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1. Antecedentes

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que mas del 80% de la
poblacion mundial utiliza rutinariamente la medicina tradicional para satisfacer sus
necesidades primarias de atencion médica y muchos tratamientos tradicionales
implican el uso de extractos de plantas o sus ingredientes activos. Durante siglos, las
plantas medicinales han desempefiado un papel crucial en la preservacion de la salud
humana, especialmente en regiones rurales y paises en desarrollo que carecen de
acceso a instalaciones médicas. Esta creciente dependencia de remedios a base de
plantas ha generado un renovado interés en la exploracion y evaluacion de la seguridad,
calidad, cantidad adecuada de uso y eficacia de estos recursos naturales (Mosquera &
Noriega, 2012)

Chiricaspi (Brunfelsia grandiflora) es un arbol pequefio ornamental que alcanza los
cinco metros de altura posee una corteza dura, hojas alternas, frondosas apicalmente
o ramas floriferas, ademas presenta inflorescencia cimosa de color violeta, blanco
(Mateos & Ramos, 2022). Se encuentra distribuido a 200 metros sobre nivel del mar en
zonas altas y bajas de la amazonia se localiza en paises como Peru, Colombia, Bolivia
y Ecuador En la regibn amazonica del Ecuador es cultivada por sus propiedades
medicinales y narcoticas segun (Luzuriaga & Hérnandez, 2018). Existen pocas
investigaciones con respecto a las propiedades farmacolégicas de Brunfelsia
grandiflora, pero el uso de la planta en la medicina tradicional en los grupos kiwchuas,
realizan maceraciones de la raiz, hojas para aliviar ciertas enfermedades como artritis,
sifilis dolores articulares, fatiga, la fiebre y el reumatismo. También realizan decoccion
de la corteza para la aplicacion en quemaduras y cicatrizante en areas afectadas por
Leishmaniasis por los efectos narcoticos (Mateos & Ramos, 2022). Otros analisis
fitoquimicos indican la presencia de alcaloides, flavonoides, saponinas esteroides,
acidos grasos, lactonas, cumerinas, escopoletina, acido cafeico entre mas compuestos
de interés segun (Meniqueti & Silva, 2017).

Brunfelsia grandiflora segun (Tello & Mosquera, 2022) la seleccion de esta especie
medicinal no solo tiene fines curativos a ciertas enfermedades o dolencias, sino que
también ayudan a mejora la calidad de la piel aparte de sus propiedades
antiinflamatorias, antibacterianas frente al acné. Los productos obtenidos mejoran la
elasticidad de la piel y el antienvejecimiento (Alayon & Echeverri, 2016). En la actualidad
la industria cosmética disefia productos que contienen ingredientes activos
provenientes de las plantas de elevada eficacia, amplio rango terapéutico y baja
toxicidad denominados cosmecéuticos (Gonzéalez & Bravo, 2017).

Los métodos tradicionales para la obtencién de esencias de las plantas son por
destilacibn a vapor, hidrodestilaciébn las cuales desestabilizan los compuestos
termolabiles y extraccion de solventes organicos deja residuos de solventes en la
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esencia (Arranz et aI 2015). La extraccion hidroalcoholica es la mezcla de agua y

etanol para la extraccion de compuestos de interés y son menos abrasivos con la
obtencion del extracto, el cual me permite obtener compuestos hidrosolubles como
liposolubles y varios estudios plantean el uso de este método para extraccion y andlisis
positivos de compuestos antioxidantes como los fenoles, flavonoides que evitan la
formacion de radicales libres y brindan la proteccion contra afecciones en la piel segun
(Cano et al., 2020)

Ahora la actividad antimicrobiana se refiere al proceso de eliminar o inhibir el
crecimiento del microorganismo patégeno que puede ser antibacteriano, antifangico y
antiviral las cuales tienen diferente modo de accion de acuerdo con (Rodriguez &
Alvarez, 2020) la actividad antimicrobiana es importante ya que determina la eficacia
del extracto frente a patdégenos. La evaluacion in vitro garantiza la susceptibilidad de
bacterias frente a agentes patdégenos que utilizan principales métodos cualitativos existe
el método de difusién en disco y diluciones en agar que estan especificamente
disefiadas para obtencion de bacterias de crecimiento rapido como Staphylococcus spp,
Enterobacteriaceae segun (Herrera, 1999), mientras que para métodos cuantitativos se
determina el efecto antimicrobiano por concentracion minima inhibitoria (CMI) del
microorganismo de interés acoplado a unatécnica de cromatografia de capa fina (Cassia
& Colla, 2018). Ahora bien, para la aplicacién dermatolégica del extracto se requiere
evaluar su seguridad de uso contra las células de la piel. Varios autores como (Nowak
et al., 2022). Se realizan estudios in vitro que se basan en evaluar la actividad celular
como el ensayo de MTT. Los ensayos de citotoxicidad tienen la capacidad de detectar
mecanismos celulares y los efectos adversos de interferencia con estructura o
propiedades para la supervivencia celular, empleando lineas celulares que son grupo
de células usadas para investigacion y aislar nuevos fitofarmacos (Avalos et al., 2014).

Como alternativa el uso de extractos con componentes bioactivos con gran variedad de
productos botanicos en cosméticos que cumple dos funciones: el cuidado del cuerpo y
como ingredientes para influir en las funciones biolégicas de la piel, proporcionando los
nutrientes para una piel saludable (Cano et al., 2020). Algunos estudios han evaluado
la composicion y el potencial antioxidante y antimicrobiano de los metabolitos
secundarios segun los autores (Blanco, 2021), siendo otra alternativa el uso de aceites
esenciales de algunas especies vegetales que ayuda a inhibir el crecimiento de P.
acnes que ha establecido enfoques fitoterapéuticos con alta actividad antibacteriana sin
causar efectos secundarios (Zu & Yu, 2010).

2. Planteamiento del problema a investigar

La explotacion de los recursos naturales de nuestro pais es inestable pues en muchos
casos se desconoce el potencial de muchas plantas medicinales que existen en nuestro
territorio, actualmente la sociedad reclama mas productos con baja concentracién de
factores sintéticos que pueden causar enfermedades, en esta caso problemas en la piel
por el uso de productos que resultan téxicos para nuestra salud (Levin, 2016), es basico
saber que hoy en dia la piel es uno de los factores mas expuestos a enfermedades del
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medlo amblente y eI producto con el que lo cuidamos debe de ser lo mas natural posible

(Vallejo, 2015). Otro desafio importante es la complejidad de las interacciones entre los
metabolitos secundarios de las plantas y los organismos que los consumen o utilizan
en sus actividades biolégicas. Muchos de estos compuestos interactian de manera
sinérgica o antagonista con otros, lo que dificulta la comprension de sus efectos en los
sistemas biologicos (Kloucek et al., 2005).

El acné es un trastorno multifactorial de las unidades pilosebaceas existen formas de
acné que pueden afectar a todos los grupos de edad siendo lo mas comudn en la
adolescencia y etapa adulta con una frecuencia de hasta el 80% de la poblacién. Los
profesionales de la salud suelen desestimar las complicaciones psicosociales de los
trastornos dermatolégicos (Andaluz, 2019). Aunque el acné no es fisicamente
incapacitante, su impacto psicologico puede ser sorprendente, contribuyendo a una baja
autoestima, la depresién y la ansiedad significativa, siendo el resultado terapias
efectivas para combatir el acné (Barroso et al., 2020) (Saper & Capiro, 2015).

3. Justificacion de la investigacion

Como menciona el autor (Arroyo & Rodiguez, 2019) “los ultimos tiempos la sociedad se
inclina al consumo de la cosmética y presenta gran interés por el cuidado personal” y
el empleo de extractos estandarizados a partir de plantas medicinales como materias
primas en la industria farmacéutica, representa un area de franca expansion, que
adquiere una importancia cada vez mayor, porque facilita una mejor caracterizacion
analitica y permite que se cumplan de manera eficaz los requisitos de calidad,
efectividad y seguridad exigidos para cualquier medicamento moderno (Hurtado &
Jurado, 2015) incluso para uso cosmetoldgico. La actividad antimicrobiana revela la
capacidad de los compuestos vegetales para inhibir el crecimiento de microorganismos
patdgenos, lo que indica su potencial como agentes antibacterianos. El cultivo celular,
por otro lado, implica exponer lineas celulares a extractos de plantas y observar los
efectos sobre la viabilidad, proliferacién y muerte celular Esta evaluacion proporciona
informacion importante sobre la posible citotoxicidad de compuestos vegetales y sus
efectos en los sistemas celulares. El estudio de los antimicrobianos y citotoxicidades
presentes en la Brunfelsia grandiflora, abrira un campo de estudio de interés
farmacéutico, cosmetolégico (Solis & Velasco, 2015).

Se menciona que el uso Brunfelsia grandiflora posee un sin nimero de propiedades
medicinales por su alto contenido de compuestos activos, entre las cuales se destacan
la actividad antioxidante, antitumorales, antiinflamatorias y anticonvulsivantes, por lo
cual al evaluar la relacion entre la actividad antimicrobiana (Tello & Mosquera, 2022)
gue tiene sobre el acné que aun no ha sido estudiada la cuél establecera su potencial
en la industria cosmética en cuanto al cuidado de la piel y prevencion de afecciones
cutaneas. Por la cual se utiliza el método de extraccion hidroalcohdlico que respeta la
naturaleza quimica de los componentes que la planta produce y para este tipo de
extraccion se utiliza solventes organicos, siendo los de mayor incidencia el uso del agua
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y etanol, ya que Ios metabolitos de interés con solubles en dichos solventes (Moreno,
2022) para interés comercial.

4, Preguntas de investigacion

e Qué efectos tiene el extracto de Chiricaspi (Brunfelsia grandifiora) en la
viabilidad y la integridad de las células humanas?

e ;/Qué compuestos bioactivos estan presentes en el extracto
hidroalcoholico de Brunfelsia grandiflora que se correlacionan con su
actividad antibacteriana?

5. Hipotesis

Hipotesis verdadera: El extracto hidroalcohdlico de Brunfelsia grandiflora tiene efecto
antimicrobiano y citotéxico.
Hipdtesis nula: El extracto hidroalcohdlico de Brunfelsia grandiflora no tiene efecto
antimicrobiano y citotéxico.

6. Objetivos de la investigacion

6.1 General
Evaluar la actividad antimicrobiana y citotéxico del extracto hidroalcohélico de

Chiricaspi (Brunfelsia grandiflora) para el acné.

6.2 Especificos
e Analizar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcoholico de

Brunfelsia grandiflora frente a microorganismos asociados al acné.

e Determinar los posibles efectos citotoxicos y el potencial beneficioso del extracto
hidroalcohdlico de Brunfelsia grandiflora en lineas celulares especificas.
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7. Metodologla

7.1 Obtencién de material vegetal

Las hojas de chiricaspi (Brunfelsia grandiflora), se recogera en la Provincia de Napo,
canton Tena, parroquia Archidona en comunidad de Amupakin. Las muestras de hojas
limpias seran secadas en la estufa a 60°C durante 4 horas. Posteriormente el material
vegetal serd triturado manualmente y se mantendra almacenado en fundas de
polietileno oscuras a temperatura ambiente hasta su posterior uso (Rojas, 2018).

7.2 Obtencién de extractos hidroalcohdélicos

Se deberd pesar 10g del material vegetal Brunfelsia grandiflora que se preparan
previamente y se colocara en un vaso precipitado de 100 ml luego se adicionara 50 ml
de agua y 50 ml de etanol al 70°C. La extraccion se realizara a distintas temperaturas
32°C, 40°C, 50°C, 60°C cada uno durante una hora con agitacién continua.
Posteriormente el extracto obtenido se filtrara y almacenara en frascos d&mbar a 4°C
(Rojas, 2018).

7.3 Tamizaje fitoquimico de los extractos

Se colocara por separado 1ml de cada uno de los extractos obtenidos en tubos de
ensayo y se adicionaran 3 gotas de solucion de cloruro férrico al 5% donde
proporcionaran un cambio de color. Rojo= presencia de compuestos fendlicos; Verde =
taninos pirocatecolicos y azul = taninos pirogalotanicos. Otro método conocido como
reaccion de Stiansy es colocando formol clorhidrico donde se colocara 4 gotas donde
se obtendra precipitados con copos rojos = taninos condensados. Para determinar
flavonoides se realizar el ensayo de Shinoda donde se colocara por separado 1 ml del
extracto y se adicionara 1ml de HCI concentrado y un pedazo de cinta de Mg metalico,
se debe esperar 5 minutos y se colocara 1 ml de alcohol amilico donde se mezclaran
las fases y tendra que separarse. Si presenta un color amarillo, naranja o rojo intenso
indicara la presencia de flavonoides (Morales, 2020).

7.4 Determinacién de la actividad antimicrobiana de los extractos por el método
de difusion en agar.

Con el asa estéril se tomaran de cuatro a cinco colonias de Propionibacterium acnes,
Staphylococcus aureus aislado o puro se inoculara en tubos de ensayo con 5ml de caldo
TSB esteril y se incubard en anaerobiosis durante 24 horas a 37°C. Después se
centrifuga a 350 rpm por 20 min, y se eliminara el sobrenadante y se afiadira 4ml de
solucion fisiologica al 0.9% al pellet, se mezclard con vortex por 3 min hasta que las
cepas se suspendan en el suero fisiolégico la cual debera diluirse hasta alcanzar una
turbidez de 0.5 de la escala de McFarland. Después se tomara un hisopo esteril y se
colocara dentro del cultivo la cual se debera colocar en cajas petri con agar Mueller-
Hinton y se dispersa en toda la caja sin dejar espacios para obtener el crecimiento de
P. acnes y S. aureus. Posteriormente se colocara con una pinza esteril los antibioticos
de tetraciclina y eritromicina como control positivo y control negativo sera agua destilada
esteril. En otra placa se colocara el extracto mas los antibioticos y se dejara incubar
dentro de la jarra anaerébica a 37°C por 24 horas (Morales, 2020).
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7. 5 Lectura de Ias placas e interpretacion de resultados

Una vez que se cumpla el tiempo de incubacion se procede a examinar cada cajay se
procedera a medir los halos de inhibiciébn generados y anotar los resultados. Para el
célculo de porcentaje de inhibicién se usara la siguiente formula:

diametro de halo de inhibicion del tratamiento

% efecto inhibitorio ; x 100

diametro de halo de control positivo

7.6 Actividad antimicrobiana

El microorganismo donde el in6culo se prepard mediante una escala de comparacion
0,5 McFarland y se diluira hasta alcanzar una concentracion final de 5x10° UFC/ml. El
extracto obtenido de las hojas de Brunfelsia grandiflora se obtendra mediante el método
de microdiluciéon en microplacas que contendra 96 pocillos por dilucion seriada en caldo
Mueller Hinton (MHB) segun la CLSI, que sera adaptado segun el extracto vegetal
donde cada pocillo contendra 100 yL de MHB, 10 uL de inéculo y 100 pL de extracto o
solucion. control. Los extractos se disolveran en una solucion de dimetilsulféxido
(DMSO) al 5% y las concentraciones finales de los extractos seran 250, 125, 62,5y
31,25 mg/mL en MHB con in6culo. La concentracion final de los controles sera 0,12
pMg/mL de clindamicina, 0,8 pg/mL de eritromicina y 50 yL/mL de DMSO en MHB con
in6culo. Los ensayos se realizaran por triplicado. La CMI se determinara después de 24
h de incubacién a 35 + 2 °C para bacterias. La concentracién mas pequefia de extracto
sin crecimiento microbiano visible en el microscopio 6ptico se definirh como CMI
(Classia, 2018), (Morales, 2020)

7.8 Ensayo de hemalisis

Previo al ensayo de hemdlisis se realizara la extraccion de sangre periférica en tubos
con acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Se haran los respectivos lavados con PBS
1X a 1000 rfc por 5 min. Se afiadird 200 ul de la dilucién correspondiente a cada
concentracion del extracto chiricaspi de 100 a 1000 ug/mL con 200 pl de la solucion
madre 4% RBC. Como controles negativos y positivos se tomaran el PBS Y Triton X-
100 respectivamente. Se incubara por 2 horas a 37°C, se centrifugara todos los tubos
a 1000 rpm por 5 minutos y se transferira 200 ul de cada sobrenadante a una microplaca
de 96 pocillos para su posterior lectura de densidad 6ptica (OD) a 560 nm en el
espectrofotometro de microplacas. Para el calculo del % de hemdlisis se usara los datos
obtenidos de lectura de microplacas. Se usara la formula que se muestra a continuacion
donde A es el promedio de las concentraciones, AO es la lectura del control negativo y
AX es la lectura del control positivo (Proafio et al., 2019) (Elizondo et al., 2022).

A—-A0

o6 Hemotisis = (422
% Hemolisis X — A0

)*100
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7. 9 Ensayo de cultlvo celular

La linea celular humana se mantendran en un medio de crecimiento completo de DMEM
o RPMI complementado con suero fetal bovino (SBF), estreptomicina y penicilina. Las
células se cultivaran en un incubador humidificado a 37 °C con un 5% de CO2.

La proliferacion celular (evaluada por actividad metabdlica) se analizara mediante un
meétodo colorimétrico con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT). Brevemente, células por los pocillos se sembraran en microplacas de 96 pocillos
y se incubaran durante 24 y 48 horas en medio de cultivo con presencia de chiricaspi
(hidroalcohdlico). Se afiadirda MTT (0,5 mg/ml) 4 horas antes de completar todo el tiempo
de incubacion y controles negativos, positivos se usara el medio de cultivoy CoCI2. Los
datos de absorbancia se obtuvieron con un fotometro de microplacas (Ziemlewska et al.,
2021)
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