad antibac-
teriana relativa (ABR) con respecto a la rifaximina
de 0.58 y 0.61 respectivamente. Los extractos de
tallos (extracto petrol y diclorometano) y flores
acetona presentaron actividad antibacteriana frente
a Escherichia coli con una actividad antibacteriana
relativa (ABR) con respecto a la rifaximina de 0.18,
0.27 y 0.43 respectivamente. Los extractos de
hojas (extractos petrol, dicloro y metanol), tallos
(extractos petrol, dicloro y de metanol), flores
(extracto acetona y metanol) presentaron actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus con
una actividad antibacteriana relativa (ABR) con
respecto a la rifaximina de 0.40, 0.50, 0.41, 0.42,
0.43, 0.41, 0.17 y 0.34 respectivamente.

Actividad antioxidante. El método se utiliz6 para la
evaluacién de extractos y fracciones de diferentes
polaridades de hojas, y flores; las concentraciones
evaluadas fueron 250, 125, 25, 2,5 y 0,25 ppm. El
porcentaje de captacién de radicales por el método
DPPHe se encontré en un rango de 22.052 +
0.101 y 96.000 + 0.432 a 250 ppm; el coeficiente
de captacién (IC, ) y la actividad antioxidante rela-
tiva con respecto al 4cido ascérbico (AAR) mostrd
que los extractos etandlicos de hojas, tallos y flores
tienen una mayor actividad antioxidante por el mé-
todo DPPHe. Superior al patrén. A 250 ppm los
extractos hojas (petrol), hojas y (diclorometano),
tallos (petrol) y flores (diclorometano) presentaron
% de inhibicién del radical DPPHe inferiores a
38,95% lo que nos indica que por esta técnica no
es posible valorarlos. La evaluacién de actividad
antioxidante de extractos etanélicos de hojas, tallos
y flores de Baccharis revoluta a través del mérodo
que utiliza el radical libre 1,1-difenil-2- picrilhi-
drazilo (DPPHe), presenté de manera significativa
actividad antioxidante, con una ICso y actividad
antioxidante relativa de 7,2% y 43.64%, para el
extracto etandlico de hojas, 6,95 y 45.57% para el
extracto etandlico de tallos y 7,1% y 44.16 % para
el extracto etandlico de flores, lo que nos determina
una gran potencialidad de estos extractos.
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