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Abstract

Senna birostris is a plant that grows in Cusco and for which very limited phytochemical and
pharmacological research has been found. Previous studies of other related species have
confirmed that extracts of its leaves have antibacterial activity. To determine its main secondary
metabolites and quantify the total flavonoids present in its leaves, a 96% hydroalcoholic extract
was prepared. Its antioxidant activity was also evaluated using the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl decolorization assay and its antibacterial activity against typed strains of
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Pseudomona aeruginosa was investigated. The
results showed that the extract of Senna birostris has abundant amounts of quinones, phenolic
glycosides and flavonoids, the latter possibly responsible for the antioxidant effect. Total
flavonoids were quantified at 35.7mgQ/g sample of extract. The hydroalcoholic extract showed
better activity against Staphylococcus aureus and Pseudomona aeruginosa, and lower activity
against Escherichia coli.

Keywords: hydroalcoholic extract, phytochemicals, microbiology, flavonoids.
Resumen

Senna birostris, es una especie vegetal que crece en Cusco y de la cual se han encontrado
investigaciones fitoquimicas y farmacol6gicas muy limitadas. Algunos estudios previos de otras
especies relacionadas han confirmado que los extractos de sus hojas tienen actividad
antibacteriana. Con el objetivo de determinar sus principales metabolitos secundarios y
cuantificar los flavonoides totales presentes en sus hojas, se preparé un extracto hidroalcohélico
al 96%. Asimismo, se evalu6 su actividad antioxidante a través del ensayo de decoloracién de
2,2-difenil-1-picrilhidracilo y su actividad antibacteriana frente a las cepas tipificadas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa. Los resultados permitieron
evidenciar que el extracto de Senna birostris presenta abundante cantidad de quinonas,
glicésidos fendlicos y flavonoides, estos dltimos posibles responsables de la actividad
antioxidante. Los flavonoides totales se cuantificaron en 35.7mgQ/g de extracto. El extracto
hidroalcohédlico presenté mejor actividad frente a Staphylococcus aureus y Pseudomona
aeruginosa, y, menor actividad frente a Escherichia coli.

Palabras clave: extracto hidroalcohdlico, fitoquimicos, microbiologia, flavonoides.
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Introduccién

El género pantropical y subpantropical Senna Mill., es
reconocido por sus propiedades antimicrobianas (Jothy et al.,
2012; Lombardo et al., 2015), ostenta aproximadamente 360
especies, de las cuales mds del 80% se encuentran en América
(Trwin,1982).

Las especies de Senna han sido ampliamente utilizadas por
grupos étnicos americanos, africanos e indios, principalmente
para el tratamiento de la debilidad, el estrenimiento, los
trastornos hepdticos y las infecciones cutdneas (Lombardo et
al., 2015). Los datos cientificos han revelado que las especies
de Senna constituyen una rica fuente de derivados fendlicos
con importantes propiedades farmacoldgicas (Viegas Janior et
al.,2000).

En la medicina tradicional, las especies de Senna spp. tienen
varias indicaciones terapéuticas. Se emplean comiinmente
para curar trastornos culdneos mediante aplicaciones t6picas,
demostrando un posible papel en el tratamiento de micosis,
enfermedades parasitarias y eczemas (Cdceres et al., 1993;
Ogunkunle & Ladejobi, 2006).

En la medicina popular brasilefia, las hojas y semillas de Senna
occidentalts se emplean como agente antiftingico tépico,
especialmente en el tratamiento de heridas y micosis como la
tifia corporal y la erupcién cutdnea Pitiriasts versicolor (Fenner
etal.,20006).

En Pert sobre todo en la regién andina crece Senna birostris, un
arbusto con llamativas flores amarillas y cuyo nombre comtn es
Mutuy. Realizada la investigacion bibliogréfica, se ha podido
establecer que existe limitada informacién sobre la
composicion fitoquimica y farmacolégica de esta especie. Sin
embargo, existe informacién sobre los usos tradicionales de
Senna birostris en paises como Cuba, Camerin, India, Brasil y
otros, como febrifugo, antianémico, antiblenorrédgico,
antimic6tico, antiparasitario, diurético, laxante, como remedio
en patologias de la piel y herpes (Kuklinski, 2000) y en la
regién del Cusco, Pert, las hojas de esta especie son trituradas
y colocadas para curar heridas, la infusién de hojas se usa como
purgante y las semillas en forma de emplastos para
quemaduras (Mantilla & Olazdbal, 2008).

En la presente investigacion, se cuantificaron los principales
metabolitos secundarios, cuantificar los flavonoides totales, y
se determiné la actividad antioxidante y antibacteriana del
extracto hidroalcohdlico al 96% de las hojas de Senna birostris.

Materiales y Métodos
Area de estudio

La recoleccién de la especie Senna birostris, se realizd en el
distrito de Oropesa, ubicado a 25 km de la ciudad de Cusco a
una altitud de 3110 msnm, Latitud de -13.594354 y longitud
de -71.750089 (Figura 1). En el Herbario Vargas (CUZ) de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco
(UNSAAC), se procedié a su identificacion vy, clasificacién
taxonémica.
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Figura 1: Mapa de la zona de recoleccién de las hojas de S. birostris

(Adaptado de Carrefio, 2013)

De acuerdo con Reynel (2009), S. birostris, es un arbusto
(Figura.2) que llega a medir alrededor de 3 m. de altura (A), sus
hojas son compuestas con 8 a 10 pares de foliolos aovados
oblongos a elipticos cuyo envés es pubescente (B). Sus flores
son amarillas zigomorfas con 5 pétalos y 10 estambres (C). Su
fruto es unalegumbre larga, planay recta (D).

Figura 2: A. Arbusto de Senna birostris; B. Hojas compuestas; C.
Flores zigomorfas; D. Frutos en legumbre
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Preparacion de los extractos

Las hojas se secaron sobre papel Kraft, en un lugar aireado,
seco y protegido de la luz solar, por 45 dias, luego se
pulverizaron usando un molino de granos. Posteriormente se
pes6 250 g de la muestra pulverizada y se colocé en un envase
de vidrio limpio color &mbar, se anadié alcohol etilico al 96%,
hasta cubrir por completo la planta pulverizada, dejando el
sistema en maceracion y protegido de la luz durante 15 dias
(Handa et al., 2008). Los extractos obtenidos se filtraron y
concentraron a 40°C (Bano Marfa), obteniéndose extractos
semisélidos que fueron utilizados en los ensayos posteriores.
Determinaciéon y cuantificacién de los metabolitos
secundarios

El andlisis fitoquimico se llevé a cabo mediante reacciones de
identificacién especificas (coloracién y precipitacion), con la
finalidad de determinar los metabolitos secundarios presentes
en la muestra analizada de acuerdo con las recomendaciones
de Lock (1994).

Cuantificacién de flavonoides (flavonas y flavonoles)

Se realizé utilizando el ensayo colorimétrico con cloruro de
aluminio (AICI,) en alcohol absoluto, las lecturas
espectrofotométricas se realizaron a 415 nm (Chang et al.,
2002). Se construyé una curva de calibracién utilizando
quercetina como patrén a concentraciones de 1, 3, 5, 8 y 12
pg/ml. El extracto se usé a una concentracién de 0.1 mg/ml al
cual se anadi6 1 ml de AICIL; al 2% en etanol absoluto. La
concentracién de flavonoides se calculé usando la curva de
calibracién y los resultados fueron expresados como
miligramos equivalentes de quercetina por cada g de extracto
(mgQ/g) obtenidos a través de la ecuacion:

y=0.0508x + 0.2705(R* =0.997)

Actividad antioxidante

Se realizé usando el método de decoloracién de 2,2-diphenyl-
1-picrylhidrazyl (DPPH) (Molyneux, 2004). Se preparé una
curva patrén de Trolox (y=0.0009x + 0.783;R* =0.9921)

a partir de una solucién de 2 mg de Trolox en 10 ml de metanol
al 80%, se realizaron diluciones para obtener concentraciones
de 100, 300, 500 y 800 Lmol. Se pesé 2 mg de extracto de S.
birostris y se disolvié con 2 mlde metanol 80%. A partir de esta
solucién se realizaron las siguientes diluciones: 1000, 500,
250,125, 125y 62.5 mg/ml.

A 0.1 ml de cada solucién de extracto y de Trolox se le adicioné
2.9 ml de la solucién de DPPH (0.8 nm), se agité vigorosamente
y se almacend en la oscuridad por 1 hora. Posteriormente se
leyeron las absorbancias a 517 nm. Para la absorbancia inicial
(control) se coloc 0.1 ml de metanol 80% vy se le afiadi6 2.9 ml
de la solucién de DPPH (0.8 nm). El espectrofotémetro se
calibré usando metanol 80%. El porcentaje de inhibicién se
calcul6 usando la siguiente ecuacidn:

Abs. Inicial - Abs. Final
Donde: Abs. Inicial

% inh. = Porcentaje de inhibicién del radical DPPH

Abs. Inicial =Absorbancia de la concentracion inicial del
DPPH (control)

Abs. Final = Absorbancia de la concentracion final del DPPH

(extracto)

% inh.=

Actividad antibacteriana
Microorganismos ensayados
Los microorganismos empleados fueron cepas tipificadas de

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC9027) y Escherichia coli (ATCC 35218).

Ensayo antibacteriano

La actividad antibacteriana del extracto etandlico al 96% de S.
birostris a las concentraciones de 0.75%, 1.5%, 2.3% y 3%
fueron ensayadas por el método de difusiéon en medio sélido
usando discos de papel aprox. 6 mm (Bauer et al., 1996). Los
indculos bacterianos se prepararon usando cultivos de 24 h de
crecimiento en agar nutritivo. Alrededor de 3 a 5 colonias se
inocularon en caldo nutritivo logrando suspensiones de 2.5 ml
con concentraciones de 1.5x10" microorganismos ml"
correspondiente al tubo 0.5 de McFarland (Saidana et al.,
2008). Se prepararon placas Petri con agar Mueller Hinton
sobre las cuales se realizé la siembra de las colonias
bacterianas, previa ala colocacion de los discos se hizo secarla
placa a temperatura ambiente por un periodo de 3 a 5 minutos
(Lopardo et al., 2016), los discos individuales del extracto a
diferentes concentraciones, asi como los antibiéticos patrones
ciprofloxacino, clindamicina y amikacina, se pusieron sobre la
superficie del agar con la ayuda de una pinza estéril. Se
incubaron las placas a 37°C durante 24 horas. Se realizé las
lecturas de los halos de inhibicién usando un vernier digital.

Resultados

El certificado de determinacién taxonémica emitido por el
responsable del Herbario Vargas (CUZ), establecié que de
acuerdo con la clasificacién del Grupo del Sistema
Filogenético de las Angiospermas (Angiosperm Phylogeny
Group-APG 1V, 2016), la planta en estudio pertenece a la
familia Fabaceae, la especie es Senna birostris (Dombey ex
Vogel) H.S. Irwin & Barneby, y su nombre comtin es “Mutuy”.

Tabla 1. Resultados del an4lisis fitoquimico

Metaholitos secundarios Reactivo Resultado
Flavonoides Shinoda +H
Glicosidos Fendlicos FeCl +H
Quinonas Borntriguer +
Taninos FeCl: 1% +H
Azilieares reductores Fehling +H
Glicdsidos Fehling +
Alcaloides Dragendorft +
Lactonas Baljet t

Sesquiterpénicas

Saponinas Prueba de la espuma

Esteroides Liebermann-Burchard

Leyenda: Abundante (+++); Regular (+1); Poca cantidad (+); negativo ()
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El proceso de extracciéon de las hojas de S. birostris se
desarrollé por maceracién durante 15 dias usando etanol al
96%, se obtuvo un extracto de color verde oscuro que fue
evaporado a 40°C, el porcentaje de extraccién fue de 15.9%.

En la Tabla 1, se observa el resultado del andlisis fitoquimico
cualitativo, en el cual destaca la presencia de flavonoides,
glicésidos fenélicos y quinonas, los cuales serfan los
principales responsables de la actividad antioxidante y
antibacteriana del extracto hidroalcohélico al 96% de S.
birostris.

La cuantificacion de flavonoides totales se realizd usando la
curva de calibracién de quercetina (Figura 3), se determiné
que el contenido de flavonoides en las 3 muestras analizadas
del extracto de S. birostris (Figura 4) tuvo una media de

35.7mgQ/g.

y = 0.0508x + 0.2705
R*=0.997

0.8

0.6

0.4

0.2

o 5 10 15

Figura 3: Curvade calibracién de quercetina

Figura 4. Reaccién de cuantificacién de flavonoides

La actividad antioxidante del extracto de S. birostris, se
determiné usando el método de decoloracién del DPPH (Figura
5), en la Tabla 3, se muestran los resultados de las diferentes
concentraciones del extracto. Se puede apreciar que, a mayor
concentracién de extracto, existe mayor porcentaje de
inhibicién del DPPH. El patrén usado fue Trolox, cuya curva
patrén obtuvo un rR* = 0.992.

Tabla 3. Porcentaje de inhibicién de DPPH de los extractos de S. birostris

Promedio 4
DSR

Concentracion del Porcentaje de inhibicion de DPPH
extracto (mg/ml)
P

1000

Figura 5: Tubos de ensayo con las diferentes concentraciones de
extracto en presencia de DPPH

La Tabla 4, muestra los resultados de la evaluacién de la
actividad antibacteriana del extracto seco hidroalcohdélico de
S. birostris. Los halos de inhibicién mds grandes se obtuvieron
con las concentraciones de 2.3% para Escherichia coli, y
Staphylococcus aureus y 0.75% para Pseudomona aeruginosa
(Figura 6), por lo que podemos afirmar que la cepa bacteriana
mds sensible al extracto de S. birostris fue P aeruginosa.

Tabla 4: Halos de inhibicién (mm) del extracto etanélico al 96% de S.

birostris a diferentes porcentajes

Figura 6. Halos de inhibicién del extracto de S. birostris

Por otro lado, se pudo evidenciar los halos de inhibicién de los
discos de sensibilidad impregnados con los antibiéticos
patrones: ciprofloxacino (E. coli con 31 * 0.8 mm, S. aureus
con 40.7 £ 0.9 mm y P aeruginosa con 30 = 1.6 mm),
clindamicina (E.coli con 30.3 = 1.2 mm, S. aureus con 37 =
2.2 mm y P aeruginosa con 27.7 £ 2.1mm) y Amikacina (E.
coli con 32 = 1.6 mm, S. aureus con 36.3 £ 1.2 mm y P
aeruginosa con 29 £ 0.9 mm). Evidencidndose que todas las
cepas bacterianas usadas en el presente trabajo de
investigacion son sensibles a los antibiéticos ensayados.
Investigaciones previas demostraron que otras especies del
género Senna presentan importantes actividades biolégicas
como se aprecia en la Tabla 5.
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Tabla 5. Actividad biolégica de especies del género Senna

Especies Actividad biolégica Referencia

Senna reticulata Antioxidante Matulevichet al., 2017

Senna angustifolia Laxante Azam et al., 2003

Guerra et al., 2004

Senna alata Antibacteriana

Adedayo et al., 2001

Senna martiana Antioxidante Macedo, 2006

Senna obliqua Antimicrobiana Graham etal., 2004

Senna racemosa Antimicrobiana Sansores, 2000

Senna spectabilis Antioxidante Sangetha et al., 2008

Senna alata Antimicrobiana Somchit et al., 2003

Discusién

Los fitoquimicos detectados en las hojas de Senna spectabilis
fueron taninos, fenoles, saponinas, flavonoides, esteroides,
alcaloides y glucésidos cardiacos (Karau et al., 2013). A su vez,
Matulevich et al., (2017), identificaron la presencia de
flavonoides, quinonas, alcaloides, taninos, glucésidos
cardiot6nicos y terpenos en extractos de Senna reticulata, estos
resultados son congruentes con lo encontrado en S. birostris
especialmente los flavonoides, taninos, alcaloides y quinonas.
Otro andlisis fitoquimico preliminar desarrollado por Cunha et
al., (2020), mostr6 la presencia de flavonoides, taninos,
triterpenos y antraquinonas en el extracto etanélico de las hojas
de Senna rugosa. Por su parte, [saac et al., (2022) en su reciente
investigacién encontraron que en el extracto etanélico de las
hojas de Senna podocarpa, los principales metabolitos
presentes fueron alcaloides, saponinas, taninos, glicésidos
cardiacos, flavonoides, antraquinonas y fendlicos. Como se
puede apreciar, los flavonoides y taninos son los fitoquimicos
presentes en todas las especies de Senna mencionadas.

En cuanto al contenido de flavonoides, Monteiro et al., (2018)
encontraron que los extractos etandélicos de las especies Senna
cana y Senna pendula presentaban 228.9 mgQ/g y 221.1
mgQ/g de muestra respectivamente, en tanto que, en el estudio
realizado por Karau et al., (2013), se obtuvo 14.71 mgQ/g de
polvo seco de las hojas de S. spectabilis, el resultado de nuestra
investigaciéon demostré un contenido de 35.7 mgQ/g de
extracto etanélico de las hojas de S. birostris, siendo esta
cantidad inferior a lo encontrado en S. cana y S. pendula, y
superior al encontrado en S. spectabilis. Podrian ser muchas las
razones por las cuales el contenido de flavonoides varia entre
las diferentes especies de Senna, podemos mencionar el
contenido y tipo de fitoquimicos propios de cada especie, el
tipo de extracto, la zona de crecimiento de las especies, el
clima, entre otros.

Por otro lado, utilizando el método de DPPH para evaluar la
actividad antioxidante, Matulevich et al., (2017) determinaron
un porcentaje de inhibicién superior al 40% para el extracto
etandlico de S. reticulata, asimismo, Macedo (2006), obtuvo un
porcentaje de inhibicién de 37.7% para el extracto
hidroalcohélico de las hojas de S. martiana en el ensayo de
DPPH, resultados muy cercanos al encontrado en esta
investigacion para el extracto etanélico de S. birostris que
demostré un porcentaje de inhibicién de 39.20 = 0.08%. Se
presume que esta actividad antioxidante pueda deberse a los
flavonoides y compuestos fendlicos presentes en el extracto.

La actividad antioxidante del extracto metandélico de las hojas
de Senna spectabilis

fue evaluada por Karau et al., (2013) usando el método de
decoloracién DPPH, reportando un porcentaje de inhibicién
de 88.98% del radical DPPH, porcentaje superior al
encontrado en el presente trabajo de investigacion. Esta
diferencia podria deberse a que ambas especies presentan
perfiles fitoquimicos diferentes y los solventes usados para la
extraccién fueron metanol y etanol al 96% respectivamente.

La actividad antioxidante del género Senna ha sido
correlacionado con el contenido fendlico y de flavonoides,
como catequinas, proantocianidinas, rutina, quercimeritrina,
glucésidos de kaempferol, y otros (Campos et al., 2016; Ahmed
etal.,2016).

En cuanto a la actividad antibacteriana, estudios previos
pudieron determinar que los extractos metanélicos de las hojas
de especies como Senna alata y Senna alexandrina lograron
halos de inhibicién de 3 mm y 9 mm respectivamente frente a
Pseudomonas aeruginosa (Ehiowemwenguan et al., 2014;
Albayrak et al., 2012), estos resultados difieren del halo de
inhibicién de 24 mm hallado en el presente trabajo para el
extracto etandlico al 0.75% de S. birostris, evidencidndose que
esle extracto a menor concentracién presenta mejor inhibicién,
puesto que a una concentracién de 3% mostré un halo de 9.7
mm, este Gltimo halo muy parecido al obtenido por el extracto
deS. alexandrina.

Frente a Staphylococcus aureus, Ogunjobi & Abiala (2013)
determinaron un halo de inhibicién de 20 mm con el extracto
etan6lico de las hojas de S.alata, en tanto que
Ehiowemwenguan et al., (2014), determinaron un halo de 5
mm para el extracto metanélico de S. alata, que al comparar
con el halo de inhibicién de la presente investigacién que fue
de 23.3 mm para el extracto de S. birostris al 2.3%, podemos
evidenciar que se asemeja al resultado de Ogunjobi & Abiala,
destacando que en ambos estudios se usaron extractos
etandlicos.

Para Escherichia coli, Ogunjobi & Abiala (2013) determinaron
un halo de inhibicién de 17.2 mm para el extracto etanélico de
S. alata, en tanto que, Ehiowemwenguan et al., (2014),
obtuvieron un halo de inhibicién de 4 mm para el extracto
metandlico de las hojas de S. alata, mientras que en el presente
estudio se obtuvo un halo de inhibicién de 16.7 mm a la
concentracién de 2.3%, resultado muy cercano al obtenido por
Ogunjobi & Abiala (2013).

Autores como Somchit et al., (2003) determinaron la actividad
antibacteriana in vitro de los extractos etanélicos y acuosos de
hojas y cortezas de S. alata frente a Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. Asimismo, Adedayo et al., (2001)
determinaron la actividad antibacteriana de las fracciones
crudas y parcialmente purificadas de la flor de Senna alata,
contra Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Bactllus
subtilis, Micrococcus luteus y Pseudomonas putida,
demostrando su actividad bactericida y bacteriostdtica.
Muchas especies del género Senna como la S. alata han
demostrado ser dtiles en el tratamiento de enfermedades de la
piel como eczema, prurito, picor, tlceras, sarna vy, sobre todo,
tina. Las sustancias bioactivas que proporcionan bioactividad
al género Senna serian los esteroides, flavonoides,

anlraquinonas y antronas principalmente (Alshehri et al.,
2022)
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Conclusiones

Los resultados del presente trabajo de investigacion
demuestran la actividad antioxidante y antibacteriana del
extracto hidroalcohélico de S. birostris, gracias a la presencia
de metabolitos bioactivos como los flavonoides, quinonas y
antraquinonas, por lo que se le podria considerar como un
potencial antioxidante y antibacteriano natural.

En los dltimos afios, las empresas farmacéuticas se han
centrado en el desarrollo de farmacos a partir de productos
naturales, las plantas siguen siendo alternativas terapéuticas
eficaces y baratas, por ello la demanda de medicamentos
tradicionales a base de plantas aumenta dia a dia, no s6lo en los
paises en desarrollo, sino también en los desarrollados. El
género Senna ha demostrado contar con muchas especies con
potencial uso farmacolégico, por ello es necesario estudiar
especies como Senna birostris, de la cual no se ha encontrado
muchas investigaciones, por lo que consideramos que el
presente trabajo de investigacién es pertinente y de gran valor
actual.
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