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RESUMEN

Ecuador posee una gran riqueza en especies vegetales, dentro de las cuales estd Urera
laciniata, que se reporta como una especie prometedora de uso etnofarmacoldgico. A
pesar de estos reportes existe una carencia de informacién experimental que los valide
y promueva el uso de la especie en otros campos como la cosmética. Considerando esto,
el presente trabajo cuantificé el contenido total de fenoles y flavonoides de extractos
hidroetandlicos de U. laciniata secados a diferentes temperaturas (HE25, HE40 y HE60).
HE25 demostrd ser la mads activa en los ensayos de microdilucién con actividad
antimicrobiana frente Staphylococcus aureus ATCC 29213 (CMI: 32.25mg/mL; CMB: 62.5
mg/mL). De forma similar HE25 requirié la menor concentracion de extracto para
alcanzar el IC50 de actividad antioxidante en los ensayos de DPPH (403.82 mg/L) y ABTS
(894.87 mg/L). La mayor concentracion de fenoles la mostré HE40 (0.0237 mg GAE/g),
mientras HE60 mostrd la mayor concentracidn para flavonoides (0.00208 mg QE/g). La
temperatura demostrd influir en HE25 en cuanto a los resultados antimicrobianos y
antioxidantes, mientras que, para fenoles y flavonoides, los rendimientos variaron de
acuerdo la temperatura de cada extracto. La informacién obtenida ayuda a promover la
diversificacion de aplicaciones y estudio integral de la especie, lo que resalta el potencial
de U. laciniata para ser utilizada en el drea cosmética por su capacidad antioxidante y
su efecto frente a una cepa involucrada en infecciones cutaneas, de interés en esta

industria.

Palabras clave: antimicrobiano, antioxidante, hidroetandlico, metabolitos, Urera
laciniata.
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ABSTRACT

Ecuador reports a great diversity of plant species, among which Urera laciniata stands
out as a promising species for ethnopharmacological use. Despite these reports, there
is a lack of experimental information to validate them and promote the use of this
species in other fields such as cosmetics. Considering this, the present work quantified
the total phenolic and flavonoid content of hydroethanolic extracts of U. laciniata dried
at different temperatures (HE25, HE40, and HE60). HE25 proved to be the most active
in microdilution assays with antimicrobial activity against Staphylococcus aureus ATCC
29213 (MIC: 32.25 mg/mL; MBC: 62.5 mg/mL). Similarly, HE25 required the lowest
extract concentration to reach the IC50 of antioxidant activity in DPPH (403.82 mg/L)
and ABTS (894.87 mg/L) assays. The highest phenolic concentration was shown by HE40
(0.0237 mg GAE/g), while HE60 showed the highest concentration for flavonoids
(0.00208 mg QE/g). Temperature was shown to influence HE25 in terms of antimicrobial
and antioxidant results, whereas, phenols and flavonoids yields varied according to the
temperature of each extract. The information obtained helps to promote the
diversification of applications and comprehensive study of the species, highlighting the
potential of U. laciniata to be used in the cosmetic field for its antioxidant capacity and
its effect against a strain involved in skin infections, which can be relevant for this

industry.

Keywords: antimicrobial, antioxidant, hydroethanolic, metabolites, Urera laciniata.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

1.1.1. Plantas medicinales del Ecuador

Ecuador es un pais con un territorio relativamente reducido, se distingue por su
extraordinaria biodiversidad y su abundancia en especies vegetales (Mestanza-Ramon
et al.,, 2020). Aunque representa solo el 0.06% de la superficie terrestre, alberga
aproximadamente el 10% de todas las especies de plantas del mundo (Velastegui Lopez,
2018). En total, se han identificado 25,560 especies, de las cuales 5,348 son endémicas,
es decir, exclusivas del pais (Vargas, 2002). Esta diversidad se encuentra distribuida en
las diferentes regiones ecuatorianas, con una mayor concentracion de especies en los

Andes y la Amazonia (Velastegui Lépez, 2018).

Las plantas tienen la capacidad de biosintetizar gran diversidad de compuestos
bioactivos que han sido base en la elaboracién de fitofarmacos (Li et al., 2020). Entre los
metabolitos mas relevantes para la industria farmacéutica se encuentran los alcaloides,
terpenoides y fenilpropanoides (Sanchita & Sharma, 2018). Estos compuestos quimicos
se destacan por su actividad biolégica, lo que los ha convertido en componentes
esenciales para la industria farmacéutica y alimentaria, como también en la cosmética,
perfumeria y agroquimica (Rasool Hassan, 2012). En tal razén se ha denominado plantas
medicinales a aquellas especies vegetales con propiedades farmacoldgicas o

terapéuticas que representan beneficios a la salud humana (Namdeo, 2018).

Las plantas medicinales suponen una esperanza prometedora en cuanto al desarrollo de
medicinas alternativas, motivo por el cual la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
impulsado llevar a cabo estudios exhaustivos sobre medicamentos basados en plantas
al ser éstas menos téxicos y con menos efectos secundarios (Getachew et al., 2022; Shin

et al,, 2018)



1.1.2. Medicina tradicional

La medicina tradicional se refiere al conjunto de conocimientos, practicas y creencias
sobre la salud que se transmiten de generacidén en generacién en una cultura, ha sido la
base del cuidado de la salud en diversas comunidades a lo largo de la historia (Guaman,
2015). A partir de la observacién y la experimentacién, las personas han identificado y
aprovechado las propiedades terapéuticas de las plantas para prevenir y tratar
enfermedades (Taco & Pérez, 2019). Esta sabiduria ancestral, arraigada en la cultura
popular, constituye un valioso legado y una fuente potencial para el desarrollo de

nuevos avances en la medicina moderna.

Segln la OMS, en los paises en vias de desarrollo, las plantas medicinales son
ampliamente utilizadas para el tratamiento de diversas enfermedades (Guaman, 2015;
World Health Organization [WHQ], 2019). Se estima que el 80% de la poblacién consulta
o recurre a especialistas en medicina tradicional para el uso de farmacos, lo que ha
impulsado investigaciones a nivel mundial destinadas con el objetivo de validar la
importancia de los fitofarmacos (Fortune, 2024; Palhares et al., 2015). Los diferentes
organos de las plantas como hojas, flores, semillas, tallos y raices son ampliamente
utilizados con propdsitos medicinales, contribuyendo significativamente al sector
econémico (Maldonado et al., 2020). Este aumento en el interés se evidencia en el
mercado mundial de medicamentos de origen vegetal, cuyo valor alcanzé 216,400 mil
millones de ddlares en 2023. Para 2024, se estima que esta cifra llegara a 233,080 mil
millones de ddlares, y las proyecciones indican que para 2035 superara los 437,000 mil

millones de délares (Fortune, 2024).

1.1.2.1. Género Urera y Urtica

Los géneros Urtica y Urera, ambos pertenecientes a la familia Urticaceae, comparten
caracteristicas comunes como la pigmentacién verde y flores unisexuales (Gutierréz et
al., 2020; Romoleroux et al., 2016). No obstante, se distinguen por la morfologia de sus

pelos urticantes: en Urtica estos se presentan como finas vellosidades claras
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(Romoleroux et al., 2016), mientras que en Urera adoptan forma de espinas (Gutierréz

et al., 2020).

En Ecuador, las especies del género Urtica se localizan principalmente en la regién
Andina, altitudes que oscilan entre 1500 y 4000 metros sobre el nivel del mar,
desarrollandose en suelos hiumedos y ricos en nitrogeno (Pomboza-Tamaquiza et al.,
2016; Romoleroux et al., 2016). En contraste, las especies del género Urera prosperan
en zonas humedas a menor altitud, entre los 500 y 2800 metros sobre el nivel del mar
(Lozano, 2015; Romoleroux et al., 2016). Entre las especies mencionadas, Urtica
leptophylla 'y Urera baccifera son nativas de Ecuador. mientras que Urtica dioica y Urtica
urens, fueron introducidas desde Europa y Asia (Morales et al., 2016). En cuanto a la
especie Urera laciniata, su distribucién es amplia en las regiones de América Central y
América del Sur, destacdndose su uso en la medicina tradicional de Ecuador y Peru

(Stewart, 2018).

A pesar de la informacioén disponible, hay especies dentro de este género que no han
sido evaluadas in vitro y debido al conocimiento tradicional registrado y su estrecha
relacion con los reportes de especies cercanas, podrian ser prometedoras en temas de
bioactividad, siendo el caso de U. laciniata, de la cual se ha reportado su uso por
comunidades Kichwas para el tratamiento de problemas reumaticos, digestivos,
respiratorios, ademdas de usarse como analgésicos, diuréticos, antimicrobianos y

antimicoticos (Gharbani et al., 2023; Rios et al., 2007).

1.1.3. Actividad bioldgica

La actividad bioldgica de una planta es la capacidad que tienen sus compuestos
bioactivos de interactuar con los sistemas bioldgicos, generando efectos especificos
como actividad antimicrobiana, antioxidantes, antiinflamatoria, entre otros (Begi¢ et al.,
2020; Kregiel et al., 2018). Se sabe que esta actividad estd cercanamente relacionada
con el contenido de metabolitos en las plantas, los cuales a su vez pueden estar

influenciados por factores como la edad, drea geogréfica y luz (Zhang et al., 2018). Asi
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también al referirnos a extractos de plantas, hay factores como la temperatura, el
solvente, tipo de extraccion, que al variar estos factores pueden influir en la
concentracion de metabolitos obtenidos (Cherney & Baran, 2011; Garofuli¢ et al., 2021;
Kregiel et al.,, 2018). Diversos estudios han reportado la presencia de metabolitos
secundarios en los géneros Urera y Urtica utilizando solventes etandlicos y metandlicos
a diferentes temperaturas. A 25°C, Kukri¢ et al. (2012) y Mariiio (2023) identificaron
fenoles en varias especies, reportando valores de 208.37 y 87.840 mg GAE/g en Urtica
dioica, 83.333 mg GAE/g en Urera baccifera, 70.160 mg GAE/g en Urtica urensy 41.111
mg GAE/g en Urtica leptophylla. Estos valores fueron superiores a los obtenidos a 40°C,
como los 14.33 mg GAE/g reportados por Moncayo et al. (2021) en U. baccifera o los 1.6
mg GAE/g registrados por (Kowalska et al., 2021) a 50°C en U. dioica.

En cuanto a flavonoides, Bhatt y Parajuli (2017) y Kukri¢ et al. (2012) encontraron a 25°C
concentraciones de 49.67 mg QE/g y 20.29 mg QE/g en extractos de U. dioica,
respectivamente; sin embargo, a 40°C, Moncayo et al. (2021) reporté un aumento
significativo con 354.51 mg QE/g, mientras que, a 50°C, Kowalska et al. (2021) observé
una reduccion drastica a 5.1 mg QE/g. Cabe destacar que no existen reportes de
cuantificacion de metabolitos a temperaturas de secado de 60°C; sin embargo, Onofre
y Herkert (2012) han reportado actividad antimicrobiana en extractos etandlicos y
metandlicos de U. baccifera preparadas en esas condiciones, lo que sugiere que la
presencia de metabolitos secundarios obtenidos a esa temperatura podria estar
relacionada con dicha actividad bioldgica. Esto nos muestra que la temperatura puede
jugar un papel importante en la preparacion de extractos pues la concentracion de
compuestos bioactivos varia considerablemente. A pesar de la disponibilidad de esta
informacién, no se reportan estudios enfocados en evaluar la influencia de la
temperatura especificamente. En este contexto y como resumen se ha documentado
rangos de secado comprendido entre 25 y 60 °C para el género Urera y Urtica,
parametros que fueron adoptados como referencia para el procesamiento de las

muestras en el presente estudio.



1.1.3.1. Actividad antimicrobiana

En general, para los géneros Urera y Urtica se ha reportado que los extractos etandélicos,
hexanicos, metandlicos, etandlicos y acuosos resultan efectivos al inhibir el crecimiento
de microorganismos (Sudrez et al., 2020). Por lo tanto estudios previos han reportado la
actividad antimicrobiana de U. baccifera, empleando diferentes tipos de extractos como
acetato de etilo, butanol, extractos etandlicos y metandlicos de U. baccifera (L.) Gaudich
contra Klebsiella pneumoniae, Prototheca zopfii y Saccharomyces cerevisiae,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, obteniendo
resultados positivos que sugieren su potencial como agente antimicrobiano (Gindri et
al., 2014; Guaman, 2015; Onofre & Herkert, 2012). Por otra parte, en la especie Urera
repens el extracto metandlico demostrd actividad antibacteriana frente a
Mycobacterium tuberculosis (Nkenfou et al., 2015). También en Urtica urens se han
evaluado la actividad antimicrobiana mediante extractos etandlicos y acuosos,
evidenciando su efectividad contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
Candida albicans, lo que resalta su potencial en el control de microorganismos
patégenos (Guaman, 2015), del mismo modo el extracto etandlico de Urera carcasana
exhibid actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus mediante el ensayo de

difusion en disco generando halos de inhibicion de 9 mm (Hernandez et al., 2021).

1.1.3.2. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad que tiene una sustancia, compuesto o sistema
biolégico para neutralizar o retardar la oxidacién, un proceso quimico en el cual los
radicales libres pueden danar células, proteinas y ADN, contribuyendo al envejecimiento
prematuro y diversas enfermedades. Es por ello que los antioxidantes, presentes en
plantas son relevantes para la salud ya que actian como defensa al neutralizar radicales
libres evitando enfermedades (Mzid et al., 2017). Los radicales libres de oxigeno son
moléculas inestables generados durante los procesos metabdlicos aerébicos normales
(Carvajal, 2019). Estas moléculas son altamente reactivas y al reaccionar con el sistema

biolégico son capaces de afectar al ADN, proteinas y lipidos, asi mismo la acumulacién
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de estos conlleva dafios metabdlicos, neurodegenerativas y cardiovasculares (Rodrigues
et al., 2020). Entre los compuestos directamente relacionados con la actividad
antioxidante se encuentran los polifenoles (Rets’epile et al., 2020). Estudios cientificos
sugieren la capacidad antioxidante de las ortigas, gracias a su riqueza en estos
compuestos identificados como potenciales protectores (Begi¢ et al., 2020; Mzid et al.,

2017).

1.1.3.3. Industria cosmética de plantas

Las plantas son fundamentales en la industria cosmética debido a sus diversas
propiedades beneficiosas que previenen dafios en la piel evitando el envejecimiento
prematuro y la hiperpigmentacién (Nadeeshani Dilhara Gamage et al., 2022). Muchos
extractos vegetales poseen propiedades hidratantes, antioxidantes y antiinflamatorias,
lo que los convierte en ingredientes clave en productos disefiados para la proteccion de
la piel y el cabello asi, por ejemplo, el Aloe vera es comunmente utilizado por su
capacidad para mantener la piel hidratada y tratamiento tépico ampliamente valorados
por sus efectos antienvejecimiento (Bajer et al., 2020). Ademds, se menciona que las
plantas no solo contribuyen al mejoramiento de la apariencia estética, sino que también
ofrecen beneficios medicinales, como la potencial capacidad de aliviar irritaciones y
combatir infecciones cutaneas (Sasounian et al., 2024). La creciente demanda de
productos naturales ha llevado a un auge en la fitocosmética, donde se priorizan los
ingredientes derivados de plantas no modificadas genéticamente, promoviendo asi
practicas sostenibles y amigables con el medio ambiente en la produccion cosmética.
Esto resalta no solo la importancia de las plantas en términos de formulacion de

productos sino también de ofrecer nuevas alternativas basadas en plantas.

1.2, Planteamiento del problema

La especie U. laciniata ha reportado diversas propiedades etnofarmacoldgicas
incluyendo efectos antiinflamatorios, cicatrizantes, antidiabéticos, diuréticos,

analgésicos y antimicrobianos, asi como capacidad antioxidante (Gharbani et al., 2023;
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Rios et al., 2007). Sin embargo, a pesar de su amplio uso tradicional en comunidades
indigenas, la especie carece de estudios cientificos que validen sus actividades bioldgicas
de interés como agentes antimicrobianos y antioxidantes, lo cual limitado el
aprovechamiento y potenciales aplicaciones industriales. Adicionalmente, no se ha
profundizado en la caracterizacion de sus componentes quimicos ni en la evaluacién de
factores externos, como la temperatura, que puedan potenciar dichas actividades
bioldgicas. Esta falta de validez cientifica ha limitado el uso integral de U. laciniata, lo
gue impide descubrir nuevos compuestos bioactivos con potencial aplicaciéon en la

industria farmacéutica, cosmética y alimenticia.

En el sector cosmético, existe una creciente necesidad de hallar nuevas alternativas
naturales para combatir el dafio oxidativo causado por radicales libres, vinculado al
envejecimiento prematuro, la formacién de arrugas y manchas en la piel (Florez et al.,
2022). Esta necesidad busca suplir los antioxidantes sintéticos que son cominmente
aplicados, sin embargo, los antioxidantes sintéticos presentan posibles efectos adversos
a largo plazo, como irritacion cutdnea, disrupcién endocrina o potencial carcinogénico
(Gulcin, 2020). Asimismo, la industria farmacéutica investiga la incorporacion de
compuestos naturales con actividad antimicrobiana capaces de complementar o, en
ciertos casos, sustituir los farmacos convencionales, ampliando asi el abanico de
opciones terapéuticas (Taco & Pérez, 2019). De ahi que los productos de origen vegetal,
con su amplia variedad de moléculas bioactivas, se consoliden como candidatos

prometedores para afrontar estas problematicas de manera integral.

En este contexto, analizar la capacidad antimicrobiana y antioxidante de los extractos
hidroetandlicos de U. laciniata, ademas de su composicion fitoquimica, resulta esencial
para validar de forma cientifica su uso tradicional y promover nuevas aplicaciones
industriales. Ello fomentaria un estudio mas completo de las especies vegetales y
contribuiria a la valorizacién de la biodiversidad a través de la identificacién de

compuestos naturales con alto potencial funcional.



1.3. Justificacion de investigacion

Las plantas, gracias a su capacidad de biosintesis, pueden producir una amplia gama de
metabolitos secundarios, los cuales son la base de numerosos cosméticos,
medicamentos y remedios (Gharbani et al., 2023; Rios et al., 2007). Entre compuestos
bioactivos, los alcaloides, terpenoides y fenilpropanoides son especialmente valiosos en
el campo farmacéutico, asi como en la industria de perfumeria, agroquimica y
cosmeética. En este contexto se han reportado que las ortigas, grupo al que pertenece el
género Urera, contienen una variedad de compuestos con actividad bioldgica, entre los
compuestos mas destacados se encuentran metabolitos secundarios como flavonoides,
terpenoides y polifenoles, junto con acidos organicos, proteinas y una amplia gama de

vitaminas (Begi¢ et al., 2020; Kregiel et al., 2018).

Ademas, contienen pigmentos naturales, carbohidratos complejos, compuestos
fendlicos, aminoacidos esenciales y una variedad de minerales fundamentales para
diversas funciones bioldgicas por lo que estos metabolitos han demostrado aplicaciones
en diversas industrias incluyendo la cosmética, farmacéutica, alimenticia, agricultura,
textileria, entre otras (Begic¢ et al., 2020; Kregiel et al., 2018). Sin embargo, dentro del
género Urera se encuentra Urera laciniata, especie de la cual no existen reportes de
ensayos experimentales que demuestren su posible potencial bioactivo, asi como la
influencia de las temperaturas de secado que pudiesen potenciar las actividades
bioldgicas de interés a nivel comercial. Por lo tanto, el estudio de las potenciales
propiedades benéficas de esta planta puede ser de gran importancia para la comunidad
cientifica y la sociedad en general. Este estudio no solo contribuye a promover la
conservacién de los recursos sino del conocimiento tradicional de las comunidades
amazonicas. La evaluacién de las propiedades antimicrobianas y antioxidantes de los
extractos hidroetandlicos de U. laciniata, asi como su caracterizacion fitoquimica,
proporciona evidencia cientifica para respaldar y complementar los reportes de uso
etnobotanico de la ortiguilla. Finalmente, esta investigacion contribuye a tender
puentes entre diferentes sistemas de conocimiento, promoviendo un didlogo

respetuoso entre la medicina tradicional y la ciencia moderna.
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1.4.

1.5.

1.5.1.

1.5.2

Hipotesis

Los extractos hidroetandlicos de Urera Ilaciniata contienen una alta
concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides.

Los extractos hidroetandlicos de Urera laciniata presentan actividad
antimicrobiana frente a Escherichia coli, Candida albicans y Staphylococcus
aureus.

Existe una correlacién positiva entre la concentracién de fenoles y flavonoides y

la capacidad antioxidante y antimicrobiana de los extractos de Urera laciniata.

Objetivos de la investigacion

General

Evaluar la capacidad antioxidante y antimicrobiana de extractos hidroetandlicos

de Urera laciniata.

Especificos

Determinar la concentracion total de fenoles y flavonoides en extractos

hidroetandlicos de Urera laciniata.

Determinar la capacidad antioxidante de extractos hidroetandlicos de Urera

laciniata mediante los ensayos de DPPH Y ABTS.

Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos hidroetandlicos de Urera
laciniata frente a Escherichia coli, Candida albicans y Staphylococcus aureus,

mediante ensayo de microdilucidn.



CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1. Recoleccidén de la materia vegetal

Para el estudio se recolectd hojas sin presencia de danos fisicos de |la especie Urera
laciniata en las cercanias de la coordenada 1°05'35.4"S 77°39'10.7"W del Puerto
Misahualli, Napo, Ecuador, bajo el permiso de investigacion MAATE-BDI-CM-2023-0310.
Las muestras recolectadas fueron transportadas en bolsas herméticas ziploc en cadena
de frio hacia el laboratorio de Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad

Regional Amazédnica lkiam para su procesamiento.

2.2. Preparacion de extractos

Las hojas de U. laciniata fueron lavadas con agua destilada para eliminar impurezas del
ambiente. Después se redujo el tamafio de las muestras con tijeras estériles para
proceder con el secado a temperaturas de 25, 40 y 60 °C durante 5 dias dentro de una
estufa. Finalizado el proceso de secado, las muestras se trituraron hasta obtener una

muestra fina con ayuda de una licuadora (Oster).

La extraccion de metabolitos secundarios se llevd a cabo aplicando el método de
maceracion al 10 % (m/v) durante 5 dias en ausencia de luz y aplicando 30 minutos
diarios de sonicacion. El solvente utilizado fue una solucién hidroetandlica con una
concentracion 70:30 (v:v) (etanol 96 %: agua). Terminada la maceracidn, los extractos
se filtraron al vacio utilizando papel filtro cualitativo y concentrados en un rotavapor®
R-300 (marca BUCHI). Posteriormente, los extractos fueron liofilizados a -80 °C y 120
mTorr en un equipo BTP-9E LOVE (Genevac). El rendimiento de extraccion se determiné

aplicando la ecuacién (EC1) descrita por Truong et al. (2019):

Masa del extracto liofilizado

Rendimiento de extracciéon (%) = x 100 (EC1)
Masa seca de la muestra

10



2.3. Actividad antimicrobiana de extractos hidroetandlicos de Urera laciniata

2.3.1. Preparacion de microorganismos

Se emplearon cepas de microorganismos ATCC (American Type Culture Collection) de
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Candida albicans
ATCC 10231 crioconservadas. La activacién de cepas se realizé en base a la metodologia
propuesta por Proafo-Bolafios et al. (2019). Se sembré 500 uL de cada cepa de
microorganismos en 20 mL de Caldo Mueller Hinton (MHB) estéril para incubar con
agitacion a 37°C. Una vez alcanzado un crecimiento de 10%® UFC/mL (unidades
formadoras de colonias/mL), se realizd una dilucion para ajustar un valor de 106 UFC/mL.

La cepa de hongo no se diluyd y se trabajé en un crecimiento de 10° UFC/mL.

2.3.2. Ensayo preliminar de la actividad antimicrobiana por difusion en Agar

Este apartado se realizé con la finalidad de determinar si los extractos de U. laciniata
mostraban inhibicidn frente a las cepas microbianas evaluadas. Para ello, se empleé el
método de perforacién en agar (Hernandez et al., 2021). Sobre la superficie del Agar
Mueller Hinton (MHA) se inoculé 100 uL de cada microorganismo mediante la técnica
de siembra por extensidon. Posteriormente, con una pipeta Pasteur se realizd
perforaciones en el agar y se colocd 2 ulL de cada extracto vegetal disuelto en
dimetilsulféxido (DMSO) 1% (m/v) (250 mg/mL). Las placas se incubaron a 37°C por 18
horas. Se empled controles positivos como: ampicilina para bacterias (1 mg/mL),
fluconazol para hongos (1 mg/mL), y control negativo como DMSO al 1 %. Finalmente,
se evaluo cualitativamente la actividad antimicrobiana mediante la presencia o ausencia
de halos de inhibicién alrededor de las perforaciones que contenian los extractos de

ortiga.
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2.3.3. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

En este proceso se utilizé microplacas de polipropileno transparentes de 96 pocillos, los
ensayos fueron hechos por triplicado de acuerdo con lo descrito por Moran-Marcillo et
al. (2022), con algunas modificaciones. Se colocé 100 pL de cada concentracion del
extracto vegetal (250, 125, 62.5, 31.5, 15.63, 7.82, 3.91, 1.96, 0.98 y 0.49 mg/mL), mas
100 pL de suspensidn bacteriana (Seccién 2.3.1), obteniendo un volumen final de 200
uL por pocillo. Se utilizé como controles 200 pL de MHB (control positivo) y 100 uL de
DMSO al 1% mds 100 uL de suspension bacteriana (control negativo). Se considerd 5
réplicas por cada concentracidn de extracto y controles. Una vez dispensadas las
muestras en las microplacas estas se llevaron a incubacion por 18 horas a 37°C.
Finalizada la incubacion se evalué el crecimiento de los microorganismos mediante la
lectura de absorbancia (560 nm) en un espectrofotémetro de microplacas (Glomax,

Promega) (Pollo et al., 2021).

2.3.4. Determinacion de la Concentracién Minima Bactericida (CMB)

Se utilizd cajas Petri estériles con medio MHA vy se realizé la siembra de 10 uL del
contenido de cada pocillo de la microplaca obtenida del ensayo de microdilucién
(Seccion 2.3.3). Posteriormente, se llevd a incubaciéon durante 18 horas a 37°C. La menor

concentracion que mostré ausencia de crecimiento bacteriano se establecié como la

CMB.

2.4. Determinacion de la capacidad antioxidante

Para determinar la actividad antioxidante de los extractos de U. laciniata, se empled dos

técnicas ampliamente utilizadas para este propdsito: DPPH y ABTS.
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2.4.1. Ensayo del radical DPPH

La actividad antioxidante de los extractos se evalué de acuerdo con la capacidad de
eliminar radicales libres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). El ensayo se realizé en el
Laboratorio de Productos Naturales de la Universidad Regional Amazdnica Ikiam. Se usé
el protocolo descrito por Brand-Williams et al. (1995), con ciertas modificaciones. Se
utilizdé como estandar el 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox)
disuelto en etanol al 96%, con un rango de trabajo de 2.5 a 100 uM. Los niveles de
concentracion fueron definidos de la siguiente forma: nivel 1 = 2.5 mg/L, nivel 2 =12.5
mg/L, nivel 3 = 20 mg/L, nivel 4 = 50 mg/L y nivel 5 = 100 mg/L. Para los extractos
hidroetandlicos de U. laciniata obtenidos a diferentes temperaturas, se preparé
soluciones madre utilizando etanol al 96%. Se pesé 60, 80 y 120 mg de los extractos
correspondientes a 25°C (HE25), 40°C (HE40) y 60°C (HE60), respectivamente, y se
disolvieron en 20 mL de etanol al 96%. De esta manera, se obtuvo soluciones madre con
concentraciones finales de 3000 mg/L (HE25), 8000 mg/L (HE40) y 6000 mg/L (HE60).
Para garantizar la homogeneizacion de la solucién, esta se sometid a un proceso de
sonicacién en bafio ultrasonico durante 10 minutos (Branson-3800). A partir de las
soluciones madre, se preparo series de diluciones especificas para cada extracto. Para
el extracto obtenido a 25 °C, se establecieron concentraciones de 100, 300, 600, 900,
1200, 1500, 1800 y 3000 mg/L. En el caso del extracto HE40, se prepararon diluciones
de 100, 500, 1000, 2000, 3000, 3500 y 4000 mg/L, mientras que para el extracto a HE60,
se trabajo con concentraciones de 500, 1500, 2500, 3500, 4500 y 5500 mg/L.

La evaluacidén de la capacidad antioxidante se realizé en microplacas de 96 pocillos. Para
medir la absorbancia de la muestra (A) se colocé 100 plL etanol mas 100 plL de extracto
vegetal y 50 uL DPPH. Para obtener la absorbancia solo del radical DPPH (A°) se usé 200
pL de etanol mas 50 pL de DPPH. Por ultimo, para la absorbancia de la muestra sin el
radical DPPH (A') se dispensé 150 uL de etanol mdas 100 pL extracto vegetal.
Posteriormente, la microplaca se agité durante 30 minutos en un agitador orbital
(Orbit™ LS Low Speed Laboratory Shaker de Labnet) a 60 rpm en ausencia de luz.

Posteriormente se realizo la lectura de la absorbancia a 515 nm en un lector de placas
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(Glomax Discover de Promega). La actividad antioxidante se calculd6 mediante el
porcentaje de inhibicién del radical DPPH, utilizando la ecuacién (EC2) descrito por

Jaiswal y Lee (2022):

A-A
Porcentaje de inhibicién = (1 B >x 100 (EC2)

Los datos obtenidos se ajustaron a un modelo sigmoideo logistico, se usé el software R
Studio para ajustar los datos al modelo y el valor de ICsp, correspondiente a la
concentracion del extracto que produce un 50% de la inhibicién de radicales DPPH. Se
evalud la calidad del ajuste mediante el coeficiente de determinaciéon (R?), asegurando

un valor superior a 0.96.
2.4.2. Ensayo de cationes radicales ABTS

Se evalué también la actividad antioxidante mediante el ensayo del radical ABTS (Acido
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)), el cual puede ser soluble tanto en agua
como en solventes organicos, permitiendo evaluar una amplia gama de compuestos,
tanto hidrofilicos como lipofilicos, adecuado para evaluar la capacidad antioxidante de
compuestos tanto polares como no polares (Olszowy-Tomczyk, 2021). Este ensayo se
baso en la metodologia desarrollada por Re et al. (1999) y con modificaciones realizadas

por el Laboratorio de Productos Naturales de la Universidad Regional Amazdnica IKIAM.

Para establecer las curvas de calibracién, se realizé a partir de una solucién del radical
ABTS y Persulfato de amonio (mg/L) el cual se incubé durante 12 horas a temperatura
ambiente en ausencia de luz. Después de la incubacién, se utilizé un frasco ambar, se
colocd 150 mL de etanol y se agregé 0,5 plL del radical ABTS. Esta solucién se agitd a
1000 rpm durante 5 minutos para garantizar una disolucidon completa. Para confirmar la
formacidn del radical, se realizd un barrido espectral entre 800-600 nm utilizando un
espectrofotémetro (Shimadzu-3600 Plus), asegurando que la absorbancia estuviera

dentro del rango esperado 0.7 abs a 752 nm.
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En este ensayo se utilizd Trolox como estandar para el cual se preparé concentraciones
en un rango de 2.5, 17.52, 35.04, 52.56, 70.09 y 87.6 mg/L. Para el tratamiento de las
muestras se prepard concentraciones madres de 3 mg/mL para HE25, HE40, HE60, a
partir de estas soluciones se establecié un rango de concentraciones diluidas de 50, 100,
250, 500, 1000, 1500 y 2000 mg/L. Estas muestras fueron dispensadas en tubos
individuales de ensayo de la siguiente manera (A): 150 uL de extracto y 2850 uL de la
solucién ABTS, (A’): 150 uL del extracto y 2850 uL de etanol y (A°): 150 pL de etanol, y
2850 pL de etanol. La actividad antioxidante se calculé mediante el porcentaje de

inhibicidn utilizando la misma ecuacion (EC2) del ensayo DPPH para el ensayo ABTS.

2.5. Determinacion cuantitativa de metabolitos secundarios

2.5.1. Cuantificacion de fenoles totales

La cuantificacién de fenoles totales se llevd a cabo segun los descrito por Molole et al.
(2022), con algunas modificaciones. Se prepard soluciones madre de los extractos HE25,
HE40 y HE60 a una concentracion de 5 mg/mL usando como solvente agua tipo 1y
etanol al 80% en proporcion 50:50 en un volumen final de 1 mL. El procedimiento
experimental consistié en transferir 200 uL de cada extracto a tubos de ensayo
individuales. Posteriormente, se adiciond 80 pL de reactivo Folin-Ciocalteu y 1720 plL de
agua tipo 1, seguido de una fase de incubacién de 5 minutos en condiciones de
oscuridad. A continuacidn, se incorporé 200 puL de una solucién de carbonato de sodio
(7% p/v) y 1800 uL adicionales de agua tipo 1. La mezcla resultante fue homogeneizada
mediante agitaciéon vortex y se sometié a un segundo periodo de incubacién de 60

minutos en ausencia de luz.

La curva de calibracion se elaboré utilizando acido gdlico como estandar de referencia.
Se prepard una solucién madre de 0.5 mg/mL empleando como solvente una mezcla
(50:50) de agua tipo 1y etanol al 80% en un volumen final de 10 mL. A partir de esta
solucidn, se realizaron diluciones con agua tipo 1 para obtener concentraciones de 20,

40, 60, 80, 100, 120 y 140 pg/mL. El procedimiento analitico para cada concentracion
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fue idéntico al descrito para los extractos, transfiriendo alicuotas de 200 uL a tubos de
ensayo y siguiendo el mismo protocolo de adicion de reactivos e incubacién, ademas de
ello se prepard un blanco reactivo que incluye agua tipo 1, Folin-Ciocalteu y carbonato
de sodio con volimenes de acuerdo con la metodologia descrita anteriormente.
Finalmente, se procedid al registro de datos mediante un espectrofotémetro UV-VIS
(Shimadzu-3600 Plus) a una longitud de onda de 750 nm. El contenido total de fenoles
se expresdé como mg de (GAE)/g de extracto seco de acuerdo con la ecuacién obtenida

mediante la curva de calibracidn.

2.5.2. Cuantificacion de flavonoides totales

La cuantificacion de flavonoides totales se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita
por Chandra et al. (2014). Se prepard soluciones madre de cada extracto HE25, HE40,
HE60 en concentraciones de 5 mg/mL en un solvente (50:50) de agua tipo 1y etanol al
80% en un volumen final de 2 mL, de cual se tomd 1.25 mL y se aforé a 10 mL con
metanol, llegando a una concentracién final de 0.625 mg/mL para cada extracto. De
estas concentraciones se tomd 2 mL de muestra y 2 mL de cloruro de aluminio que se
colocd en tubos de ensayo. Seguido se realizd un vortex de 10 segundos, para finalmente

incubar por 15 minutos en total oscuridad.

La curva de calibracidn se elaboré utilizando Quercetina como estandar de referencia
en una concentracion de 0.5 mg/mL usando como solvente metanol. De esta solucion
madre se tomd 1 mLy se aforo a 5 mL de metanol obteniendo finalmente una disolucion
de 0.1 mg/mL. A partir de esta disolucidn se prepard la curva de calibracion cuyos puntos
fueron 0.5, 1, 5, 10 y 15 pg/mL. De estas concentraciones se usé 2 mL de cada
concentracion mas 2 mL de cloruro de aluminio en un tubo de ensayo. Ademas de ello
se prepard un blanco reactivo que incluye metanol, y cloruro de aluminio (AICls) con
volumenes de acuerdo con la metodologia descrita anteriormente. Seguido se realizd
un vortex de 10 s, para finalmente incubar por 15 minutos en total oscuridad.
Finalmente, se procedid al registro de datos mediante un espectrofotémetro UV-VIS

(Shimadzu-3600 Plus) a una longitud de onda de 438 nm. El contenido total de
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flavonoides se expresé como mg de (QE)/g de extracto seco de acuerdo con la ecuacion

obtenida mediante la curva de calibracion.

2.6. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron en el software RStudio (version 2024.12.

0+467.prol). Se aplicé un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar diferencias

significativas (p < 0,05), seguido de la prueba post hoc de Tukey para evaluar la influencia

de la temperatura de secado en las actividades biolégicas evaluadas.

17



CAPITULO IlI: RESULTADOS

3.1. Rendimiento de extraccion de extractos de U. laciniata

El rendimiento de extraccion de los extractos hidroetandlicos de U. laciniata se detalla
en la Tabla 1. Se logra observar que HE25, presentd el mayor rendimiento de extraccién
con un 4.69 %, seguido de HE40, con un rendimiento de extraccion de 3.89 % vy
finalmente el valor mas bajo de rendimiento de extraccidén corresponde a HE60, el cual

obtuvo un rendimiento de extraccidon de 2.69 %.

Tabla 1. Rendimiento porcentual de extractos de U. laciniata

Extractos Masa inicial de la Masa del extracto Rendimiento de extraccion
vegetales muestra (g) liofilizado (g) (%m/m)

HE25 220.57 10.36 4.69

HE40 207.2 8.07 3.89

HE60 186.7 5.53 2.69

HE25: Extracto hidroetandlico de hojas secas a 25°C. HE40: Extracto hidroetandlico de hojas secas a
40°C. HE60: Extracto hidroetandlico de hojas secas a 60°C. Realizado por: Calapucha, 2025

3.2. Actividad antimicrobiana

3.2.1. Ensayo preliminar de la actividad antimicrobiana por difusién en Agar

La evaluacién del efecto antimicrobiano mediante difusién en Agar de los extractos de
U. laciniata se presenta en la Tabla 2. Los extractos HE25, HE40 y HE60 presentaron
halos de inhibicidn frente a S. aureus ATCC 29213. Mientras que, E. coli ATCC 25922 y C.
albicans ATCC 10231 no mostraron susceptibilidad frente a los extractos evaluados de

U. laciniata.
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Tabla 2. Actividad antimicrobiana exploratoria de extractos hidroetandlicos de U. laciniata

Extractos vegetales Presencia o ausencia de halos de inhibicion
(250 mg/mL) SA ATCC EC ATCC CA ATCC
HE25 + - .
HE40 + - -
HE60 + - -

(+): Presencia de halos de inhibicidn. (-): Ausencia de halos de inhibicion. HE25: Extracto hidroetandlico
de hojas secas a 25°C. HE40: Extracto hidroetandlico de hojas secas a 40°C. HE60: Extracto hidroetandlico
de hojas secas a 60°C. SA ATCC: Staphylococcus aureus ATCC 29213. EC ATCC: Escherichia coli ATCC 25922.
CA ATCC: Candida albicans ATCC 10231. Realizado por: Calapucha, 2025

3.2.2. Determinacion del CMI y CMB de extractos hidroetandlicos

Mediante el método de microdilucién en caldo se determinaron los valores de CMI y
CMB de los extractos hidroetandlicos de U. laciniata que previamente presentaron halos
de inhibicion frente a los microorganismos evaluados (Tabla 2). Los extractos
presentaron CMlIs de 31.25 a 62. 5 mg/mL y CMMs de 62.5 mg/mL para S. aureus ATCC
(Tabla 3, ANEXO A).

Tabla 3. Valores de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima

Microbicida (CMM) de diferentes extractos de U. laciniata frente a S. aureus ATCC

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Concentraciéon Minima
Bactericida (CMB) (mg/mL)

Extractos vegetales

SA ATCC
C™mI CMB
HE25 31.25 62.5
HE40 62.5 62.5
HE60 62.5 > 250

HE25: Extracto hidroetandlico de hojas secas a 25°C. HE40: Extracto hidroetandlico de hojas secas a 40°C.
HE60: Extracto hidroetandlico de hojas secas a 60°C. SA ATCC: Staphylococcus aureus ATCC 29213.
Realizado por: Calapucha, 2025

3.3. Determinacion de la actividad antioxidantes

3.3.1. Ensayo del radical DPPH

Todas las muestras evaluadas demostraron su capacidad antioxidante a diferentes
concentraciones, considerando la respectiva curva de calibracién (ANEXO B). Ademas,
se identificd la concentracién efectiva media (IC50), que es la concentracién necesaria

para inhibir el 50% de los radicales DPPH de los extractos evaluados de U. laciniata
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(Tabla 4). El extracto HE25 exhibidé la menor concentracién con 403.82 mg/L, seguido
por HE40 con 1026.13 mg/L, mientras que el extracto HE60 requirié una concentracion
considerablemente mayor de 3650.13 mg/L para alcanzar el 50% de inhibicién de
radicales DPPH. Se identific6 ademds que existen diferencias significativas entre los

grupos (p<0.05), en base a la prueba post-hoc de Tukey (ANEXO C y ANEXO D).

Tabla 4. Concentracion de extractos necesaria para inhibir el 50% de radicales DPPH

Extractos IC50 (mg/L) + DE*
HE25 403.82 +7.64°%"
HE40 1026.13 + 70.54 ®
HE60 3650.13+161.19 ¢

Notas: *DE: Desviacidn estandar. **Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos segun
la prueba de Tukey (p<0.05). Realizado por: Calapucha, 2025

3.3.2. Ensayo del radical ABTS

Los resultados presentados en la Tabla 5, describen la concentracién necesaria para
inhibir el 50% del radical ABTS, considerando la respectiva curva de calibracion (ANEXO
B). Los valores fueron de 894.87 + 17.2 mg/L para el extracto HE25, 1183.71 + 11.91
mg/L para el extracto HE40, y 966.67 + 8.68 mg/L para el extracto HE60. Se identificd
también que existen diferencias significativas entre los grupos (p<0.05), en base a la

prueba post-hoc de Tukey (ANEXO E y ANEXO F).

Tabla 5. Concentracion necesaria para inhibicién el 50% del radical ABTS*

Extractos IC50 (mg/L) + DE*
HE25 894.87 +17.2°"
HE40 1183.71+11.91°"
HE60 966.67 + 8.68 ©

Notas: *DE: Desviacidn estandar. **Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos segun
la prueba de Tukey (p<0.05). Realizado por: Calapucha, 2025
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3.4. Cuantificacion de metabolitos secundarios

3.4.1. Fenoles totales

Los resultados del contenido total de fenoles para los diferentes extractos de U.
laciniata, se obtuvieron considerando la respectiva curva de calibracion (ANEXO G).
Estos mostraron que el extracto HE40 presentd la mayor concentracién de fenoles
totales con 0.0237 + 0.0002 mg GAE/g, seguido de los extractos HE60 y HE25 con valores
de 0.0191 + 0.0007 y 0.0190 + 0.0005 mg GAE/g, respectivamente (Tabla 6). El analisis
estadistico mediante la prueba post-hoc de Tukey (p<0.05) revelé diferencias
significativas entre el extracto HE40 y los otros dos extractos, mientras que entre HE25

y HE60 no se observé diferencias significativas (ANEXO H y ANEXO I).

Tabla 6. Contenido total de fenoles de extractos de U. laciniata

Fenoles totales

Extractos Absorbancia (750 nm) (mg GAE/g) + DE*
HE25 0.329 + 0.0092 0.0190 + 0.0005 ™
HE40 0.408 + 0.0036 0.0237 +0.0002 ©
HE60 0.331+0.0113 0.0191 +0.0007 *

Notas: *DE: Desviacidn estandar. **Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos segin
la prueba de Tukey (p<0.05). Realizado por: Calapucha, 2025

3.4.2. Flavonoides totales

El resultado del contenido total de flavonoides en los extractos de U. laciniata,
considerando la respectiva curva de calibracion (ANEXO G), mostré que el extracto HE60
presentd la mayor concentracidon con 0.00208 + 1.14e%* mg QE/g, seguido por HE40 con
0.00192 + 6.40e% mg QE/g, y finalmente HE25 con 0.00158 * 1.34e°> mg QE/g (Tabla
7). Los resultados del analisis estadistico mediante la prueba post-hoc de Tukey (p<0.05)
indicaron que existe una diferencia significativa entre el extracto HE25 y los extractos
HE40 y HE60 que no presentaron diferencias, mientras que entre estos dos ultimos no

se observo diferencias significativas (ANEXO J y ANEXO K).
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Tabla 7. Contenido total de flavonoides de extractos de U. laciniata

Flavonoides totales

Extractos Absorbancia (438 nm) (mg QE/g)/ DE*
HE25 0.474 £ 0.004 0.00158 * 1.34e05 2™
HE40 0.578 £ 0.019 0.00192 + 6.40e°%5®
HE60 0.626 + 0.034 0.00208 + 1.14e4?

Notas: *DE: Desviacién estandar. **Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos segun
la prueba de Tukey (p<0.05). Realizado por: Calapucha, 2025
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CAPITULO IV: DISCUSION

El género Urera (Urticaceae) comprende diversas especies de ortigas, entre las que
destaca Urera laciniata, ampliamente utilizada en los sistemas médicos tradicionales
con el fin de tratar enfermedades como la malaria, Ulceras y dolores musculares (Céline
et al.,, 2009; Giovannini, 2015). A pesar de su importancia etnomédica, existe una
notable escasez de estudios sobre su composicién fitoquimica relacionada con la
actividad antimicrobiana y capacidad antioxidante, siendo este el primer estudio en
reportar tanto su actividad antimicrobiana y antioxidante, asi como la cuantificacién de
fenoles y flavonoides totales. En este estudio, la extraccién de metabolitos secundarios
para los ensayos se realizd mediante maceracion, debido a que es un proceso
ecoamigable y econdmico frente a otros métodos de extraccidon basados en microondas,
fluidos supercriticos, ultrasonido, soxhlet entre otros (Barthwal & Mahar, 2024; Burovi¢

et al., 2022).

El rendimiento porcentual de extraccion de U. laciniata (Tabla 1) es comparable con los
reportados por Mzid et al. (2017), quienes obtuvieron un rendimiento del 4.76% en
extractos de U. baccifera utilizando hidroetanol como solvente y muestras secadas a
25°C. En este estudio, se observé que los rendimientos de extraccion disminuyeron para
HE40 y HE60 conforme aumentd la temperatura de secado en las muestras. Este efecto
podria estar relacionado a la degradacidon de metabolitos a altas temperaturas, debido
a que algunos metabolitos secundarios presentes en la matriz vegetal son termolabiles,

lo que puede ocasionar alteraciones o pérdidas (Jha & Sit, 2022).

En contraste, estudios previos han reportado rendimientos menores al emplear etanol
al 96% en diferentes especies de la misma familia (Urticaceae) como U. baccifera (0.61-
1.49 %), U. urens (0.90-0.97 %), U. dioica (1.32%), U. leptophylla (1.40%) (Guaman, 2015;
Marifio, 2023). Esta variabilidad en los rendimientos de extraccién puede estar
relacionada principalmente a la diferencia de polaridad entre los solventes empleados,

como el solvente hidroetandlico que al contar con una proporcién de agua, exhibe
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mayor polaridad, facilitando la extraccién de compuestos hidrofilicos aumentando el
rendimiento de extraccion; mientras que el etanol al 96%, sin contenido acuoso,
favorece la extraccién de compuestos de polaridad moderada limitando el rendimiento
de extraccién (Zhang et al., 2018). Este fendmeno estd estrechamente relacionado con
el hecho de que el rendimiento de una extraccidon estd influenciado por multiples
factores, entre ellos la polaridad del disolvente, la temperatura, la duracién del proceso,
la composicién quimica de la sustancia a extraer y la proporcién entre el material sélido

y el solvente (Hernandez-Rodriguez et al., 2020).

Por otro lado, las especies de familia Urticaceae han reportado actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, comparables contra antibidticos
como la amoxicilina, nitrato de miconazol, ofloxacina y netilmicina (Kregiel et al., 2018).
Esta caracteristica antimicrobiana se le ha atribuido a la presencia de metabolitos
secundarios presentes en estas especies como terpenoides, flavonoides, carotenoides,
esteroles y polifenoles (Burovié et al., 2017). Los resultados de este estudio mostraron
gue los extractos HE25, HE40, HE60 tienen actividad antimicrobiana frente a S. aureus,
mientras que para E. coli y C. albicans no hubo actividad antimicrobiana (Tabla 2). La
diferencia entre la actividad antimicrobiana observada entre bacterias Gram positivas,
Gram negativas y hongos puede atribuirse a la distinta composicién de las membranas
celulares. Las bacterias Gram negativas poseen una membrana externa fosfolipidica
adicional que actua como barrera selectiva, reduciendo la permeabilidad a diversos
compuestos antimicrobianos a diferencia de las bacterias Gram positivas, que, al
presentar Unicamente una capa de peptidoglicano como estructura externa, exhiben
mayor susceptibilidad a los compuestos bioactivos debido a su mayor permeabilidad
(Kaushik et al., 2015; Mzid et al., 2017). La ausencia de actividad antifungica contra C.
albicans puede atribuirse a las caracteristicas diferenciadas de las células fungicas,
incluyendo la presencia de una pared celular compleja compuesta mayoritariamente por
quitina y B-glucanos, asi como la presencia de ergosterol en la membrana celular, estas
diferencias estructurales pueden limitar la interaccién de los compuestos bioactivos

(Berman & Krysan, 2020).
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En este trabajo se destaca el extracto obtenido a 25°C por requerir la menor
concentracion para inhibir y eliminar el crecimiento bacteriano, con valores de CMI y
CMB de 31.25 mg/mLy 62.5 mg/mL, respectivamente (Tabla 3). Los extractos obtenidos
a mayores temperaturas (40°C y 60°C) requirieron concentraciones mas elevadas,
presentando valores de CMI de 62.5 mg/mL para ambas temperaturas, mientras que sus
valores de CMB fueron de 62.5 mg/mLy >250 mg/mL, respectivamente. Estos resultados
representan valores altos a diferencia de los datos reportados en la literatura para
especies cercanas como U. baccifera (mismo género que U. laciniata) y Cecropia
pachysthacya (misma familia que U. laciniata) con valores de CMI 0.15 mg/mL, 6.5
mg/mL y valores de CMB de 0.15 mg/mL, 12.5 mg/mL respectivamente (Mzid et al.,
2017; Tscha et al.,, 2024). Por otro lado, Gindri et al. (2014) evalud la actividad
antimicrobiana de extractos de U. baccifera a una concentracion maxima de 1 mg/mL
frente a varias cepas incluidas S. aureus y no pudo identificar la CMI frente a este
microorganismo. Estos resultados se obtuvieron bajo similares condiciones para HE25
(solvente y temperatura de secado), siendo el Unico estudio directamente comparable,
debido a la falta de estudios de especies cercanas que hayan considerado las

condiciones de extraccién de HE40 y HE60.

Por otra parte, Marifio (2023) al evaluar la capacidad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus de extractos etandlicos de U. baccifera, U. urens, U. dioica, U.
leptophylla reportaron valores de CMI de 13.04, 13.00, 31.50, 28.50 pg/mL y CMB en
concentraciones de 13.50, 14.50, 31.50, 28.50 ug/mL, respectivamente. Estos valores
gue pueden atribuirse al tipo de solvente utilizado que al ser etanol al 96%, debido a la
afinidad por compuestos menos polares y lipofilicos puede haber extraido metabolitos
como alcaloides, terpenoides y ciertos flavonoides apolares como las flavonas en el
estudio, que se reportan como involucrados en la actividad antimicrobiana. A pesar de
sélo haber identificado actividad antimicrobiana frente a una de las tres cepas utilizadas
en el estudio, los resultados resultan importantes ya que S. aureus es un patégeno Gram
positivo al cual se le atribuyen infecciones cutaneas, respiratorios y sistémicas (Bai et al.,

2022). Esto sugiere importantes aplicaciones en el campo de los fitofarmacos, asi como
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la cosmética, en donde el extracto podria ayudar a potenciar la accidn de varios

productos para la piel (Carvalho et al., 2017).

También, los datos obtenidos evidencian que el aumento de temperatura influyd en la
capacidad antimicrobiana de los extractos. Para HE60, el valor de CMB fue mayor a 250
mg/mL, sobrepasando el rango de concentraciones establecidas en el presente estudio.
Mientras que para HE25, se obtuvo mejores resultados dentro del rango evaluado. Esto
sugiere que las altas temperaturas pueden degradar los compuestos bioactivos que
influyen en la actividad antimicrobiana, disminuyendo su efectividad (Zhang et al.,
2018). En contraste, las temperaturas mas bajas parecen preservar mejor estos

compuestos, manteniendo su capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano.

Una tendencia similar se evidencio en cuanto a la capacidad antioxidante de U. laciniata,
en donde los resultados obtenidos mediante el radical ABTS (Tabla 5), revelaron
también que fue HE25 la muestra que necesité una concentraciéon menor para alcanzar
la IC50. Sin embargo, los valores de concentracidon obtenidos de HE25 son mayores a los
reportados para U. urens con 0.038 mg/mL vy U. dioica con 0.33 mg/L (Gird et al., 2017;
Mzid et al., 2017). Por otro lado, el ensayo del radical DPPH mostré una tendencia
similar, en donde HE25 necesitd la menor concentracion (0.403 mg/mL) para inhibir el
50% los radicales libres, mientras que para HE40 (1.026 mg/mL) y HE60 (3.650 mg/mL)
las concentraciones fueron mas altas (Tabla 4). Ademas, el analisis estadistico realizado
mediante la prueba post-hoc de Tukey (p<0.05) demuestra que existe diferencia
significativa entre la capacidad antioxidante respecto a la temperatura de secado
(muestra vegetal), lo que recalca la importancia de este factor en estos ensayos. Para
este ensayo, los valores obtenidos demuestran que la concentracién del extracto HE25
de U. laciniata para alcanzar el IC50 es menor respecto a los datos reportados para
especies de la misma familia como U. dioica (1.33 y 0.73 mg/mL), U. urens (2.66 mg/mL),
U. leptophylla (3 mg/mL) y U. baccifera (240.72 mg/mL), dando una luz a su posible
utilidad como antioxidante (Gird et al., 2017; Marifio, 2023). En lineas generales, los
extractos analizados de U. laciniata presentaron actividad antioxidante, lo que

demuestra la capacidad de sus compuestos fitoquimicos para ceder atomos de
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hidrégeno y contrarrestar la accion de los radicales libres (Cidade et al., 2020).
Adicionalmente a los resultados de actividad antimicrobiana, esto resalta la posible
aplicacion de la especie en el campo de los antioxidantes, con importancia no sélo en la

industria farmacoldgica, sino también, en la cosmética.

En esta Ultima los antioxidantes son cominmente utilizados como prevencion de
envejecimiento celular, ya que pueden interrumpir las reacciones en cadena de
oxidacion y desempenar funciones como quelantes de metales, agentes reductores,
moduladores de sefiales quimicas, reguladores de procesos fisioldgicos e inhibidores del
ciclo celular (Koksal et al., 2017). Es entonces que U. laciniata podria ser considerada en
este ambito, se sabe que existen metabolitos relacionados con la actividad
antimicrobiana y antioxidante como los fenoles y flavonoides (Begic et al., 2020). En este
contexto, los resultados del contenido total de fenoles de extractos de U. laciniata
(Tabla 6), obtenidos a diferentes temperaturas, revelan que el tratamiento a 40°C
(HE40) produjo el contenido fendlico mas elevado (0.0237 mg GAE/g), en comparacién
a los extractos obtenidos a 25°C (0.0190 mg GAE/g) y 60°C (0.0191 mg GAE/g). La prueba
de Tukey indica que el extracto HE40 es significativamente diferente de HE25 y HEG60,
estos Ultimos son estadisticamente similares entre si. Esto sugiere que la temperatura
no fue un factor determinante para la extraccién de fenoles en este rango, aunque la

temperatura de 40°C permitié una extraccion mayor.

Bajo las condiciones evaluadas de solvente (hidroetanol), temperatura de secado y
maceracion tradicional, la extraccién de fenoles resultd menor en comparacién con los
reportes existentes para especies del mismo género como U. dioica (208.37,87.84y 24.1
mg GAE/g), U. urens (70.16 y 31.41 mg GAE/g), U. leptophylla (41.111 mg GAE/g) y U.
baccifera (83.333 y 61.55 mg GAE/g) (Kukri¢ et al., 2012; Marifio, 2023; Moncayo et al.,
2021; Mzid et al., 2017; Pourmorad et al., 2006). Esto sugiere la necesidad de mejorar el

proceso.

Por otro lado, el andlisis de flavonoides totales en U. laciniata (Tabla 7) mostré un

incremento gradual con la temperatura de extraccion. El extracto HE60 presenté el
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mayor contenido (0.00208 mg QE/g), seguido por HE40 (0.00192 mg QE/g), ambos
estadisticamente similares segln la prueba de Tukey (p<0.05). El extracto HE25 mostré
el contenido mas bajo (0.00158 mg QE/g). Estos datos difieren de los resultados
reportados para extractos metandlicos de U. dioica y U. urens, con valores de 43.3,
20.29, 6.81 y 0.97 mg QE/g (Jimoh et al., 2010; Kukri¢ et al., 2012; Mzid et al., 2017;

Pourmorad et al., 2006).

Las diferencias encontradas en la cantidad de fenoles y flavonoides, se puede atribuir a
gue se trata de otras especies, asi como la diferencia del solvente utilizado en esos
estudios (metanol). En este contexto, se ha reportado que el metanol tiene un alto
rendimiento en la extraccién sdlido-liquido debido a que no degrada los compuestos
fendlicos evitando la formacion de perdxido de hidrégeno, lo que pudo haber favorecido
a una mayor extraccién de estos metabolitos (Borges et al., 2020). De igual manera,
Nouasri et al. (2022) el solvente empleado en la extraccion es el factor determinante en
la obtencién de compuestos bioactivos mediante la técnica de extraccién sdélido-liquido.
Esto se debe a la influencia de la polaridad del disolvente, la cual podria explicar la

variabilidad observada en los resultados.

En cuanto a la temperatura, de acuerdo con la literatura existente, el rango éptimo para
la conservacién de metabolitos secundarios como los fenoles y flavonoides oscila entre
35-50°C (Antony & Farid, 2022). Esto implica que una variacién dentro de este rango
puede afectar la concentracion de estos compuestos, aunque no necesariamente
implique una pérdida de estos (Antony & Farid, 2022; ElGamal et al.,, 2023). Esta
explicacion da el fundamento a los resultados obtenidos en el presente estudio, donde
el andlisis estadistico mostrd diferencias significativas en la obtencidn de fenoles entre
HE40 y HE25-HE60 (sin diferencia significativa entre estas ultimas) (Tabla 6). Sin
embargo, es relevante destacar que la variacidén entre las concentraciones es minima.
Del mismo modo, en la obtencién de flavonoides totales, se identificd diferencias
significativas (Tabla 7) entre HE25 y los extractos obtenidos a temperaturas mayores
(HE40 y HE60), aunque con variaciones minimas. Entonces se puede argumentar que el

factor temperatura fue determinante, pero con limitaciones. Los resultados sugieren
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que 40°C fue la temperatura dptima para la extraccion de fenoles, mientras que, para
los flavonoides, cualquier temperatura superior a 25°C resultd en una mejora. Sin
embargo, dado que las diferencias en concentraciones fueron pequenas, la temperatura
de secado si puede influir ligeramente en la eficiencia de extraccién, aun cuando no
parece ser un factor totalmente determinante dentro del rango evaluado (25-60°C).
Para una optimizacién completa, seria recomendable evaluar otros factores como el tipo

de solvente, el tiempo de maceracién y la relacién sélido-liquido (Zhang et al., 2018).

En resumen, el extracto HE25 presentd la mayor actividad antimicrobiana vy
antioxidante, a pesar de que dichos resultados no coincidieron con la cuantificacién de
fenoles y flavonoides totales. Esta discrepancia podria sugerir la existencia de
componentes bioactivos adicionales en los extractos hidroetandlicos, tales como
determinadas clases de alcaloides y terpenoides, documentados previamente en U.
dioica, U. urens y U. baccifera, ademas de los fenoles y flavonoides (Guaman, 2015;
Moncayo et al.,, 2021; Quiroz Martinez, 2013). Estos terpenoides y alcaloides son
metabolitos secundarios de las plantas relacionadas con la actividad antimicrobiana y
en algunos casos antioxidantes (Berman & Krysan, 2020). Los terpenoides, compuestos
derivados del isopreno, se sabe que ejercen su efecto antimicrobiano principalmente
mediante la lisis de la membrana celular de los microorganismos, alterando su
permeabilidad y provocando la pérdida de iones y componentes esenciales (Othman et
al., 2019). Ademas, ciertos terpenoides, como los carotenoides y algunos politerpenos,
presentan capacidad antioxidante, no solo por la presencia de grupos funcionales como
hidroxilos o carbonilos, sino también por su capacidad de estabilizar radicales libres
(Othman et al.,, 2019). Por otra parte, los alcaloides, compuestos nitrogenados
heterociclicos, han reportado actividad antimicrobiana mediante diversos mecanismos,
incluyendo la interaccion con el ADN, la inhibicion de la sintesis proteica o enzimatica, y
la alteracion de la divisidon celular en microorganismos (Yan et al., 2021). Algunos
alcaloides también poseen actividad antioxidante, la cual se atribuye a la presencia de
anillos aromaticos conjugados que permiten la estabilizaciéon de radicales libres a través
de la donacidn de electrones, no obstante, esta propiedad no es universal en todos los

alcaloides, ya que algunas estructuras pueden inducir la generacidon de especies
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reactivas de oxigeno en lugar de neutralizarlas (Cherney & Baran, 2011; Yan et al., 2021).
En conjunto, la interaccidn sinérgica de estos metabolitos secundarios puede potenciar
su efecto bioldgico, lo que resalta su importancia en la exploracion de nuevos

compuestos con aplicaciones farmacéuticas y biomédicas (Ezebo et al., 2021).

Estos hallazgos ponen de manifiesto la importancia de realizar estudios mas amplios,
qgue consideren el analisis de otros metabolitos, para obtener una vision mas completa
de las moléculas responsables de la actividad bioldgica de los extractos evaluados.
Ademas, hay que recordar que pueden existir diferencias en los resultados inclusive
dentro de la misma especie, ligados al lugar de procedencia de la planta, el solvente
utilizado, factores como la fase de desarrollo de la planta, el periodo de recoleccidn, la
genética, la variedad, las caracteristicas del suelo, las condiciones climaticas, el método
de almacenamiento y la parte de la planta empleada (Garofuli¢ et al., 2021; Kregiel et

al., 2018; Zekovic¢ et al., 2017).

Esta investigacion establece un precedente significativo sobre las propiedades
antimicrobianas y antioxidantes de U. laciniata evaluadas bajo diferentes condiciones
experimentales, incluyendo temperaturas de secado (25, 40 y 60°C), proceso de
maceracion y el uso de un solvente hidroetandlico. Se determind que el extracto HE25
exhibio el mejor rendimiento en las actividades bioldgicas estudiadas. Esta eficacia
podria atribuirse a la presencia de diversos metabolitos en los extractos. Una
caracterizacion mas exhaustiva de los compuestos presentes permitiria un mejor
entendimiento de la especie, sin embargo, este estudio representa una base importante
para promover la importancia de esta especie, recalcando su potencial utilidad en
aplicaciones como la cosmética debido a su capacidad de inhibir el crecimiento de una
cepa involucrada en infecciones cutdneas, asi como gracias a la capacidad antioxidante
mostrada, incluso mejor que otras especies del mismo género. Entonces este andlisis

permitiria diversificar las aplicaciones de U. laciniata y promover su estudio integral.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La actividad antioxidante, antimicrobiana, presencia de fenoles y flavonoides de los
extractos de Urera laciniata estan influenciados por la temperatura de tratamiento (25,
40y 60 °C), asilo demuestra el analisis estadistico realizado mediante la prueba de Tukey
(p<0.005). Ademads, se demostré que HE25 presentd mejores resultados tanto en el
rendimiento de extraccién, actividad antimicrobiana y actividad antioxidante. Este
presentd actividad antibacteriana frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC 29213,
con una concentracion de 31.25 mg/mL (CMI) y 62.5 mg/mL (CMB) resultando ser el
mejor candidato como agente antimicrobiano en este estudio. En cuanto a la actividad
antioxidante, el extracto mas activo fue el HE25 con una EC50 a una concentracion de
0.403 mg/mL (DPPH) y 0.894 mg/mL (ABTS). En cuanto a la cuantificacién de metabolitos
se obtuvo que extracto HE40 presentd la mayor concentracidén de fenoles totales con
0.0237 + 0.0002 mg GAE/g, mientras que para flavonoides totales se obtuvo que el
extracto HE60 presentd la mayor concentracién con 0.00208 + 1.14e%* mg QE/g
Entonces como un inicio en buscar ampliar las aplicaciones de la especie podemos decir
que HE25 podria ser de interés para el desarrollo de productos cosméticos, gracias a su

actividad antimicrobiana y antioxidante.

Los resultados de este estudio sugieren la necesidad de expandir la investigacion sobre
las potenciales actividades biolégicas de los extractos de U. laciniata mediante un
enfoque metodolégico mas exhaustivo. Ademads, se sugiere optimizar el proceso de
extraccién de metabolitos a través de la evaluacion sistematica de multiples variables,
desde la seleccion de diversos solventes hasta el control de parametros como tiempos
de secado y condiciones de agitacién, considerando ademds factores ambientales
criticos como la exposicién luminica, la localizacion geografica y la estacionalidad del
muestreo. Para profundizar en la caracterizacién fitoquimica, se recomienda la
implementacién de técnicas analiticas avanzadas como cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS),

gue permitirian la identificacion y caracterizacién especifica de otros metabolitos
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secundarios ademds de fenoles y flavonoides como cierto tipos de alcaloides y
terpenoides que pudiesen estar relacionados con la actividad antimicrobiana y
antioxidantes de U. laciniata. La incorporacion de técnicas de fraccionamiento
biodirigido facilitaria el aislamiento y purificacidon de los compuestos responsables de las
actividades bioldgicas observadas, contribuyendo a la comprension de sus mecanismos
de accion. Esta aproximacidon metodoldgica integral no solo maximizaria la obtencién de
componentes bioactivos, sino que también sentaria las bases para el desarrollo de
aplicaciones especificas y el aprovechamiento mas efectivo de las propiedades

caracteristicas de esta especie.
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ANEXOS

ANEXO A. Curvas de crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 29213 en presencia de

extractos hidroetandlicos de U. laciniata.
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Actividad antimicrobiana de HE60 frente Staphylococcus aureus
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ANEXO B. Curva de calibracién de ensayos antioxidantes DPPH y ABTS (Trolox).

Curva de calibracion de Trolox mediante |la prueba de captacion del radical
DPPH
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Realizado por: Calapucha, 2025

Curva de calibracion del estandar Trolox utilizando el ensayo ABTS
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ANEXO C. Inhibicién (%) de DPPH de los extractos hidroetandlicos de U. laciniata a (25,

40, 60 °C) en diferentes concentraciones (mg/L).
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Porcentaje (%) de inhibicion HE60
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ANEXO D. Analisis estadistico de la actividad antioxidante (IC50 DPPH) de los extractos

hidroetandlicos de U. laciniata a diferentes temperaturas (HE25, HE40, HE60): box plot,
ANOVA y prueba post-hoc de Tukey

Comparacion de valores de IC50 DPPH por temperaturas
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Realizado por: Calapucha, 2025
e Prueba post-hoc de Tukey y ANOVA de DPPH.

Grupo Diff Iwr upr p adj
HE40-HE25 622.31 367.5766 877.0434 0.0007128
HE60-HE25 3246.31 2991.5766 3501.0434 0.0000001
HE60-HE40 2624.00 2369.2666 2878.7334 0.0000003

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Grupo 2 17811174 8905587 861.4 4,18e708 Hkx*

Residuals 6 62033 10339

Realizado por: Calapucha, 2025



ANEXO E. Inhibicién (%) de ABTS de los extractos hidroetandlicos de U. laciniata a (25,
40, 60 °C) en diferentes concentraciones (mg/L).
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Porcentaje (%) de inhibicion HE60
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ANEXO F. Analisis estadistico de la actividad antioxidante (IC50 DPPH) de los extractos
hidroetanmdlicos de U. laciniata a diferentes temperaturas (25, 40, 60 °C): box plot,

Anova y prueba post-hoc de Tukey.
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e Post-hoc de Tukey
Grupo Diff Iwr upr p adj
HE40-HE25 288.8467 256.09386 321.5995 0.0000006
HE60-HE25 71.8000 39.04719 39.04719 0.0012797
HE60-HE40 -217.0467 -249.79948 -184.2939 0.0000021
e ANOVA
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Grupo 2 135697 67848 397 4.22e707 **xx
Residuals 6 1026 171

Realizado por: Calapucha, 2025



ANEXO G. Curva de calibracion de ensayos de cuantificacion de fenoles (acido galico) y

flavonoides (quercetina).

Curva de calibracién de fencles totales (Absorbancia vs Concentracidn)
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ANEXO H. Box plot del contenido de fenoles totales (TP) de los extractos hidroetandlicos

de U. laciniata a diferentes temperaturas (HE25, HE40, HE60).
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ANEXO I. Resultados de la prueba post-hoc de Tukey del contenido de fenoles totales

de los extractos hidroetandlicos de U. laciniata a diferentes temperaturas y anova del

contenido de fenoles totales.

e Post-hoc de Tukey

Grupo diff Iwr upr p adj
HE40-HE25 4.627451e-03 0.003343676 0.005911225 0.0000803
HE60-HE25 7.843138e-05 -0.001205343 0.001362206 0.9808762
HE60-HE40 -4.549020e-03 -0.005832794 -0.003265245 0.0000885
e ANOVA

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Grupo 2 4.211e-05 2.106e-05 80.19 4.,69g05 Hk*
Residuals 6 1.580e-06 2.630e-07

Realizado por: Calapucha, 2025



ANEXO J. Box plot del contenido de flavonoides totales (TF) de los extractos

hidroetandlicos de U. laciniata a diferentes temperaturas (HE25, HE40, HE60).

Comparacion de valores de Flavonoides totales por temperaturas
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Realizado por: Calapucha, 2025
ANEXO K. Resultados de la prueba post-hoc de Tukey del contenido de flavonoides

totales de los extractos hidroetandlicos de U. laciniata a diferentes temperaturas y

resultados del anova del contenido de flavonoides totales.

e Post-hoc de Tukey

Grupo Diff lwr upr p adj
HE40-HE25 0.0003438364 1.534679¢e-04 0.0005342048 0.0035152
HE60-HE25 0.0005019348 3.115663e-04 0.0006923032 0.0004688
HE60-HE40 0.0001580984 -3.227004e-05 0.0003484668 0.0960076
e Anova

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Grupo 2 3.952e-07 1.976e-07 34.22 0.000524 ***
Residuals 6 3.460e-08 5.770e-09

Realizado por: Calapucha, 2025
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