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RESUMEN

Introduccion: El uso de plantas medicinales asume un alto valor en el mundo
debido a las propiedades que se le atribuyen, entre las que destacan
propiedades antioxidantes dirigidas a la prevencion y control de enfermedades
debido a la creciente insatisfaccion de la poblacion hacia la medicina tradicional,
por falta de éxito en tratamientos y efectos secundarios. Una alternativa
eficiente y de bajo costo es el uso de plantas en el desarrollo de nuevos
agentes para prevencion, control y tratamiento de enfermedades. Objetivo:
Caracterizar los compuestos con actividad antioxidante y antimicrobiana de los
extractos de Jatropha dioica originaria de Durango. Material y Métodos:
Estudio experimental en el que se obtuvieron extractos de los solventes:
hexano, metanol, etanol, acetato de etilo y agua, separados en parte aérea y
parte subterrdnea, se realiz6 tamizaje fitoquimico para identificar diferentes
metabolitos. Se determind la capacidad antioxidante por el método de ABTS y
se realizé la curva de referencia con acido ascorbico para comparacion. Para
evaluar la actividad antimicrobiana contra S. aureus (ATCC 6538), E. coli
(ATCC 25922) se utilizd el método en micropozos. Se identificaron los
compuestos de los extractos con mayor actividad antimicrobiana y antioxidante
mediante Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucion (UHPLC).
Resultados: Los extractos presentaron alcaloides, terpenos, fenoles,
carbohidratos y flavonoides. Los extractos metandlico y etandlico de parte
subterranea presentaron mayor porcentaje de capacidad antioxidante con 90.57
y 89.99 respectivamente, seguido del acuoso de parte aérea con 88.25. Los
extractos hexanicos no tuvieron capacidad. El extracto acuoso parte aérea y los
extractos metanolicos y etandlicos tuvieron mayor actividad antimicrobiana
contra S. aureus, sin embargo, ninguno de los extractos probados mostré
actividad contra E. coli. Los compuestos detectados por medio de UHPLC
fueron: &cido shikimico, catequinas y epicatequinas. Conclusién: Los
resultados de este estudio sugieren que Jatropha dioica originaria de Durango
es fuente de diversos metabolitos secundarios que poseen actividades tanto
antimicrobianas como antioxidantes.

Palabras clave: Extracto, antioxidante, antimicrobiana, metabolitos, Jatropha.



ABSTRACT

Introduction: The use of medicinal plants assumes high value in the world due
to the properties attributed to it, including antioxidant properties aimed at
disease prevention and control due to the growing dissatisfaction of the
population towards traditional medicine. , for lack of success in treatments and
side effects. An efficient and low-cost alternative is the use of plants in the
development of new agents for disease prevention, control and treatment.
Objective: To characterize the compounds with antioxidant and antimicrobial
activity of Jatropha dioica extracts from Durango. Material and Methods:
Experimental study in which solvent extracts were obtained: hexane, methanol,
ethanol, ethyl acetate and water, separated in aerial and underground part,
phytochemical screening was performed to identify different metabolites. The
antioxidant capacity was determined by the ABTS method and the reference
curve was performed with ascorbic acid for comparison. To evaluate the
antimicrobial activity against S. aureus (ATCC 6538), E. coli (ATCC 25922)
verify the method in micro wells. The compounds of the extracts with the highest
antimicrobial and antioxidant activity can be identified by Ultra High Resolution
Liguid Chromatography (UHPLC). Results: Extracts exposed alkaloids,
terpenes, phenols, carbohydrates and flavonoids. The methanolic and ethanolic
extracts of underground part located higher percentage of antioxidant capacity
with 90.57 and 89.99 respectively, followed by the aqueous of aerial part with
88.25. The hexane extracts had no capacity. The agueous aerial part extract
and the methanolic and ethanolic extracts had greater antimicrobial activity
against S. aureus, however, none of the extracts tested had activity against E.
coli. The compounds detected by means of UHPLC were: shikimic acid,
catechins and epicatechin. Conclusion: The results of this study identified that
Jatropha dioica from Durango is a source of various secondary metabolites that
have both antimicrobial and antioxidant activities.

Keywords: Extract, antioxidant, antimicrobial, metabolites, Jatropha.
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[.-INTRODUCCION

En la actualidad, existe un interés especial por la medicina herbolaria, retomado
el estudio de las propiedades de los extractos naturales y la busqueda de
opciones terapéuticas alternativas debido a la creciente insatisfaccion de la
poblacién hacia la medicina convencional, por su falta de éxito en la cura de
algunas enfermedades, los efectos colaterales que provocan ciertos
medicamentos, ademas de aspectos economicos y la tendencia de adoptar
modos de vida mas “naturales”. Una de las ventajas principales de los
productos naturales es la facil asimilacion por el hombre. La Organizacion
Mundial de la Salud insiste en que el uso de plantas medicinales puede ser de
gran aplicacion en la atencién primaria de los sistemas de salud, con bases
cientificas que sustenten la seguridad, efectividad y calidad requeridas para la

administracion en humanos. (1,2)

Las enfermedades infecciosas representan un problema importante de salud y
son una de las principales causas de movilidad y mortalidad en el mundo (3).
Sin embargo, existen factores como la marginacién, falta de cobertura de
servicios de salud, asi como el aumento a la resistencia microbiana ante los
agentes antibiéticos de las ultimas décadas, que en suma se traduce en un
control insuficiente de las enfermedades que siguen causando muertes a un
ritmo cada vez mas alarmante, que ha generado una intensa investigacion para

obtener nuevos antibiéticos a partir de plantas medicinales (4-6).

Otro problema de suma importancia son las enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo. La produccion excesiva de radicales libres y los mecanismos
desequilibrados de proteccion antioxidante dan lugar a la aparicion de
numerosas enfermedades y aceleran el envejecimiento. Los antioxidantes
naturales surgen como alternativa superior a los sintéticos donde el reino
vegetal ofrece una amplia gama de antioxidantes naturales relacionadas con la

presencia de compuestos fendlicos (6).



En México existen cerca de 5000 especies de plantas con uso medicinal lo que
representa una fuente potencial de compuestos medicinales poco explorada (7).
Por esta razon se llevo a cabo la evaluacion fitoquimica de Jatropha dioica o
“Sangregado” por su hombre comun, para conocer sus propiedades y saber si
cuenta con actividades antimicrobianas y antioxidantes, apoyando con bases
cientificas su uso etnobotanico y su potencialidad para obtener nuevos

medicamentos a partir de los extractos y compuestos encontrados.



[I.-ANTECEDENTES

2.1.-Medicina Tradicional.

De acuerdo a la definicion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), La
medicina tradicional es la suma de conocimientos, técnicas y practicas
fundamentadas en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes
culturas, y que se utilizan para mantener la salud, tanto fisica como mental que

han pasado de manera informal de generacion en generacion.

Conviene mencionar que la medicina tradicional, también se conoce como:
complementaria, alternativa, popular, blanda, marginal, no oficial, no ortodoxa y

no convencional (8).

Sus conocimientos se fundamentan en ideas culturalmente definidas y no en
conocimientos cientificos. Dentro de la medicina tradicional se engloba un
extenso conocimiento herbolario, acupuntura, factores de tipo magico, religioso
e incluso recursos de tipo mineral o animal. Histéricamente, la medicina
tradicional se ha utlizado para mantener la salud, y prevenir y tratar

enfermedades, en particular enfermedades crénicas.

La medicina tradicional se practica en casi todos los paises del mundo, y la
demanda va en aumento. La medicina tradicional de calidad, seguridad y
eficacia comprobadas contribuye a asegurar el acceso de todas las personas a
la atencion de salud. Muchos paises reconocen actualmente la necesidad de
elaborar un enfoque coherente e integral de la atencién de salud, que facilite a
los gobiernos, los profesionales sanitarios y, muy especialmente, a los usuarios
de los servicios de salud, el acceso a la medicina tradicional de manera segura,
respetuosa, asequible y efectiva. Una estrategia mundial destinada a promover
la integracion, reglamentacion y supervision apropiadas de la medicina

tradicional sera de utilidad para los paises que desean desarrollar politicas



dindmicas relativas a esta parte importante, y con frecuencia vigorosa y

expansiva, de la atencion de salud.

Es un hecho que, en las Ultimas décadas, la medicina tradicional se ha
difundido ampliamente a nivel global, incluidos los paises desarrollados. La
explicacion de ello no es una sola, se imbrican varias, principalmente aspectos
econdémicos y, en algunos casos, la ineficacia e ineficiencia de la otra

alternativa, la de la llamada medicina “convencional’.

Por lo anterior, surge la necesidad de lograr un control sobre el uso de la
medicina tradicional de manera global, dando origen a la Estrategia de la
Organizacion Mundial de la Salud sobre medicina tradicional 2014-2023 que
ayuda a las autoridades sanitarias a encontrar soluciones que propicien una
vision mas amplia respecto del mejoramiento de la salud y la autonomia de los
pacientes que puedan aprovechar la posible contribucion de la medicina
tradicional a la salud, el bienestar y la atencién de salud centrada en las
personas, y a su vez, promover la utilizacién segura y eficaz de la medicina

tradicional mediante la reglamentacion de productos, practicas y profesionales.

Las ventajas de asegurar un acceso de todas las personas a la medicina
tradicional es que para millones de personas los tratamientos tradicionales
representan la principal fuente de atencion sanitaria, y a veces la Unica, ademas

es culturalmente aceptada y en ella confian.

Mas de 100 millones de europeos utilizan actualmente la medicina tradicional;
una quinta parte de ellos recurre de manera regular, y una proporcion similar
prefiere atencidén sanitaria que incluya tratamientos tradicionales. EI nimero de
usuarios es mucho mayor en Africa, Asia, Australia y América del Norte que,
independientemente de los motivos por los que se recurre a la medicina
tradicional, es indudable que el interés por ellas ha aumentado, y seguramente

seguird aumentando en todo el mundo (8).



2.1.1-Medicina tradicional en México.

El estudio y reconocimiento de la medicina tradicional ha tomado mayor fuerza
en Ameérica Latina y en especial en México ya que es un fendmeno vigente de
la cultura nacional que podria definirse mas bien como un legado de recursos y
practicas curativas. Puede ser considerado un mosaico de piezas procedentes
de culturas diferentes que han determinado histéricamente el desarrollo de la
cultura nacional. La cultura del México actual se produjo entre las culturas
prehispanica y espafiola fusionadas desde fines del siglo XVI que a lo largo del
tiempo ha generado una medicina popular donde pueden encontrarse recursos,

practicas o nosologias provenientes de fusiones culturales.

En la practica, cuando los mexicanos se encuentran enfermos, recurren a
muchas y variadas instancias de su medicina tradicional antes de acudir a
servicios asistenciales de salud. La combinacion de alternativas es una realidad
practica que explica el porqué de la sobrevivencia en México, a pesar de la
deficiente cobertura de los programas de atencién primaria de salud y de las
instituciones meédicas, tema que puede ser utilizado para investigaciones
posteriores sobre la importancia de combinar la medicina tradicional con la

convencional.

El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), consciente de la trascendencia
gue tiene una adecuada interaccidén con la medicina tradicional mexicana en el
disefio de acciones de salud mas acordes con la realidad social y cultural del
pais, sobre todo en las zonas rurales, cre6 la Unidad de Investigacion
Biomédica en Medicina Tradicional y Herbolaria (UMTH) con el objetivo
fundamental de buscar, disefiar y poner en practica programas de investigacion
y desarrollo, que permitan a mediano plazo establecer una colaboracién entre la
medicina tradicional e institucional, y desarrollar un proceso de estudio continuo
mediante el cual pueda rescatarse el bagaje médico cultural que durante siglos

ha sido preservado por la medicina tradicional.

Los estudios de campo que se han realizado se complementan con estudios de

laboratorio sobre plantas medicinales colectadas en ciertas zonas con el



propésito de conocer sus propiedades curativas junto con la creacién de una
base de datos que incluye informacién boténica, quimica y farmacoldgica de las

plantas (9).

Los patrones de utilizacion de la medicina tradicional dependen de diversos
factores tales como la cultura, la importancia histérica y los reglamentos. Las
causas mas comunes por las que las personas la utilizan son: Debido a que la
disponibilidad a servicios de salud es muy limitada a diferencia de la medicina
tradicional que puede considerarse de las principales practicas de atencion de
salud, por una creciente insatisfaccion con los servicios de atencion de salud
existentes, por influencias culturales e histéricas ya que en zonas rurales o
indigenas es mas comun el uso de plantas para curar ciertas enfermedades, y
el uso de medicina tradicional como terapia complementaria donde se combina
el uso de ciertos medicamentos con alguna terapia herbolaria o acupunturista
(10).

2.2.-Plantas medicinales.

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud, el 80% de la poblacion
mundial recurre a la medicina tradicional para atender sus necesidades
primarias de asistencia médica (2) y gran parte de los tratamientos tradicionales
implica el uso de extractos de plantas o sus principios activos, por lo que su
estudio es un obijetivo prioritario tanto para la Organizacion Mundial de la Salud

cOmo para numerosas instituciones internacionales (11).

De acuerdo con la OMS una planta medicinal es definida como cualquier
especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para
propasitos terapéuticos 0 cuyos principios activos pueden servir de precursores

para la sintesis de nuevos farmacos (2,12).

Los recursos vegetales son utilizados en la actualidad por amplios y diversos
sectores de la sociedad. Este consumo puede atribuirse a diversos factores.
Todos los pueblos poseen un sistema médico compuesto basicamente por una

cosmologia que da fundamento a la causa, diagnéstico y tratamiento de la



enfermedad, asi como un contexto cultural dentro del cual se desarrollan las
actividades médico-terapéuticas junto con un repertorio de sustancias
farmacéuticas. En algunos casos, como lo es el de areas rurales, donde tienen
amplia vigencia los sistemas médicos tradicionales, y otras zonas alejadas o
excluidas del sistema oficial de salud se apela a las plantas como la principal
fuente de elementos terapéuticos.

Las plantas, gracias a su maravilloso y complejo metabolismo, constituyen un
verdadero arsenal quimico, del cual sb6lo se conoce con éxito un tercio,
considerando la variedad de especies existentes a nivel mundial y aquellas
inexploradas hasta hoy, sin considerar aquellas especies ya extintas. Paracelso,
el padre de la Farmacologia Quimica, médico y quimico suizo en pleno
Renacimiento, fue el primero en sefialar que las propiedades medicinales de las

plantas radican en sus principios activos aislables por técnicas alquimicas (13).

En las uUltimas tres décadas ha renacido el interés por el estudio y uso de las
plantas como recurso terapéutico, asi como también una marcada tendencia
popular, oficial y comercial en el consumo de productos bioldgicos naturales
sobre la base de la creencia popular referida a la inocuidad de las plantas y su

superioridad sobre las drogas sintéticas.

Estas tendencias han motivado la elaboracién y comercializacion a gran escala
de una gran cantidad de productos vegetales de consumo masivo que
contribuyen a que la circulacién y uso de hierbas medicinales se realicen sin un
conocimiento profundo y desprovisto de estricto control oficial, razén por la cual
puede implicar peligros para la salud de la sociedad. Tal situacion no ha sido
comunmente motivo de reflexion por parte de los consumidores de productos
elaborados, pero actualmente es frecuente observar la preocupacion de la
poblacion por informarse acerca de distintos elementos de origen vegetal

empleados con diversos fines, con un énfasis especial en los terapéuticos (14).

Las plantas curativas son el recurso terapéutico por excelencia de la medicina

tradicional mexicana, que en gran parte es aun rescatable y puede constituir un



importante elemento para implementar nuevos planes de salud, que combinen

el conocimiento popular con el cientifico (15).

México tiene una gran herencia cultural en el uso de plantas medicinales para
tratar diferentes padecimientos, la cual se inicio varios siglos antes de la
conquista. Se han identificado hasta 5,000 especies que tienen aplicaciones
curativas, las cuales son comunmente utilizadas por mas de 60 grupos étnicos
(16). Muchos de los usos estan restringidos por las autoridades de salud, sin

embargo, aun forman parte de la tradicion y cultura popular (17).

En el ambito nacional la comercializacion de plantas medicinales y aromaticas
endémicas por tradicion funciona en mercados locales y pueden ser de gran
importancia economica en el ambito internacional por la amplia gama de
principios activos. Se estima que en el “mercado de Sonora” de la Ciudad de
México, se venden diariamente 10 toneladas de plantas curativas y 116
toneladas a nivel nacional, a consecuencia de la alta demanda de plantas
medicinales, su recoleccion se ha convertido en una actividad de alta
rentabilidad (18).

En lo que se refiere a la recoleccion de plantas medicinales se ha documentado
que mas del 85% de las especies que se comercializan en los mercados locales
y tiendas naturistas provienen de la recoleccién silvestre, los que no cuentan
con programas de manejo y carecen de control por parte de dependencias
gubernamentales como la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT) y la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS). Esta situacidon en algunos casos ha generado
reacciones adversas cuando son administradas por personas sin capacitacion
en medicina tradicional, aunado a que los nombres de las plantas varian
considerablemente en cada region, lo que causa confusion al identificar
especies (18). Por lo que es necesario elaborar estudios sistematicos para un
mejor aprovechamiento de las especies nativas que se encuentran en los
centros bioculturales (19). Otra de las caracteristicas del mercado nacional de

las plantas medicinales es que el 75 % de ellas provienen de comunidades



indigenas y rurales de la region centro-sur de la Republica Mexicana (16). Estas
condiciones hacen que el cultivo de especies con utilidad aromética y medicinal
sea cada vez mas necesario (20). Los principales motivos de produccion son

los que se describen a continuacion:

1. Contribuir a evitar la sobreexplotacion de los recursos silvestres y el peligro

de extincion de algunas especies.

2. Disponibilidad de la materia prima vegetal homogénea y libre de

contaminantes.
3. Mejorar la calidad y cantidad de los principios activos.

4. Estandarizaciéon de la materia prima para los laboratorios fabricantes de

medicamentos (21).

Como se menciona anteriormente, las plantas son fundamentales en el
desarrollo de la medicina moderna. Su accién preventiva o curativa se debe a
sustancias quimicas que provocan un efecto fisiolégico en el organismo. Estas
sustancias se conocen como principios activos y, generalmente, son producto
del metabolismo secundario de la planta. Los principios activos tienen
propiedades medicinales o preventivas, o funcionan incrementando el bienestar.
Algunos actian como antibiéticos o antisépticos, otros son sedantes o
analgésicos, u operan como estimulantes sobre el sistema nervioso, o tienen

actividad neuromuscular o muscular, entre otros efectos (22).
2.3.-Fitoterapia y metabolitos secundarios.

La fitoterapia es un neologismo empleado por Henri Leclerc, médico francés
(1870-1955), en los comienzos de siglo, desde entonces la palabra fitoterapia
es utilizada para designar la utilizacion de las plantas medicinales con fines
terapéuticos, que serviria mas tarde para diferenciarla de la forma de curar
actual; la medicina sintética o convencional. En 1980 ya contaba con una
definicion mas acabada: “terapia complementaria que utiliza plantas o partes de
ellas donde el empirismo de la medicina tradicional se transforma en

fundamento cientifico”, en otras palabras, a la medicina tradicional o autdctona



se la pone a prueba en laboratorios siguiendo el método cientifico para validar o
descartar el uso popular. De esta forma organizaciones e instituciones
mundiales se han ocupado de este aspecto y divulgan sus resultados para
asegurar el correcto uso, eficacia y seguridad de los recursos medicinales
vegetales. Aungue es reconocida por la OMS, el problema de como armonizar
la fitoterapia con la llamada medicina convencional no ha sido resuelto del todo.
La OMS reconoce la importancia de las plantas medicinales en el tratamiento y
prevencion de multiples enfermedades, como también la relevancia a nivel
econdmico al ser una fuente de descubrimiento de nuevas drogas que en

algunos casos tiene un costo muy inferior a la sintesis de nuevos farmacos (13).

A diferencia de la medicina sintética o convencional, la fitoterapia utiliza
matrices vegetales complejas. Estas matrices las constituyen plantas enteras,
partes de ellas (hojas, raices, etc), y también productos de éstas, resultados de
tratamientos directos con algun disolvente o medio que concentre los
compuestos afines y facilite su administracién, son los llamados extractos. En
cualquier caso, en esta matriz compleja nos encontramos con un sin nimero de
compuestos de diferente naturaleza quimica, a esta mezcla se la llama

fitocomplejo.

El fitocomplejo es la mezcla de sustancias activas y otras acompafnantes que
actlan en conjunto para lograr un mismo fin terapéutico, que no seria el mismo
si se administraran por separado, 0 sea como monosustancias. Estas
sustancias activas son llamadas técnicamente metabolitos secundarios y se
refieren a las sustancias que son el producto secundario de la fotosintesis y que
intervienen en procesos vegetales como la defensa frente a patdégenos, y
proteccion a los rayos UV, entre otros. La mezcla de metabolitos secundarios es
Unica para cada especie, puesto que su biosintesis se rige principalmente por la
genética vegetal, pero también influyen la fisiologia, el estrés, la procedencia
geografica y condiciones de recoleccion del vegetal, entre otros factores.

Los metabolitos secundarios corresponden a compuestos que dependiendo de

la orden genética pueden ser biosintetizados siguiendo diversas rutas
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metabdlicas, asi podemos encontrar compuestos de la familia fendlica como los
flavonoides; terpénica como las saponinas y aceites esenciales; alcaloidea
(alcaloides varios como la cafeina); esteroidea como los cardiotonicos y

fitohormonas, y polimeros heterogéneos como las gomas y mucilagos (14).
2.4.-Fenologia de las plantas.

La fenologia estudia los cambios peridédicos de la vida vegetal, como la
brotacion, floracion, la maduracion de frutos, la caida de hojas, entre otras, que
estan relacionados con el clima de la localidad en la que ocurren. Este estudio
de la fenologia permite analizar y comprender las respuestas de los seres vivos
a las condiciones ambientales a lo largo de su ciclo de vida, conociendo las
fechas de inicio y fin de las fases de crecimiento y desarrollo junto con el
registro cronolégico de las mismas y la determinacién de su posible correlacion
con los factores ecologicos. De tal manera, que conociendo estas etapas se
podra implementar el uso 6ptimo de insumos y el aprovechamiento de los

factores genéticos y ambientales.

La recoleccion de las plantas depende en consecuencia de su fenologia, para
conservar su accién de acuerdo con la época u hora de recolecciéon. Estudios
cientificos relativos a la fisiologia vegetal nos revelan que la composicion de
una planta cambia a lo largo del dia, dependiendo que, si hubo dias soleados o
nublados, de la estacion del afo, etcétera; es decir, que la produccion
cualitativa y cuantitativa de los metabolitos (primarios y secundarios) de una

planta va a estar en relacion con su fenologia.

El producto variara segun sean, los factores ambientales o limitantes
ecolégicos: el suelo, clima, latitud, longitud, la altitud sobre el nivel del mar, la
precipitacion y la exposicion a la que esta creciendo. Por ejemplo, una planta
utilizada como fuente de importantes alcaloides utilizados como antitumorales
(Catharanthus roseus) hay una gran variacion en la actividad biologica de sus
hojas procedentes de la India comparadas con las recolectadas en Canada, no
pudiendo precisar con claridad si la diferencia pudo haber sido debido a las

condiciones climaticas o a las del suelo. En ocasiones, los periodos de
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descanso de las plantas van de acuerdo con la estacibn con menos lluvias,

mientras que en otras la latencia es favorecida por las heladas.

La época de recoleccion puede variar de acuerdo a factores fisiologicos y ser,
por ejemplo, antes, durante o después de la floracién, proceso que depende,
entre otras razones, de la accion de factores ambientales como la luz y de la
accion de complejos de sustancias que se relacionan con dicha etapa del
desarrollo, entre ellas, las de las hormonas, lo que ocasiona que la composicion
quimica en general de la planta varie. Por ejemplo, se han observado mayores
rendimientos del aceite esencial de la manzanilla (Matricaria chamomilla)
cuando el 50% de las flores tubulares se encuentran abiertas, comprobandose
que, durante el curso del desarrollo y maduracién de las flores, la composicion

tanto cualitativa como cuantitativa del aceite presenta variaciones.

La floracion y diversos procesos vegetales son controlados por la longitud del
dia o fotoperiodo. A algunas plantas se les denomina de dia largo como la
lechuga, papa y manzanilla que inician y producen botones florales s6lo cuando
la longitud del dia es mayor que un periodo critico que oscila entre 12 y 14
horas, que generalmente florecen en el verano. Otras plantas se denominan de
dia corto, por ejemplo, la flor de nochebuena, los crisantemos y las violetas que
comunmente florecen en primavera o en el otofio, aunque los horticultores
controlan de forma artificial la luz que reciben las plantas, para lograr la
floracién en cualquier época del afio. También se encuentran especies de dia
intermedio, las que solo florecen cuando la longitud del dia se encuentra en
cierto margen, permaneciendo sin flores tanto si el dia es muy corto o largo. Por
el contrario, las plantas como el algoddn, el tomate y el diente de le6n, pueden
producir flores durante una amplia variedad de longitudes diarias del

fotoperiodo.

Por otra parte, algunas especies originarias de climas frios requieren para el
crecimiento de hojas, flores y frutos, de la presencia de un determinado niumero
de horas frio. Por ejemplo, los duraznos necesitan 400 horas o mas de una

temperatura de 7°C o inferior, la zarzamora necesita 800 horas y los manzanos
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aun mas. La temperatura baja es requerida para estimular la formacion de

yemas florales.

Respecto a la hora de colecta se han realizado estudios con manzanilla que
refieren variaciones considerables en el contenido de su aceite como resultado
de la variacion climatica ocurrida durante el tiempo de la investigacion, asi como
cambios diurnos, de acuerdo con el clima, en tiempo claro y caluroso, los
maximos rendimientos del aceite ocurrieron a las 8:00 am y a las 14:00 y 17:00
horas, mientras que los minimos se encontraron a las 11:00 horas y durante la
noche. En cambio, durante la época lluviosa, el ciclo fue ininterrumpido. La
temperatura optima para la formacion y acumulacién del aceite se encontro
entre los 20 y 25°C, temperaturas mas altas produjeron pérdidas por
evaporacion. Es creciente la evidencia que la composicion de cierto nimero de

metabolitos vegetales secundarios varia apreciablemente del dia a la noche.

Para conocer con algun margen de precision la hora del dia y la época
estacional y fenoldgica, de recoleccion de una especie, se debe saber primero
el tipo de habito de desarrollo de la planta, es decir, si es anual, bianual o
perenne, para averiguar la época en la que posee sSu mayor riqueza en

principios activos.
Recomendaciones generales:

« Para encontrar en las plantas una mayor concentraciéon de esencias y
alcaloides, su recoleccion debe hacerse después de dias lluviosos o

nublados y frios.

+ La riqueza en glucésidos aumentara en los dias despejados y con altas

temperaturas.

* Si los 6rganos o partes empleadas son las hojas, deben recolectarse

antes de la floracién o cuando comiencen a abrirse estas ultimas.

* En caso de utilizar la flor, esta variara segun la época.
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* Las cortezas, por comodidad, se recolectan por lo general tras un periodo

hiumedo.

Las plantas en general elaboran sustancias no solo en respuesta a las
condiciones meteoroldgicas o fisicas, también el estrés por carencia o exceso
de agua, el ataque de una plaga o la falta de abundancia de un elemento en el
suelo también influye en su metabolismo y, por tanto, en la produccion o no de

sus metabolitos secundarios (23).
2.5.-Género Jatropha.

Jatropha es un género de la familia Euphorbiaceae que cuenta con 175
especies, 45 de ellas se encuentran en México, donde el 77% son endémicas
(24). Son nativas de América Central y Caribe, aunque también se distribuyen
por América del Norte, Asia y Africa, en zonas tropicales y subtropicales.
Generalmente son arbustos o arboles caracterizados por un exudado
transparente o coloreado que emana cuando la planta sufre algin dafio, sus
hojas son alternas y su fruto capsular contiene de una a tres semillas ovoides o
subglobosas. Se les conoce comunmente como “pifioncillo”, “pifidn o pistache
mexicano” por la forma de sus semillas, o “sangre de grado” aludiendo al

abundante exudado que generalmente pinta de color rojo oscuro.

Entre las especies del género destaca Jatropha curcas, pues de su semilla,
molida y prensada, se obtiene un aceite no comestible, que transesterificado
(reaccion del aceite con diversos alcoholes —alcoholisis— como metanol o
etanol mediante la transesterificacion) da lugar a un aceite de diferente color, el
aceite de tempate, con caracteristicas de combustion semejantes al diésel
obtenido de combustibles fésiles. Gracias a ello, el aceite tiene gran importancia
como un combustible alternativo (biodiesel), y existen en América Central
proyectos de investigacion dedicados a su explotacion (25), y en el caso de
ciertas poblaciones, también se emplean en algunos lugares de México para
consumo humano, solas tostadas en comal o combinadas con otros
ingredientes para la preparacion de diferentes platillos (24). En general, sus

propiedades medicinales se resumen en el uso de su latex, el cual resulta muy
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efectivo para combatir calambres y otras afecciones musculares. En estos
casos el procedimiento tradicional, en América Central, consiste en disolver
siete gotas del latex en una taza de agua, y la solucion se bebe para reducir las
contracciones, gracias a su accion cicatrizante. Las semillas, crudas o molidas,
junto con una cucharada de latex, tienen efectos purgativos y sirve para
combatir el estrefiimiento. Para combatir odontalgias (empapando un algodon
con el latex y aplicandolo sobre las caries), Ulceras estomacales (tomando dicha
resina durante quince dias por las mafianas), conjuntivitis (aplicando una gota
de la resina de la corteza en el ojo afectado), heridas (aplicacién del latex
directamente sobre la herida), como antiséptico y cicatrizante vaginal (frotando
la resina entre las manos hasta obtener una sustancia espumosa que se unta
en la zona afectada), etc. De entre las muchas virtudes medicinales, quiza la
mas significativa sea la anticancerigena, ya que el consumo directo de latex,
tres veces al dia, parece resultar efectivo en el tratamiento de algunos periodos
iniciales del cancer. Tales propiedades parecen deberse a ciertos compuestos

presentes en la corteza como el citrasterol y algunos triterpenos.

Las hojas son especialmente ricas en heterésidos cianogénicos y en
flavonoides. De hecho, en Nigeria utilizan el extracto de las hojas y raices de
esta planta en la etnomedicina local, como remedio para el cancer, y como
abortivo, antiséptico, diurético, purgativo y hemostatico. En el sur de Africa se
documenta que este arbol sirve para ‘controlar la reproduccion’, por sus
capacidades abortivas. Estudios experimentales han demostrado actividad
anticonceptiva del latex en esperma de ratas; siendo un jatrofano (diterpeno) el
principio citotéxico implicado al interrumpir la division mitética de los fetos. Sin
embargo, el consumo en abundancia de sus semillas puede producir diarreas,
espasmos musculares y dilatacion de pupilas. En ratas, se ha demostrado cierta
capacidad antiinflamatoria del latex de la planta, propiedad que concuerda con
las actividades anticoagulante y cicatrizante demostradas. Resulta interesante
indicar algunos estudios sobre esta especie (26, 27), que parecen sefialar que
los extractos acuoso y alcohdlico de sus hojas muestran actividad frente al virus

del sida (HIV-1), con sefialadas propiedades citoprotectivas. El Unico problema
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es que dichos extractos resultan a su vez tdxicos frente a lineas celulares
humanas. Diversos compuestos fendlicos, del tipo de las cumarinas, parecen

estar implicados en la actividad antivirica.

La principal toxina presente en Jatropha curcas, asi como en otras especies del
género, es un éster del forbol, enormemente toxico para animales y seres
humanos (28). Por su parte, los factores antinutricionales corresponden a un

inhibidor de la tripsina, lectinas y fitato (29, 30).

Otra de las especies mas estudiadas es Jatropha gossypiifolia ampliamente
distribuida por Centroamérica y América del Sur. Una de las principales
aplicaciones medicinales es su uso frente a empachos o indigestiones: se
toman tres cogollos verdes, se hierven en un cuarto de un vaso de agua y se
toma la decoccién. En casos de diarrea se toma una cuarta de agua de una
botella de 500 ml, se majan tres raices medianas, y se suministra al enfermo 2-
3 dedos o cucharadas con cada comida. En Nicaragua se ha documentado el
uso del latex para sanar y curar quemaduras (31). Este mismo latex se usa en
el tratamiento de Ulceras epiteliales, mientras que la decoccién de las hojas se
utiliza como purgativa (32). La decoccion de hojas del quelite también puede
utilizarse, externamente, en forma de bafios, para tratar Glceras, esguinces y
erupciones cutaneas; en general ante cualquier afeccién que impliqgue procesos

dolorosos.

Diversos estudios fitoquimicos, de las partes aéreas (hojas y corteza), muestran
que en él se encuentran cumarinas de tipo lignoide, como la propacina o la
cleomiscosina A con gran valor taxondmico; diterpenos como jatrofona y
analogos, y jatrofolonas A y B (33-35). En el extracto alcohdlico de las hojas
abundan flavonoides C-glicosidos tales como vitexina, apinenina e isovitexina
(36); mientras que en extractos no polares son los lignanos como el jatroideno,
jatrofano, gadaina y venkatasina (33, 37, 38). Este compendio de metabolitos
secundarios del quelite, sobre todo los presentes en sus hojas, parece ser el
responsable de sus propiedades anticoagulantes (37), purgativas y febrifugas,

asi como su amplio espectro de accion antibidtica frente a ciertos
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microorganismos relacionados con desordenes estomacales como Micrococcus
luteus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa o

Aspergillus niger (40).

Jatropha neopauciflora es otra de las especies mas estudiadas debido a su uso
en el tratamiento de llagas e infecciones de la cavidad oral, suelta dientes, pie
de atleta y heridas (41, 42). El latex ha mostrado actividad antibacteriana,
especialmente contra bacterias Gram-positivas (43). Se analizé el extracto de

contra cinco hongos dermatofitos y mostré importante actividad antifangica (44).

Jatropha gossypiifolia mostré actividad antibacteriana (45), y el extracto de
metanol de las hojas de Jatropha gaumeri Greenm mostraron actividad

antioxidante significativa (46).

Finalmente, cabe sefialar que las especies del género Jatropha son bien
conocidas por su alta toxicidad, ya que su mayoria cuenta, en su latex, con un
coctel de toxinas muy elevado. A pesar de ello, algunas especies, albergan un
potencial medicinal muy particular que merece una atencion pormenorizada
(25).

2.5.1.-Jatropha dioica.

Jatropha dioica es una planta originaria de México, también comunmente
conocida como sangre de drago, sangre de grado o sangregado. Es un arbusto
de 50 cm a 1.50 m de altura y debe su nombre comin a que tiene un jugo
incoloro que cambia a oscuro al contacto con el aire. Sus ramas son de color
rojizo-moreno con las hojas mas largas que anchas. Permanece sin hojas la
mayor parte del aflo. En época de lluvias aparecen las hojas, agrupadas en
fasciculo, espatuladas a obovadas con borde entero o lobulado. Presenta flores
pequefias (aproximadamente 5 mm), blanquecinas, y tiene frutos asimétricos de

aproximadamente 1.5 cm de largo y tienen una semilla en su interior (47).
Categoria taxondmica:

Reino: Plantae; Divisibn: Magnoliophyta; Clase: Magnoliopsida; Orden:

Malpighiales; Familia: Euphorbiaceae; Género: Jatropha (48).
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Se localiza en las zonas aridas y semiaridas del norte del pais y de Estados
Unidos al centro de México (desde Texas y Chihuahua hasta Oaxaca). Los
meses en los que se encuentra mayor cantidad de la planta son en marzo, julio

y octubre y en menor cantidad durante mayo y noviembre.

Para lograr la produccion de sus frutos es necesario un suelo rocoso, sol de
media sombra a sol directo y cantidad moderada de agua. Su proceso de

germinacion se da en un plazo de un mes (49).

J. dioica es comunmente utilizada en el sector agricola para proteccién de
cultivos y cercas vivas e incluso es utilizada en los hogares para dar color
oscuro al cabello. El uso medicinal que con mayor frecuencia se da a J. dioica
es para evitar la caida del cabello para lo cual se cuecen los tallos, la planta
entera o la raiz machacada en agua, y con este liquido se enjuaga el cabello
después de lavarlo, cada tercer dia. Otra forma de uso es hervir la planta para
aplicarla en forma de cataplasma, o bien sélo se cuece. El agua resultante de la
coccion es utilizada en forma de bafios para quitar la sarna o en lavados para
aliviar la infeccion de golpes, heridas y granos, aseando previamente con jabon
de pasta neutro; para los ojos irritados “mal de los o0jos”, eliminar nubes en los
0jos y curar la ceguera, se exprime el fruto sobre ellos dejando caer dos o tres
gotitas. También se recomienda aplicar una gota de latex sobre la piel para
sacar espinas, dos gotas en las muelas picadas para provocar su
desprendimiento, frotar en la parte afectada para contrarrestar el efecto de las
Ulceras, y masticar las raices o tallos o ambos para amacizar los dientes
“dientes flojos” (47).

J. dioica es una especie muy poco estudiada. Las Unicas investigaciones que
existen se han hecho por cientificos mexicanos en colaboracién con
extranjeros, son relativamente antiguas. Sin embargo, de la raiz se han
identificado tres diterpenos, la citlalitriona, jatrofona, y riolosatriona y un esteral,
el R-sitosterol. De las raices se obtiene un aceite esencial, resina, saponinas,

un alcaloide y &cido oxalico. De los tallos emana un latex rico en taninos.
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Ademas, se ha demostrado que extractos acuosos de la raiz ejercen una

actividad antibiotica contra Staphylococcus aureus (50).

Recientemente Aguilera y cols. (2008) cuantificaron uno de los taninos
presentes en Jatropha dioica, especificamente el 4cido elagico, reportando una
concentracion de 0.81 m/g de planta por lo que puede ser considerada como
una importante fuente alternativa de dicho compuesto debido a sus propiedades
relacionadas a la salud, como acciones antiesteroescleréticas, propiedades
anticarcinogénicas resultando en una reduccion de cancer de colon humano,
prOstata, cervical, lengua, eséfago y piel y con propiedades en la industria
alimentaria como agente antioxidante. A pesar de que esta planta contiene
acido elagico, se podria suponer que éste no es uno de sus compuestos
principales debido a las bajas concentraciones en las que se encuentra. Esto
realza todavia mas la importancia de la investigacion de Jatropha dioica al
pensar en la presencia de compuestos distintos atun no explorados y con mayor
relevancia (51) (Taba No. 1).

2.5.1.2.-Estudios recientes realizados a Jatropha dioica.

Como se menciona anteriormente, es una especie poco estudiada y las
investigaciones que existen son relativamente antiguas, sin embargo, en la
tabla no. 1 se enlistan las investigaciones mas recientes, destacando la
presencia de alcaloides, triterpenos y flavonoides en los extractos estudiados
(52-54). En capacidad antioxidante, los extractos hexanicos resultaron
negativos a las pruebas (52), en extractos etandlicos e hidroalcohélicos la
capacidad antioxidante result6 mayor en raiz, atribuyen esta capacidad a
polifenoles y terpenos (54). Wong-Paz y cols. en 2015 estudiaron los métodos
para cuantificar la capacidad antioxidante resultando el método ABTS como el
mejor comparado con DPPH y de inhibicién de la oxidacion de lipidos (55). En
actividad antimicrobiana los extractos hexanicos tuvieron mayor actividad en
bacterias grampositivas e inactivos en gramnegativas (56), ademas los
extractos metanolicos resultaron activos (53), atribuyen esta actividad a la

presencia de terpenos como [-sitosterol (56). Respecto a los estudios
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realizados con HPLC, Wong-Paz y cols. (2015) no detectaron presencia de

compuestos fendlicos (55) y en 2018 Vargas-Segura y cols. en HPLC/MS

encontraron flavonoides,

cumarinas (57).

proantocianidinas, saponinas, fenoles, taninos y

Tabla. 1 Estudios realizados a Jatropha dioica.

Lugary
. Parte
Autor Titulo fecha de N Resultados
_ utilizada
recoleccion
Aguilera | Extraction and | Saltillo Extracto Se identifico 0.81 mg —
y cols. analysis of | Coahuila etandlico de | 1 g de acido elagico
ellagic acid from la lanta | con ropiedades
(2008) g 2007 P Prop
(51) novel complex entera anticarcinogénicas 'y
sources antioxidantes. No es
uno de sus
componentes
principales
Belmares | Antimicrobial Santa Extracto Extracto hexanico con
y cols. and Cytotoxic | Catarina, hexanico, mayor actividad en
(2013) Activities  from | Nuevo Ledn | metandlico | grampositivas, inactivo
Jatropha dioica . de | en gramnegativas.
(56) P Junio 2009 |7 g g
Roots acetona de .
Se atribuye esta
la raiz .
actividad a terpenos
como [3-sitosterol.
Martinez | Analisis Colonia de | Extracto Presencia de
y cols. | fitoquimico de | Huitel, hexanico, alcaloides, triterpenos,
(2014) Jatropha dioica | Municipio metandlico | flavonoides y
(52) y determinacién | de y acuoso de | esteroides en todos los
de su efecto | Tezontepec | la parte | extractos.
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antioxidante y | de Aldama, | subterrdnea | Para el extracto
qguimioprotector | Hidalgo. hexénico la capacidad
sobre el| _. antioxidante resultd
Sin fecha
potencial negativa.
enotoxico de .
g Flavonoides y
ciclofosfamida, .
terpenos con actividad
daunorrubicina .
antioxidante.
y
metilmetanosulf
onato evaluado
mediante el
ensayo cometa.
Villarreal | Potencial La Extracto En tamizaje se
y cols. antibacterial, Colorada, metanodlico | encontraron
actividad Santa de laraiz triterpenos, esteroles,
(2014) P
(53) citotoxica y | Catarina flavonoides y
mutagénica de | Nuevo Ledn carbohidratos.
Krameria )
Enero 2010 Seguida de K.
ramosissima, . .
ramosissima, J. dioica
Larrea 3
presento mayor
tridentata, L
actividad
Jatropha dioica . )
P antimicrobiana (8.05%
Leucophyllum
y Py 0.40 mm)
frutescens.
Wong- Total phenolic | Parras de la | Extracto Capacidad
Paz content, in vitro | Fuente, hidroalcohdl | antioxidante: DPPH:
cols. antioxidant Coahuila icoy acuoso | 15.4%; ABTS: 24%;
activit and de tallo Ensayo de inhibicién
(2015) y Enero 2011 y y
chemical raiz de la oxidaciéon de
(55)
composition lipidos: 13.9%
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ofplant extracts
from  semiarid

Mexican region.

En HPLC

detectaron

no se

compuestos fendlicos.

Ramirez | Determinacion Ejido El | Extracto Presencia de
y cols. de los | Manantial, hidroalcohdl | flavonoides y
compuestos municipio iCO y acuoso | triterpenos en raiz.
(2017) p p y Y
olifendlicos en | de de tallo
(54) P y En extracto
extractos de | Matamoros, | raiz el,. .
hidroalcoholico del
Jatropha dioica | Coahuila. Infusiones
tallo solo hubo
su capacidad de tallo .
y P Mayo 2015 y presencia de
antioxidante. raiz .
flavonoides.
La concentracion de
polifenoles fue mayor
en raiz.
Capacidad
antioxidante mayor en
raiz.
El 89% de la
capacidad antioxidante
se debe a la presencia
de polifenoles en los
extractos de la planta.
Vargas- Screening and | No Extracto Ambos extractos
Segura vy | characterization | especificado | acuoso y | tuvieron actividad
cols. of medicinal etandlico antimicrobiana.
lants extracts
2o018) | P En  HPLC/MS  se
with bactericidal
(57) encontraron
activity against .
y ag flavonoides,
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Streptococcus proantocianidinas,
mutans saponinas, fenoles,

taninos y cumarinas.

2.6.-Enfermedades infecciosas.

Las enfermedades infecciosas son la segunda causa de muerte después de las
enfermedades cardiovasculares. Actualmente, amenazan los avances
obtenidos en salud y esperanza de vida y son consideradas la primera causa de
muerte en nifios en el mundo ocasionando méas de 13 millones de defunciones

al afo, es decir, una de cada dos muertes en paises en desarrollo (58).

Ademas de la morbilidad y mortalidad causada por enfermedades infecciosas,
existen otros factores que han sido estudiados como parte de las
consecuencias colaterales de las enfermedades infecciosas, tales como la
magnitud del dolor y sufrimiento individual, la prevalencia y repeticién de los
procesos infecciosos y su relacion con la incapacidad de asistir a trabajar y los
dafos psicolégicos a causa del dolor, la depresién y angustia (59).

Las enfermedades de etiologia infecto-contagiosa siguen siendo las principales
causantes de las muertes de infantes en México, de hecho, tres de los cinco
principales padecimientos que ocasionan las muertes son transmisibles (tipo
infecciosas). Un analisis donde se comparan las muertes en 1985 (21.7%)
contra 2007 (7.2%) muestra que las muertes por enfermedades infecciosas y
parasitarias han disminuido de manera significativa entre los menores de un
afo, sin embargo, sus cifras siguen siendo alarmantes, siendo las muertes por
infecciones intestinales las mas destacables. En general, las enfermedades

infecciosas en los menores de un afio ocupan el cuarto lugar (58, 60).

En la Republica Mexicana la situacion de la mortalidad en edades preescolares
es parecida a la infantil. En 2010, las muertes por enfermedades infecciosas y
parasitarias representaron 16%, ubicandolas como la segunda causa de

defuncion, destacando las infecciones respiratorias. En el grupo de nifios en
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edad escolar (5 a 14 afios) por esta causa, se ubica en cuarto lugar en varones
y quinto en mujeres con 4.7 y 6.5% de defunciones. Por otro lado, la estadistica
muestra que mientras aumenta la edad en la poblacibn mexicana las
enfermedades infecciosas son desplazadas a los ultimos lugares siendo

prevalentes nuevamente en las edades mas adultas.

Aunqgue las tendencias y niveles de mortalidad son diferentes para cada sexo y
grupo de edad, las estadisticas de las defunciones registradas muestran que en
las ultimas décadas las enfermedades de tipo infecciosas se encuentran entre
las cinco principales causas de muerte en México, siendo las enfermedades

infecciosas respiratorias e intestinales las mas importantes (58 - 60).

2.7.-Resistencia bacteriana a los antibiéticos.

Las enfermedades infecciosas siguen siendo, a principios de este siglo, una de
las causas mas importantes de muerte en la humanidad, aunque su
contribucion relativa ha ido disminuyendo desde el siglo XIX. La introduccion de
los antibiéticos en la préactica clinica en la década de los cuarenta del siglo XX
supuso una de las intervenciones mas importantes para su control y aumento
en varios afios la esperanza de vida de la poblacion. De hecho, 3 premios
Nobel de Medicina y Fisiologia, de los afios 1939, 1945 y 1952, lo son por
descubrimientos de antibacterianos. Otras intervenciones importantes (vacunas,
saneamiento del agua de bebida, mejoras higiénicas, mejoras en nutricion. . .)
habian contribuido, desde bastantes afios antes, a disminuir la prevalencia de
las enfermedades infecciosas. Sin embargo, desde hace algunos afios, una
amenaza creciente deteriora la eficacia de estos farmacos: la resistencia
bacteriana a los antibidticos, que se define como la capacidad de una bacteria
para sobrevivir en concentraciones de antibiotico que inhiben/matan a otras de

la misma especie (61, 62).

La resistencia antibidtica puede ser natural (intrinseca) o adquirida. La

resistencia natural es propia de cada familia, especie o grupo bacteriano. Por
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ejemplo, todos los gérmenes gramnegativos son resistentes a la vancomicina, y
esta situacion no es variable. La resistencia adquirida es variable y es adquirida
por una cepa de una especie bacteriana. Asi, existen cepas de neumococo que
han adquirido resistencia a la penicilina, cepas de Escherichia coli resistentes a
la ampicilina, cepas de estafilococos resistentes a la meticilina. Esta resistencia
adquirida es la que estudiamos en el laboratorio e informamos al clinico. La
resistencia adquirida es la que puede llevar a un fracaso terapéutico cuando se
utiliza un antibidtico supuestamente activo sobre el germen que produce la

infeccion.

Los tipos de estudios que se realizan en el laboratorio clinico sobre la
resistencia bacteriana representan el comportamiento in vitro de un indculo
bacteriano preestablecido (una poblacion bacteriana) enfrentado a determinada
concentracion de un antibiético, por un periodo de tiempo determinado (63).

Las bacterias adquieren capacidad de resistir la accién de los antibidticos a

través de varios mecanismos como son:

e Su variabilidad genética: nuevos mecanismos de resistencia pueden ser
adquiridos mediante mutacién o mediante transferencia de material genético
entre células bacterianas de especies relacionadas o diferentes. Estos
genes de resistencia pueden estar codificados en el material genético

cromosoémico o extracromosomico (plasmidos).

e Por inactivacién enzimética: el principal mecanismo de inactivacion es la
hidrélisis, como sucede con las betalactamasas y los betalactdmicos, pero
también pueden ocurrir modificaciones no hidroliticas tales como las
acetilaciones, adenilaciones o  fosforilaciones inactivantes  de

aminoglucésidos.

e Por modificaciones en el sitio blanco: modificaciones en el gen que codifica
el propio blanco del antibidtico, como por ejemplo las alteraciones de
Streptococcus pneumoniae que confiere resistencia a penicilina e incluso a

ceftriaxona.
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e Por alteraciones de la permeabilidad: dandose alteraciones en las
membranas bacterianas (visto mayormente en gramnegativos donde la
membrana externa de la envoltura celular rica en lipidos es impermeable a
las sustancias hidrofilicas) sin embargo, se considera que este nivel de
resistencia no suele ser suficiente como para conferir resistencia absoluta a

un antibiotico, deberia estar unido a otro mecanismo (63).

Esta resistencia es transmitida entre microorganismos de un mismo género
(transmision horizontal) y entre microorganismos de géneros diferentes

(transmision vertical) (64).

La OMS, asi como los Centros de Prevencién y Control de Enfermedades
(CDC, por sus siglas en inglés) han reconocido la necesidad de enfrentar el
problema mundial que representan los microorganismos, proponiendo el
desarrollo de nuevos productos antibiéticos y sefialan que en el reino vegetal es
posible encontrar moléculas que cumplan con los requisitos quimicos vy

fisiol6gicos para los productos antibiéticos que se necesitan (8, 64).
2.8.-Cepas de interés.
2.8.1.-Staphylococcus aureus.

El género Staphylococcus esta formado por cocos Gram positivos, de 0.5 a 1
pm de diametro, que se presentan aislados, en pares, tétradas o cadenas
cortas y en grupos irregulares o racimos. El nombre del género fue designado
por Ogston en 1883 y deriva del griego staphylé (“en racimo de uvas”), debido a
la morfologia que adoptan las células de Staphylcoccus en las tinciones que se
realizan a partir de cultivos en medios de agar (65). Son bacterias catalasa
positivas, inmoviles, resistentes a bacitracina, oxidasa negativas y la mayoria de
las especies que lo forman son anaerobias facultativas. Staphylococcus aureus
es una de las 35 especies del género, es un patdgeno primario reconocido para
el hombre y es uno de los patdgenos bacterianos que con mayor frecuencia
causa infecciones intrahospitalarias. Se considera la especie mas patégena y

virulenta para el hombre, pero también puede encontrarse colonizando la piel y
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las mucosas. Es parte de la flora normal del hombre, siendo el sitio de portacién
principal las fosas nasales, por lo que debe ser considerado como un patégeno

oportunista.

Las colonias de S. aureus presentan un color amarillo dorado caracteristico
debido a la produccion de carotenoides durante su crecimiento, de ahi su
nombre que deriva de la palabra latina con la que se designa el oro, sin

embargo, muchas cepas presentan variantes no pigmentadas (66).

Puede causar una amplia variedad de infecciones: lesiones superficiales,
infecciones sistémicas con riesgo de vida (endocarditis, osteomielitis,
neumonia, abscesos cerebrales, meningitis y bacteriemia), de las cuales es el
agente mas frecuentemente aislado, pudiendo estas infecciones alcanzar
situaciones de gravedad extrema con riesgo de vida, y enfermedades
producidas por toxinas como intoxicacién alimentaria, sindrome de la piel
escaldada o sindrome de shock toxico. Es también agente de sepsis,
neumonias, endocarditis e infecciones del sistema nervioso central. Ha
demostrado un gran poder de adaptacién a los agentes antimicrobianos,
adquiriendo paso a paso resistencia a todos los antibiéticos disponibles para el

tratamiento de las infecciones que ocasiona (67).

La penicilina demostré inicialmente una alta efectividad contra las infecciones
estafilocOcicas; pero, cepas de S. aureus productoras de penicilinasa
emergieron a mediados de la década de 1940 y su prevalencia se incrementé
dramaticamente en unos pocos afios. Para afrontar este problema, en 1959, fue
liberado el R-lactamico semisintético meticilina. Sin embargo, en 1961, se
detecté la emergencia de S. aureus resistente a meticilina (SARM). El
mecanismo de resistencia a meticilina desarrollado por S. aureus se basa en la
produccion de una proteina de unién a la penicilina (PUP) adicional, la PUP2a,
la cual es completamente funcional, con actividad transpeptidasa y de baja
afinidad por los antibiéticos [-lactamicos, lo que le permite realizar su funcién
fisiol6gica de sintesis de la pared bacteriana. De modo que la expresiéon del gen

de resistencia a la meticilina implica la resistencia a las drogas betalactamicas
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en general, incluyendo penicilinas, cefalosporinas y carbapenems. Esta proteina
es codificada por el gen mecA, que esta localizado en un elemento genético
movil denominado casete de resistencia que se inserta en el ADN cromosémico
de una cepa meticilina sensible (SAMS). Ademas del gen mecA contiene un
sitio de insercion preferencial para tranposones y copias integradas de
plasmidos que llevan varios genes de resistencia para antibidticos no
betalactamicos. Por lo que una vez adquirida la resistencia a betalactamicos,
existe la potencialidad de que sea acompafiada o seguida de la resistencia a
otros antimicrobianos como eritromicina, tetraciclina, estreptomicina vy
clindamicina. Los antibiéticos glicopeptidicos se han constituido en una
excelente herramienta terapéutica para estas infecciones, si bien ya se han
descrito cepas resistentes a vancomicina. Desde entonces, la prevalencia de
SARM se ha incrementado. En los Estados Unidos se indica que en las
unidades de cuidados intensivos el 59,5% de los S. aureus aislados son SARM
y que la tasa de mortalidad asociada con las infecciones por SARM invasivas es
de aproximadamente 20%. Asi, claramente se confirma la importancia de este
patégeno, que se ha convertido en un problema mayor para los centros de
asistencia médica. Estos microorganismos, con sus amplios patrones de
resistencia, que incluyen agentes antibacterianos de diversos grupos, han
estimulado la busqueda de tratamientos alternativos constituyendo una extensa

linea de investigacion en los ultimos afios (68).
2.8.1.1.-Metabolismo.

Staphylococcus aureus crece bien en los medios de cultivo habituales,
muestran 3-hemolisis en medios con sangre, y son capaces de desarrollarse a
altas concentraciones de NaCl (medio selectivo de Chapman). Crecen en
medios pobres y simples, es un anaerobio facultativo, pero crece mejor en
condiciones aerobias (69). Los estafilococos crecen en medios quimicamente
definidos, los cuales contienen glucosa, sales, aminoacidos, tiamina y acido
nicotinico. En medios suplementados, los estafilococos crecen bien en rangos
de pH de 4.8 a 9.4 y a temperaturas de 25 a 43 °C (70).
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2.8.1.2.-Patogenia.

SARM, al igual que S. aureus sensible a meticilina (SAMS), origina enfermedad
por invasion directa 0 mediante la accion de toxinas. La patogenia de las
infecciones incluye colonizacion, invasion epitelial o mucosa, neutralizacion de
las defensas del huésped, destruccion tisular y respuesta inflamatoria local o
generalizada. Los principales factores de virulencia de este microorganismo se
basan en los componentes de su pared bacteriana, en la gran cantidad de
enzimas y toxinas que produce y su capacidad, en determinadas circunstancias,

de supervivencia intracelular (71).
2.8.1.3.-Epidemiologia.

Forma parte de la microflora humana pudiendo estar colonizada por esta
bacteria entre el 30% y el 50% de la poblacion, siendo la localizacion mas

frecuente la colonizacién nasal (72-74).

Por su ubicuidad y en funcién de los procedimientos médicos y uso de
antimicrobianos, se confiere especial énfasis al aislamiento y estudio
epidemioldgico de S. aureus, considerando su rol primordial en las infecciones
nosocomiales, especialmente en pacientes sometidos a hemodialisis, diabéticos
tipo I, pacientes con lesiones cutaneas, sujetos infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y en adictos a drogas por via parenteral
(ADVP) (75, 76). Actualmente este microorganismo es reconocido como uno de
los patdgenos mas importantes causantes de infecciones nosocomiales en todo
el mundo (72).

El principal reservorio de S. aureus lo constituye el hombre enfermo o portador
(73). Cuando una persona entra en contacto con una cepa de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) puede resultar colonizada, desarrollar
infeccidbn y/o convertirse en portador (77). Las zonas mas frecuentes de
colonizacion son, las lesiones cutaneas, el tracto respiratorio y el tracto urinario
(78). La colonizaciéon por SARM puede persistir durante meses o afios (79).

Este dramatico aumento en infecciones de cepas SARM se debe a varios
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factores, que incluyen el uso de antibidéticos de amplio espectro, un mayor
namero de pacientes inmunocomprometidos en los hospitales y una mayor
utilizacion de medios invasivos, como catéteres y sondas, que facilitan la
entrada y colonizacion de cepas SARM a la sangre y tejidos (80). Este
panorama epidemiolégico ha obligado a que la mayoria de los paises tomen
medidas para tratar de controlar las cepas de S. aureus resistentes a la

meticilina (81).
2.8.2.-Escherichia Coli.

La familia Enterobacteriaceae est4 formada por mas de 20 géneros bacterianos,
aproximadamente 120 especies y miles de serotipos (combinacion del antigeno
somatico y el flagelar). Las bacterias de esta familia son anaerobias facultativas.
La mayor parte son de vida libre, algunas son comensales de animales
vertebrados e invertebrados. Sin embargo, también pueden ser patégenos
causantes de enfermedad. Esta presente en el intestino distal de los

organismos de sangre caliente.

Forma parte de la flora nativa intestinal pero también es un enteropatégeno, el
cual esta asociado a multiples enfermedades incluyendo a la gastroenteritis e
infecciones en heridas en los hospitales. Cuando hay una perforacion intestinal,
es la responsable de peritonitis y es la bacteria responsable del 70 a 90% de las
infecciones urinarias. Es la causa mas comun de diarrea en los paises en vias
de desarrollo y diarrea de leve a moderada-severa en lactantes. Produce un
sindrome similar al célera en adultos y origina la diarrea del viajero y brotes de
diarrea en cuneros (59-61). Escherichia coli y otras bacterias son necesarias
para el funcionamiento correcto del proceso digestivo, ademas de ser
responsables de producir vitaminas B y K. El tamafio promedio de los bacilos es
de 0.5 um de ancho por 3 um de largo, cuando se utiliza la tincion de Gram se
tinen de rojo (gramnegativos). Algunas especies son moviles (por flagelos
peritricos), no esporuladas, fermenta la glucosa y la lactosa son catalasa
positivos, oxidasa negativos y reduce nitratos a nitritos. El género Escherichia

incluye siete especies (E. adecarboxylata, E. alberti, E. blattae, E. fergusonii, E.
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hermannii, E. vulneris y E. coli) (82). La bacteria se transmite al hombre

principalmente por el consumo de alimentos contaminados, como productos de

carne picada cruda o poco cocida, leche cruda, y hortalizas y semillas

germinadas crudas contaminadas. La resistencia bacteriana de Escherichia coli

a los antibidticos se relaciona con el consumo de éstos ya que, la presion

selectiva que ejercen favorece la creacion, adaptaciéon y diseminacion de

mecanismos de resistencia a los antimicrobianos.

2.9.-Especies reactivas de oxigeno y radicales libres.

El término especies reactivas de oxigeno (ERO) es un término colectivo de

incluye radicales libres (RL) y ciertas especies no radicales que son oxidantes

y/o se convierten facilmente en radicales libres, como por ejemplo HCIO, HBrO,

03, ONOO, O2, 0 H20:.

Tabla 2.- Principales especies reactivas de oxigeno (ERO) (83)

Radicales No radicales
Nombre Formula Nombre Formula
Hidroxilo -OH Perdxidos organicos ROOH
Alcoxilo RO- Oxigeno molecular O2
Hidroperoxilo HOO- Perdxido de Hidrégeno | H202
Superoxido 02~ Acido hipocloroso HCIO
Peroxilo ROO- Acido nitroso HNO2
Oxido nitrico NO- Catién nitrilo NO2*
Di6xido de nitrogeno | NO2: Peroxinitrito ONOO-
Ozono Os Acido peroxinitroso ONOOH
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Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen uno o mas
electrones desapareados, lo cual los hace altamente inestables y reactivos.
Estos radicales recorren nuestro organismo intentando robar un electrén de las
moléculas estables, con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica
mediante reacciones de oOxido-reduccion. Una vez que el radical libre ha
conseguido robar el electron que necesita para aparear su electron libre, la
molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un nuevo radical libre,
por quedar con un electron desapareado, iniciandose asi una verdadera
reaccion en cadena que destruye nuestras células. La vida biologica media del
radical libre es de microsegundos; pero tiene la capacidad de reaccionar con
todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a las moléculas y a

las membranas celulares. (84).

Ante la presencia de radicales libres, el organismo debe neutralizarlos y
defenderse, para asi evitar la lesion de los tejidos. El problema propiamente
dicho, aparece cuando la concentracion de estos radicales libres es muy
elevada, ya que cuando los mismos se encuentran presentes en el organismo
en cantidades adecuadas aportan algunos beneficios como la lucha contra
bacterias y virus, regulacion de la estructura y funcion de las proteinas, control
del tono muscular, etc. Las consecuencias del exceso de radicales libres en el
organismo, afectan directamente nuestro estado de salud favoreciendo el
envejecimiento prematuro y problemas en el sistema cardiovascular y

nerviosos, entre otros (85).
2.9.1.-Estrés oxidativo

El oxigeno es esencial para los organismos vivos, sin embargo, la generacion
de especies reactivas de oxigeno y radicales libres es inevitable en el
metabolismo aerdbico. Estas especies oxidantes provocan dafios acumulativos
en moléculas fundamentales para el funcionamiento del organismo, tales como
proteinas, lipidos y ADN. No obstante, el organismo tiene sus propios
mecanismos de defensa para hacer frente a la accion de las especies

oxidantes. En determinadas situaciones las defensas antioxidantes pueden
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verse desbordadas por la excesiva generacion de especies reactivas de
oxigeno. Este desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes se conoce

como estrés oxidativo (86).

El estrés oxidativo se puede definir como el estado en el cual el nivel de
especies reactivas de oxigeno sobrepasa las defensas antioxidantes del
organismo, como resultado de un desequilibrio entre los sistemas de formacion
y eliminacion de especies oxidantes y son implicadas en la etiologia de
diferentes enfermedades degenerativas como diabetes, arterioesclerosis,
artritis, cancer, isquemia (cerebro y corazon), inflamacién, infecciones,

enfermedad de Parkinson, dafio reactivo y envejecimiento (87).
2.10.-Antioxidantes.

Un antioxidante es una molécula suficientemente estable como para donar un
electron a un radical libre, capturarlo y neutralizarlo, reduciendo de este modo
su capacidad de dafio. Los antioxidantes retrasan o inhiben el dafio celular a
través de su propiedad de eliminacién de radicales libres. Son capaces de
retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas. La oxidacion es una
reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia a un agente
oxidante. Las reacciones de oxidacién pueden producir radicales libres que
comienzan reacciones en cadena que dafian las células. Los antioxidantes
terminan estas reacciones quitando intermediarios del radical libre e inhibiendo
otras reacciones de oxidacién oxidandose ellos mismos. Debido a esto es que

los antioxidantes son a menudo agentes reductores.

Aunqgue las reacciones de oxidacion son cruciales para la vida, también pueden
ser perjudiciales, por lo tanto, las plantas y los animales mantienen complejos
sistemas de multiples tipos de antioxidantes, tales como las vitaminas C y E,
enzimas (catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa), asi como

proteinas de union a metales, etc. (88).
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2.11.-Capacidad antioxidante.

El estudio de la capacidad antioxidante de las plantas medicinales y alimenticias
ha crecido en las ultimas décadas ya que un numero importante de productos
obtenidos de éstas, como los aceites esenciales, alcaloides y polifenoles,
poseen efectos antioxidantes los cuales son evidenciados mediante diferentes
ensayos in vitro e in vivo asociadas a cada uno de ellos. Por su elevado
consumo a través de la dieta y la presencia ubicua en muchas especies
vegetales, el potencial de los polifenoles como agentes antioxidantes ha sido el
mas estudiado.

La importancia de los polifenoles en salud humana ha sido ampliamente
revisada. No obstante, uno de los aspectos criticos de la investigacion sobre la
capacidad antioxidante de productos naturales se relaciona con la eleccion de
las herramientas de medicion. El uso de radicales estables coloreados como el
Acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS) se recomienda
como criterio preliminar para jerarquizar distintas plantas, extractos o fracciones
de éstos, de acuerdo a su poder antioxidante. Como se puede apreciar en
muchos estudios, los datos a menudo son cruzados con técnicas de separacion
con cromatografias que permiten diseccionar de mejor manera la actividad

antioxidante y asignarla a un grupo especifico de compuestos (88).
2.12.-Actividad antimicrobiana.

Define la actividad in vitro de un antimicrobiano o antibiotico frente a un
microorganismo determinado y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento
de una bacteria o poblacién bacteriana. Su resultado, sustenta la eleccion de
los antimicrobianos en el tratamiento de las enfermedades infecciosas.
Asimismo, ofrece, en su conjunto, elementos objetivos de actuacion en los

tratamientos empiricos.

En la actualidad se cuenta con diversos métodos para evaluar la actividad
antimicrobiana en plantas como el método de difusion en discos, el método de

pozos en agar y el método de dilucién en caldo o en agar. Aunque en teoria
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cualquiera de los métodos anteriores podria utilizarse para hallar la actividad
antimicrobiana de extractos vegetales cada uno posee ciertos inconvenientes,
razon por la cual en el momento de realizar las pruebas se hacen
modificaciones para que estas metodologias sean adecuadas, reproducibles y
fiables (89-91).

Un estudio en 2018 evalu6 los métodos actuales para inhibicion del crecimiento
de Staphylococcus aureus donde concluyen que el método de pozos en agar es
el méas recomendable para realizar ensayos de actividad antimicrobiana debido
a su alta sensibilidad (92).

2.12.1.-Método de difusion.

El método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia
necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento
en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y
sembrado homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se ha
depositado un disco de papel filtro de 6 mm de diametro, o se ha sembrado en

pozo impregnado con una cantidad conocida de la sustancia (93).
2.12.2.-Método de dilucién.

El método de dilucién en agar o en caldo como prueba de susceptibilidad
microbiana es utilizado para determinas la concentraciéon minima bactericida
(CMB) y la concentracion minima inhibitoria (CMI). En la técnica de dilucion en
caldo, son utilizados tubos o microplacas (microdilucion) que contienen
concentraciones crecientes del extracto vegetal. El organismo en estudio es
inoculado en los diferentes tubos o pozos de las microplacas y la CMI es
determinada después de la incubacién (93).

2.12.3.-Concentracién Minima Inhibitoria

La CMI es considerada como prueba estandar de oro para la determinacion de

la susceptibilidad de los microorganismos ante los antibiéticos (94).
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Se define como la concentracibn més baja a la que un antibiético inhibe el
crecimiento visible de un microorganismo después de ser incubado, es una
herramienta de investigacion para la determinacion in vitro de la actividad de

nuevos compuestos antimicrobianos.
2.13.-Tamizaje fitoquimico.

El tamizaje fitoquimico es una de las etapas iniciales de la investigacion
fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos
guimicos presentes en una planta y a partir de alli, orientar la extraccion y/o
fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor

interés.

El tamizaje fitoquimico consiste en la extraccion de la planta con solventes
apropiados y la aplicacion de reaccién de color y precipitacion. Debe permitir la
evaluacion rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo. Los
resultados del tamizaje fitoquimico constituyen Unicamente en una orientacion y

debe de interpretarse en conjunto con técnicas de separacion.

La confirmacién de ciertas actividades farmacoldgica o antimicrobiana justifica
la continuacion de los estudios. Los principios activos suelen encontrarse en
bajas concentracion por lo que es importante realizar una perfecta extraccion de
los mismos, las reacciones de identificacion mas utilizadas son las de
coloracion, precipitacién y fluorescencia que permiten detectar sustancias

quimicas caracteristicas de una planta (95).
2.14.-Cromatografia

En la investigacion fitoquimica para la obtencion y estudio de los metabolitos
secundarios de plantas con actividad biol6gica incluyen ensayos de extracciéon
con solventes de diferente polaridad, métodos de separacion fundamentalmente
cromatograficos, meétodos de elucidacion estructural principalmente
espectroscopicos y determinacion de actividad bioldgica a través de numerosas
técnicas (96, 97).
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La cromatografia es el conjunto de técnicas analiticas mas utilizadas por la
quimica y las ciencias biologicas para la separacion, identificacion y

determinacién de los componentes quimicos de mezclas (98).

La cromatografia es un método fisico de separacion de los componentes de una
muestra en los cuales tienen en comun dos factores: una fase estacionaria y
una fase movil. La separacion de los compuestos ocurre debido a las
propiedades particulares de los compuestos, la capacidad para ser retenidos
por la fase estacionaria y en la velocidad de migracion entre los componentes
de la fase movil (99).

Los métodos cromatograficos se pueden clasificar segiin como se coloque en
contacto la fase movil y estacionaria en cromatografia en columna vy

cromatografia plana, donde:

Cromatografia en columna: la caracteristica fundamental de la cromatografia
clasica en columna es que el gradiente de presibn necesario para el
desplazamiento de la fase mévil a través de la fase estacionaria, esta originado

por gravedad.

Cromatografia plana: La fase estacionaria esta sujeta por una placa plana o en
los poros de un papel. En este caso la fase mévil se mueve a través de la fase
estacionaria por accion capilar o por la influencia de la gravedad. Las fases
estacionarias utilizadas normalmente para cromatografia en capa fina son,
alimina o gel de silice para cromatografia de adsorcion y, celulosa para

cromatografia de adsorcién o de reparto.
También se puede clasificar segun el tipo de fase movil utilizada:

Cromatografia de gases (GC): Técnica de separacion en la que la fase mévil es

un gas, se lleva siempre a cabo en columna.

Cromatografia liquida (LC): Técnica de separacién en la que la fase mévil es un
liquido. Puede desarrollarse en una columna o sobre un plano. La LC en la
actualidad, emplea generalmente particulas muy pequefias y una presion de

entrada relativamente alta, denominandose entonces cromatografia liquida de
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alta eficacia o de alta presion, cuyas siglas provenientes del inglés son HPLC
(98-100).

2.14.1.-Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC).

Es similar a HPLC, es una técnica utilizada para separar diferentes
constituyentes de un compuesto. Se utiliza principalmente para identificar,
cuantificar y separar componentes de una mezcla mediante el uso de alta
presion para empujar los solventes a través de la columna. En UHPLC, se
pueden usar tamafos de particula inferiores a 2um, lo que proporciona una
mejor separacion que HPLC donde el tamafio de particula se limita a 5um.
estas particulas mas pequefias requieren mayores presiones de bombeo
(100MPa frente a 40 MPa), que hace que esta técnica sea muy eficiente con un

analisis rapido y una mayor resolucion.
Especificaciones técnicas:
e Presion de la bomba - hasta 100 MPa
e Caudal de la bomba: de 0.05 a 8.0 mL / min
e Volumen de inyeccion - 1 a 100 pL
e Temperatura del compartimiento de la columna -5a110°C
e Tamafo de particula de la columna - menos de 2 um
e Deteccion
o UV/VIS, 190 a 800 nm
o Fluorescencia (101).

La tecnologia UHPLC se aplica para producir datos de calidad con métodos
reproducibles en comparacion con el HPLC convencional. Esta técnica logra
incrementos en la resolucion, velocidad y sensibilidad de la cromatografia
liquida, proporcionando ventajas de tiempo, costo y calidad. Ventajas: La

sensibilidad del método es aumentado hasta 3 a 5 veces, el consumo de
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solvente en fase mévil para el analisis se reduce en gran medida debido al bajo
flujo y el corto tiempo de ejecucion (102, 103).

El método UHPLC tiene una aplicacion importante en el analisis farmacéutico
ya que los métodos utilizados en el analisis del producto farmacéutico deben
estar bien desarrollados y validados por lo que el UHPLC es un método que
implica menos tiempo, buen poder de resolucién, reproducibilidad y eficiencia.
Ademas, el estudio de metabolitos en plantas es necesario en el proceso de
desarrollo de farmacos, donde se determina el metabolito principal y se
identifica su estructura, por lo que esta técnica proporciona la mejor resolucién
para separar componentes, alta sensibilidad y analisis de componentes de baja

concentracion, reduciendo el tiempo de analisis (104, 105).
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[II.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afios, el interés por las plantas medicinales ha ido en aumento,
ya que globalmente, las plantas producen mas de 100,000 productos naturales
conocidos como metabolitos secundarios como parte de un proceso evolutivo
para adquirir una defensa contra microorganismos, insectos y animales que han
servido para estudiar sus propiedades antiinflamatorias, analgésicas,

antimicrobianas y antioxidantes en la poblacion.

Enfermedades como arterioesclerosis, hipertension arterial, diabetes, artritis y
cancer, son consideradas las principales causas de muerte, solamente en
México en 2018 se registraron 101,257 defunciones por diabetes mellitus
(14.01%) y 13, 980 defunciones tan solo por cancer de mama y prostata
(1.93%) cifras que han ido en aumento al pasar de los afios por lo que la
prevencion de éstas se han asociado con ingestion de frutas y verduras frescas
o0 infusiones ricas en antioxidantes naturales, los cuales son considerados uno

de los componentes principales de las plantas.

Las plantas medicinales han formado parte importante de la historia y cultura en
México, considerado como un pais con gran herencia cultural en el uso de
plantas medicinales para tratar diferentes padecimientos. Se han identificado
hasta 4,500 especies con propiedades curativas. Dentro de esas especies
destacan las del género Jatropha con aproximadamente 175 especies, en
México se pueden encontrar cerca de 45 especies, destacando: Jatropha
curcas, Jatropha cuneata, Jatropha multifida y Jatropha dioica. Respecto a este
ultimo, en estudios previos, se han encontrado algunos metabolitos secundarios
que proveen cierta actividad antimicrobiana, sin embargo, existe muy poca
informacion cientifica que avale su uso tradicional e identificacion de los

metabolitos responsables de su actividad terapéutica.
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IV.-JUSTIFICACION

El principal interés en el uso de plantas medicinales se basa en la creciente
insatisfaccion de la poblacion hacia la medicina convencional, por su falta de
éxito en la cura de algunas enfermedades, los efectos secundarios de algunos
medicamentos y su alto costo, ya que las plantas tienen precios mas bajos
comparados a los medicamentos, y la tendencia a adoptar estilos de vida mas

naturales.

Una alternativa de bajo costo y eficiente es el uso de productos naturales de
plantas en el desarrollo de nuevos agentes para prevenir y controlar
enfermedades. En la actualidad ya existen plantas medicinales identificadas y
clasificadas con propiedades tanto antioxidantes como antimicrobianas, sin
embargo, existe muy poca informacion sobre la extraccion e identificacion de

compuestos fitoquimicos de Jatropha dioica.

Por lo anterior, es de sumo interés realizar investigaciones relacionadas con la
basqueda y obtencién de estos compuestos, con la finalidad de obtener un
beneficio para la produccidén de nuevos agentes bioactivos que sustenten el uso
de Jatropha dioica como fuente potencial de agentes antimicrobianos y

antioxidantes ya que hasta la fecha esta planta sélo se usa de manera empirica.

La informacién obtenida a partir de esta investigacion serd de gran importancia
ya que al evaluar la actividad antioxidante y antimicrobiana de Jatropha dioica
se abrird la posibilidad de nuevas investigaciones para el aislamiento de
moléculas para su uso como antibidticos o0 como agentes antioxidantes mas
eficaces y seguros que abre el abanico cientifico para el abordaje de diversos

padecimientos.
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V.-PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢,Cuales son los compuestos con capacidad antioxidante y actividad
antimicrobiana de los extractos de Jatropha dioica originaria de Durango?

VI.-HIPOTESIS.

Los extractos que presenten mayor capacidad antioxidante de Jatropha dioica
originaria de Durango presentaran actividad antimicrobiana.

VII.-OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Identificar y caracterizar los compuestos con actividad antioxidante vy
antimicrobiana de los extractos de Jatropha dioica originaria de Durango.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener extractos hexanico, metandlico, etandlico, de acetato de etilo y
acuoso de Jatropha dioica.

2. Realizar el tamizaje fitoquimico para identificar metabolitos secundarios
presentes en cada extracto.

3. Determinar la capacidad antioxidante de los extractos.

4. Determinar la concentracion minima inhibitoria de los extractos en
cultivos de S. aureus y E. coli.

5. ldentificar mediante UHPLC los compuestos del extracto con mayor
actividad antimicrobiana y antioxidante.
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8.1.-Disefio metodoldgico.

Experimental.

VIII.-METODOLOGIA

8.2.-Lugar y tiempo: El estudio se realizé en el Centro de Investigacion en

Alimentos y Nutricion (CIAN) de la Facultad de Medicina y Nutricibn de la

Universidad Juarez del Estado de Durango y en los Laboratorio de

Microbiologia y laboratorio de Farmacogenomica y Biologia Molecular, del

Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional

(CIIDIR), en el periodo comprendido de septiembre del afio 2018 a diciembre

del 2019.

8.3.-Materiales
Asa bacteriolégica redonda.

Cajas Petri.

Celdillas para espectrofotometro.

Cinta testigo.

Embudo de vidrio.

Espatulas.

Filtro millipore.

Gasa.

Gradillas para tubos de ensayo.

Guantes de asbesto.

Guantes de latex.

Cinta maskin-tape.

Matraz bola.

Matraz Erlenmeyer de 1000 mL.
Mechero Fisher.

Membranas de filtro millipore de
45 pm.

Papel aluminio.
Papel estraza.
Papel parafilm.

Pinzas.
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Pipetas automaticas (10-100 pL
y de 100-1000 pL).

Pizeta.
Plumén.
Probetas (1000, 100y 10 mL).

Puntillas  estériles  (medidas
varias).

Racks para puntillas.

Regla (30 cm).

8.3.1.-Sustancias y/o reactivos.

Acetato de etilo (C4HsO2).
Acetato de sodio (C2H3NaO2).

Acido 2, 2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfonico
ABTS (C18H18N4O6S4).

Acido 3,5-dinitrobenzoico
(C7H406N2).

Acido ascorbico (CsHgOs).
Acido clorhidrico (HCI).

Acido nitrico (HNO3).

Acido picrico (CsH3N3zO7).
Acido sulfarico (H2SOa).
Acido tricloroacético (C2HCIz0>).
Agar Miller Hilton.

Agua destilada.

Alcohol amilico (CsH;,OH).
Alfa-naftol (C10HsO).
Benceno (CsHe).

Caldo nutritivo (BHI).
Carbonato de sodio (Na2COs3)

Tubos de ensayo 13 x 100 con
rosca.

Tubos de ensayo 13 x 100.
Tubos eppendorf.

Tubos de centrifuga con tapa
rosca.

Vaso de precipitados (30, 50,
100 mL).

Cloroformo (HCClIs).
Cloruro de sodio (NacCl).
Cloruro férrico (FeCls).
Cloruro mercurico (HgCl2)

Dimetilsulféxido concentrado

(DMSO).

Etanol (C2Hs0H).

Fosfato dipotasico (K2HPOa4).
Fosfato monopotésico (KH2POu).
Hexano (CeH14).

Hidréxido de potasio (KOH).
Hidréxido de sodio (NaOH).
Magnesio metalico.

Metanol (CHsOH).

Ninhidrina (CoHsO4).

Nitroprusiato de sodio
(CsNeOFe).

Peroxidasa.
Peréxido de hidrogeno (H202).

Solucién salina fisiologica.
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Solucién de gelatina.

Subnitrato de bismuto
(NO3Bi(OH)2).

Sulfato de cuprico (CuSQOa).

Tartrato de sodio y potasio
(KNaC4H406-4H20).

Trinitrobenceno (CsH3N3Os).
Yodo (I).
Yoduro de potasio (KI).

8.3.2.-Equipo.

Autoclave.

Balanza analitica.
Bomba para vacio.
Campana de extraccion.
Congelador.
Espectrofotometro.
Estufa.

Liofilizadora.
Refrigerador.
Rotavapor.

UHPLC Acquity.
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8.4.-Metodologia
8.4.1 Recoleccion e identificacion de la planta

Se recolecto la planta (parte aérea y parte subterrdnea) asi como una muestra
de la misma para su identificacion en el herbario del Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR). Para transportarla
se utilizaron bolsas negras y se llevaron al Laboratorio del Centro de
Investigacion en Alimentos y Nutricion (CIAN) de la Facultad de Medicina y

Nutricion para su limpieza y trituracion.
8.4.2.- Obtencion de extractos

8.4.2.1.-Limpieza Vv trituraciéon de la planta.

Retirar las impurezas u objetos extrafios que se encuentran en la planta
recolectada, consecutivamente se procede a separar la parte aérea y parte
terrestre, triturarla para facilitar su manejo y continuar con el proceso de

maceracion.
8.4.2.2.-Maceracion.

Se pesa la cantidad de 100g de la parte aérea y la parte terrestre de la planta y
se introducen por separado en un matraz Erlenmeyer de 1000mL de capacidad,
se agregan 900mL de solvente respectivo a cada matraz y se procede a
macerar durante 8 dias para los extractos Hexanico, Metandlico, Etandlico, de

Acetato de etilo y el extracto Acuoso solamente un dia.

8.4.2.3.-Concentracion.

Transcurrida la maceracion se procede a filtrar por gravedad para después
concentrarlos en el rotavapor a una temperatura de 65°C y presion de 508
mmHg por dos horas aproximadamente. El concentrado obtenido se coloca en
viales especiales para liofilizadora y se procede a congelar a -21°C por 12 horas

y después a -70°C para su posterior liofilizacion a temperaturas de -40 a -50°C
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y un vacio de 0.1 a 4.0 mmHg. Obtenidos lo extractos se almacenan en
oscuridad, en tubos de centrifuga, para su uso posterior.

8.4.3.- Tamizaje fitoquimico

Se pesan 0.4g de extracto de la planta (parte aérea y parte terrestre) para
disolver en 40mL del solvente correspondiente; se realizaran las pruebas con
los extractos obtenidos en los diferentes solventes y a partir de estas
disoluciones se tomaran las muestras para cada una de las pruebas que se

realizaran (Tabla no. 3).

Tabla 3.- Resumen del andlisis fitoquimico para realizar a cada uno de los

extractos.
Metabolitos Ensayos

Alcaloides Dragendorrf

Mayer

Wagner
Triterpenos y Esteroides Solkowsky

Rosemhiem
Quinonas Borntrager
Saponinas Espuma
Poliuronidos Poliuronidos
Cumarinas Baljiet

Legal
Resinas Resinas
Azucares reductores Fehling

Benedict
Fenoles y Taninos Cloruro Feérrico
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Gelatina
Aminoécidos libres y Aminas | Ninhidrina
Carbohidratos Molish
Glicosidos cardiacos Kedde
Flavonoides Ac. Sulftrico concentrado
Shinoda
Rosemheim
Catequinas

8.4.3.1.-Identificacion de alcaloides.

Ensayo de Dragendorf: 1 mL de extracto y evaporar solvente, el residuo se
disuelve en 1mL de HCI al 1% en agua, y se mezcla con tres gotas del reactivo.
Para considerar que la prueba es positiva se toma en cuenta lo siguiente: si hay

opalescencia se considera (+), turbidez (++).

Ensayo de Mayer: se procede de la misma manera anterior hasta obtener la
solucion acida. Se afiade una pizca de NaCl en polvo, se agita y se lleva a
filtracién. De igual manera se colocan tres gotas del reactivo: para considerar
que el ensayo es positivo se observara opalescencia (+), turbidez definida (++)
o precipitado coposo color crema, blanco, amarillo (+++), indica que la reaccién

es positiva.

Ensayo de Wagner: al igual que en los casos anteriores se parte de la solucién
acida, afadiéndose tres gotas del reactivo clasificando los resultados de la

misma forma. Un resultado positivo se indica por un precipitado carmelita.
Interferencias:

x Proteinas que precipitan por adicion de un reactivo que contenga un metal

pesado.

x Aminoécidos
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x Aminas metiladas

x Cumarinas carbohidratos

x Sustancias albuminosas

x Sales de amonio

x Taninos

x Hidroxiflavonas alquiladas
x Cardenolicos y bufadienilos

Esta gran cantidad de compuestos no alcaloides y en alguno de los casos no
nitrogenados que reaccionan similar a los alcaloides, se cree que deba poseer
carbonilos conjugados (cetonas o aldehidos) o funciones lacténicos que

funcionen en una materia tipica a los mismos.
8.4.3.2.-ldentificacion de triterpenos y esteroides.

Ensayo de Solkowsky: 1mL de la fraccion se disuelve en HCCIs, se coloca en
un tubo de ensayo con 1mL de H2SOs4 concentrado. Un ensayo positivo se

indica por la coloracion amarilla rojiza.

Ensayo de Rosemhiem: 1mL de la fraccion de HCCIs se mezcla con 1mL de la
solucion de &cido tricloroacético al 90% en agua en un tubo de ensayo. La
prueba es positiva si se encuentra la presencia de dienos nucleares reales o
potenciales y se forma un color violeta que cambia de azul después de 20

minutos.
8.4.3.3.-ldentificacion de quinonas.

Ensayo de Borntrager: como la alicuota no se encuentra en HCCIs, se
evapora el solvente a bafio de agua. El residuo se disuelve en 1mL de HCCls, y
se agita con 1mL de la solucion de hidréxido de sodio, potasio 0 amonio al 5%
en agua, mezclando las fases y se deja en reposo hasta separacién. Si la fase

acuosa alcalina (superior) es de color rosado a rojo; coloracion rosado (++), roja
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(+++) el ensayo se considera positivo (naftoquinonas y antraquinonas). Un
ensayo positivo no excluye la presencia de quinonas ya que pretende que
pueden encontrarse en presencia de glicosidos, siendo necesaria la hidrolisis

previa de los mismos para su posterior deteccidn (glicésidos antracenicos).
8.4.3.4.-Identificacién de cumarinas.

Ensayo de Baljet: permite reconocer en el extracto la presencia de
compuestos de agrupamientos lactonicos, en particular cumarinas, aunque

puedan dar positivo otros metabolitos.

Si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol se evapora el solvente en
bafio de agua y se redisuelve en la menor cantidad de alcohol (1mL). En estas
condiciones se adiciona 1mL de reactivo considerandose un ensayo positivo la

aparicion de coloracion (++) o precipitado rojo (+++) respectivamente.
Interferencias de la reaccion:

x Lactonas sesquiterpenicas o sesquiterpenlactonas

x Simaro ubalidanos y limonoides

Ensayo legal: a una solucion exacta del extracto disuelto en alcohol etilico se
le afiadiran dos gotas de nitroprusiano de sodio al 5% en agua y a continuacion
1-3 gotas de solucién de NaOH 2 M. En caso positivo aparece una coloracién

roja intensa que desaparece en unos minutos.
Interferencias:

x Lactonas sesquiterpenicas
8.4.3.5.-ldentificacion de saponinas.

Ensayo de la espuma: permite conocer la presencia de saponinas tanto de tipo
esferoidal como triterpénicas. Si la alicuota no se encuentra en metanol, se
diluye en cinco veces su volumen de agua y se agita la mezcla vigorosamente

durante 5-20 minutos, dejandose en reposo. El ensayo se considera positivo Si
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aparece espuma de mas de 2mm de altura, en la superficie del liquido y
persiste por mas de dos minutos.

8.4.3.6.-Identificacion de resinas.

Ensayo de resinas: se adicionan 2mL de solucion alcohdlica y 10mL de agua

destilada. La aparicion de un precipitado indica un ensayo positivo.
8.4.3.7.-Identificacion de azucares reductores.

Ensayo de Fehling: si la alicuota del extracto no se encuentra en agua se
evapora el solvente en bafio de agua y el residuo se redisuelve en 1-2mL de
agua, se adicionan 2mL del reactivo, se calienta la mezcla en bafio de agua
durante 10-30 minutos. El ensayo se considera (+) con la aparicion de un

precipitado rojizo o rojo.

Ensayo de Benedict: El residuo se redisolvera 1-2mL de agua si la fraccién no
es acuosa y se adicionara 1mL del reactivo, se calienta la mezcla en bafio de
agua durante 10-30 minutos. El ensayo se considerara positivo con la aparicion

de un precipitado rojizo.
8.4.3.8.-ldentificacion de fenoles y taninos.

Ensayo de Cloruro Férrico: a la fraccion disuelta en 1mL de metanol se le
afiaden 0.5mL (tres gotas) de una solucion de cloruro férrico al 5% en solucién
salina fisiolégica. La aparicion de un precipitado o color verde oscuro indica la

presencia de fenoles y taninos.

Si el extracto es acuoso el ensayo se determina principalmente taninos. A una
alicuota de extracto se le afilade Acetato de sodio, cloruro férrico al 5% en
solucién salina tres gotas para neutralizar, un ensayo positivo puede dar la

siguiente informacion general:
* Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
* Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.

* Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalataninos.
51



Interferencias a esta reaccion:

x Todos los compuestos que tengan OH fendlicos.
x Flavonoides

x Lignanos

x Lactonas sequisterpenicas

x Quinonas

x Aceites esenciales

Ensayo de la gelatina: se concentrard a sequedad 1mL del extracto y se
adicionara 1mL de solucion salina fisiolégica y tres gotas de solucion de
gelatina recientemente preparada a 0.5%. Un precipitado blanco o turbidez

indica un ensayo positivo. Si la fraccion es acuosa no es necesario evaporar.
8.4.3.9.-ldentificacion de aminoacidos libres y aminas.

Ensayo de la Ninhidrina: se tomard una alicuota del extracto metanol, se
mezclara con 2mL de la solucion al 2% en agua o 0.2% en alcohol de ninhidrina
y se calienta de 5 a 10 minutos en bafio de agua. Este ensayo se considera

positivo cuando se desarrolla un color azul violaceo.
Interferencias:

x Alcaloides

8.4.3.10.-ldentificacion de glicésidos cardiacos.

Ensayo de Kedde: la fraccién se disuelve en 1mL de etanol, se mezcla con
1mL del reactivo y se deja reposar durante 5-10 minutos. El ensayo da positivo
cuando se desarrolla una coloracién azul-violeta persistente durante 1-2 horas

(cardeonolidos y sus agliconas).

Ensayo de Raymond: el residuo se disuelve en 1mL de etanol al 50%, se

agregan unas gotas de solucién de n-dinitrobenceno al 10% en etanol y unas
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gotas de solucion de NaOH al 20% en agua. Un ensayo positivo se considera

por una coloracion violeta azul.
Esta prueba la dan positivos sustituyentes con grupo metilenos activos.
8.4.3.11.-Identificacion de flavonoides.

Ensayo con &cido sulfarico: 1mL del extracto se concentrard a sequedad en
tubos de ensayo y se agregaran unas gotas de H2SO4 concentrado. Un ensayo

positivo (+) se indica por una coloracion diferente al carmelita claro.

Las siguientes coloraciones también son indicativas de un ensayo positivo:
v Coloracién amarillo intenso es indicativo de flavonas y flavonoides.
v Coloracién anaranjada a guinda es indicativo de flavonas

v" Coloracién de guinda o rojo a azulado es indicativo de chalconas o

auronas.
Interferencia:
x Quinonas

Ensayo de Shinoda: a una alicuota del extracto del alcohol se le adiciona 1mL
de HCI concentrado y un pedacito de magnesio metalico o zinc. Cuando la
reaccion termina se afiaden 2mL de alcohol amilico y se agita.

El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de
amarillo, naranja, rosado, vino, carmelita, o rojo intenso en todos los casos,
ocasionalmente verde o0 azul como reaccion positiva para agliconas o
heterdpsidos. Las coloraciones que a continuacion se describen son indicativas

de determinados flavonoides:

e Coloracion amarilla, naranja y hasta rojo son indicativos de la presencia

de flavonas.

e Coloracion roja a carmesi 0 rojo a magenta son indicativos de flavol o

flavonol.
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e Colores carmesies a magenta; rojo, magenta, violeta, azul son indicativos

de flavononas.
e Color amarillo es indicativo de isoflavonas.
e Las isoflavononas, chalconas y auronas no dan coloracion.

Ensayo de Rosemheim: Permite reconocer en el extracto la presencia de

leucoantocianidias y antocianidinas.

1mL del extracto metanol se calienta 10 min con 1mL de HCI concentrado. Se
deja enfriar, se afiade 1mL de agua y se agita con 2mL de alcohol amilico. Se
dejan separar las dos fases. La aparicion de color rojo marron en la fase amilica

es indicativa de un ensayo positivo (+).

Ensayo de Catequinas: Para ello se toma de la solucién del extracto obtenido
una gota con la ayuda de un capilar y se aplica la solucién sobre el papel filtro.
Sobre la mancha se aplica la solucién de carbonato de sodio. La aparicion de

una mancha verde carmelita a la luz ultravioleta indica un ensayo positivo.
8.4.3.12.-Identificacion de carbohidratos y/o glicésidos.

Ensayo de Molish: 2mL del extracto acuoso se coloca en un tubo de ensayo y
se le afladen unas gotas de solucion de alfa-naftol al 5% en etanol. Se mezclan
y por la pared del tubo se adiciona 1mL de H2SO4 concentrado. La aparicion de

un anillo violaceo; en la interface indica una reaccion positiva.

Interferencia: Todos los metabolitos secundarios que estén en forma de

glicosidos: saponinas, quinonas, flavonoides, carotenélidos, cumarinas.
8.4.3.13.-ldentificacion de poliurdnidos.

Ensayo de Poliurénidos: a 2mL del extracto se le adicionan 10mL de alcohol.

La evidencia positiva es la aparicion de un precipitado.
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8.4.4.-Capacidad Antioxidante.

La determinacién de la capacidad antioxidante de los extractos se realizara
mediante el método del ABTS modificado de Childs y Bardsley (1975) (106),
esta técnica se basa en la reaccion del ABTS con los radicales libres totales
para formar un cromdgeno estable que presenta un maximo de absorcion a
414nm. Se realizard una curva por duplicado como la que se muestra en la

tabla no. 4.

Tabla 4.- Curva tipo para la determinacion de agentes oxidantes totales

Reg de

ABTS HO 1mM fostfatos Peroxidasa

Tubo No. ImM 0.1M 500 ug/mL
(mL) (WL) pH 6.0 (HD)

(mL)

1 0.5 0 1.49 10
2 0.5 10 1.48 10
3 0.5 20 1.47 10
4 0.5 30 1.46 10
5 0.5 40 1.45 10
6 0.5 50 1.44 10
7 0.5 60 1.43 10
8 0.5 70 1.42 10
9 0.5 80 1.41 10
10 0.5 920 1.40 10
11 0.5 100 1.39 10

Se incubaran 10 min a 37° C, se enfriaran en hielo y se examinaran a 414 nm.
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Se elabord una curva patrén como referencia de la actividad antioxidante y su

procedimiento se describe a continuacion:

Se realiz6 una curva estandar de 4&cido ascorbico con las siguientes
concentraciones: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 uL acido ascorbico, con
solucion de ABTS, H202, regulador de fosfatos y peroxidasa (Tabla no. 5). La
absorbancia se midié en un espectrofotometro Agilent 8453 a una longitud de

onda de 414 nm.

Tabla 5.- Curva tipo para acido ascorbico

Reg de Acido
ABTS Hzoz 1mM fosfatos Peroxidasa ascorbico
Tubo No. ImM 0.1M 500 ug/mL | (ML)
(mL) (ML) pH 6.0 (kL)
(mL)

1 0.5 0 1.49 10 0
2 0.5 10 1.46 10 2
3 0.5 20 1.43 10 4
4 0.5 30 1.40 10 6
5 0.5 40 1.37 10 8
6 0.5 50 1.34 10 10
7 0.5 60 1.31 10 12
8 0.5 70 1.28 10 14
9 0.5 80 1.25 10 16
10 0.5 90 1.22 10 18
11 0.5 100 1.19 10 20
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Una vez realizada la curva patron, se determinara la capacidad antioxidante de

los diferentes extractos. Primero se obtuvieron las soluciones de los extractos

empleados, se pasaron 5 mg de extracto y se disolvieron en 0.1 mL de

regulador de fosfatos.

La metodologia se inicié preparando una solucion de ABTS, posteriormente se

colocaron 30 pL de las muestras de cada extracto:

Tabla 6.- Curva tipo para cada extracto

Reg de
ABTS HO 1mM fosfatos | peroxidasa Extracto
TuboNo. | 1MM o OLM 1 500 g/mL | ()
(mL) (L) pH 6.0 (uL)
(mL)

1 0.5 0 1.46 10 30
2 0.5 10 1.45 10 30
3 0.5 20 1.44 10 30
4 0.5 30 1.43 10 30
5 0.5 40 1.42 10 30
6 0.5 50 1.41 10 30
7 0.5 60 1.40 10 30
8 0.5 70 1.39 10 30
9 0.5 80 1.38 10 30
10 0.5 90 1.37 10 30
11 0.5 100 1.36 10 30
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Enseguida se agité y se midié la absorbancia a una longitud de onda de 414

nm.

8.4.5.-Actividad antimicrobiana.
8.4.5.1.- Preparacion, esterilizacion de material y medios de cultivo.

En un matraz Erlenmeyer de 1000 mL se prepararon 900 mL de agar nutritivo
Miuller-Hinton, siguiendo las indicaciones del fabricante. Disolviéndolo

calentando con ayuda de una parrilla.

El material que asi lo requeria era envuelto con papel estraza y cinta testigo,
luego todo era esterilizado en autoclave a 121°C a 20 Ib de presion por 15

minutos.

Una vez que el agar se enfriaba aproximadamente a 40°C se procedia a vaciar
en cajas Petri con aproximadamente 10 mL del medio (en esta accion era

requerido un ambiente estéril).
Ya solidificadas las placas eran rotuladas conservandolas para su posterior uso.

Se siembran las cepas de interés: S. aureus (ATCC 6538), E. coli (ATCC
25922) en 10 mL de caldo BHI para incubar a 37°C por 18-20 horas. De esta
suspension bacteriana se realizaron diluciones para obtener el niumero de
microorganismos existentes, encontrando que se tienen 1x10° UFC/mL, de este

cultivo se tom6 1L obteniendo 1x10% UFC/mL.

Se preparan aproximadamente 500 mL de agar nutritivo dividido en dos
matraces, esterilizado, se dej6é enfriar y se sembraron las cepas (1x10°
UFC/mL).

Se vacian aproximadamente 10 mL del agar con la cepa a las cajas Petri que

se almacenaron anteriormente para obtener un volumen final de 20 mL.

Se realizan las perforaciones en el agar (3 pozos) de aproximadamente 6-7

mm.
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La concentracion para cada extracto varia dependiendo de la actividad de cada
uno: Se pesaron 6.25, 1.25, 25, 50, 100, 125, 200, 250, 400, 500, 750, 1000 y
1250 mg, agregando 500 pL de DMSO para hidratarlo. A cada pozo se
agregaron 80 pL del extracto que correspondia, resultando las concentraciones:
12.5, 25, 50, 100, 200, 250, 400, 500, 800,1000, 1500, 2000 y 2500 pg/pL.
Posteriormente se incubaron por 18 horas a 37°C.

Después de la incubacion, se examino si el organismo crece 0 no en las placas
0 en los pozos, con lo cual se determind la concentracion minima inhibitoria

(CMI) para cada extracto.

El control positivo fue sulfametoxazol/trimetoprim (800mg/160mg) a una
concentracion de 6.4ug/uL / 1.2ug/ul y como control negativo fue el agar con
dimetil sulféxido al 8.3% (DMSO 8.3%).

La presencia de bacterias en estos medios indic6 que los extractos utilizados no
inhibieron su crecimiento; por el contrario, si no se observo crecimiento,

indicaron que si cuentan con actividad antimicrobiana.
8.4.6.-Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficacia (UHPLC).

La caracterizacion de los compuestos presentes en los extractos seleccionados
se realizé utilizando el analisis por UHPLC, fueron seleccionados los que
obtuvieron mejores resultados de capacidad antioxidante y actividad
antimicrobiana: Acuoso parte aérea, etanol parte subterrdnea y metanol parte
subterranea. Se prepararon pesando 2mg agregando agua para el extracto

acuoso y para el etandlico y metandlico se agreg6 agua: acetonitrilo (50:50).

Los compuestos se determinaron en una columna Acquity UPLC® BEH C18
1.7um (2.1 x 50 mm). La fase mévil consistié en un sistema isocratico de Agua
(A) 90% y Acetonitrilo (B) 10% con los siguientes parametros: el volumen de
inyeccion fue de 3pL, el flujo se fij6 a 0.2 mL/min (muestra previamente filtrada
a través de una membrana de nylon de diametro de poro de 0.2 um), el rango
de absorcion A para los espectros UV fue de 200 a 400 nm y el periodo de

andlisis fue de 5 minutos.
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8.5.-Variables del estudio
Variable independiente.

Extractos de Jatropha dioica:

Variable: cualitativa

Para el proposito de este estudio se consider6 como extractos de Jatropha
dioica a la sustancia concentrada que se obtiene de una planta por diversos

procedimientos.
Indicador: Analisis fitoquimico

Valor: Presencia / Ausencia de metabolitos secundarios.

Variable dependiente.

Capacidad antioxidante:

Variable: cuantitativa

Se considerd como la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacién

oxidativa.

Indicador: Presencia de metabolitos secundarios (compuestos fendlicos y

terpenoides), prueba ABTS.

Valor: Porcentaje de captura y de reaccion.

Actividad antimicrobiana:

Variable: Cualitativa / Cuantitativa
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Indicador: Presencia de metabolitos secundarios (cumarinas, flavonoides,

terpenoides), prueba en micropozos.

Valor: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

8.6.-Procedimiento.

Una vez aprobado por el nlacleo basico de la maestria en Ciencias de la Salud
de la Facultad de Medicina y Nutricion, de la UJED se realizé la recoleccion e
identificacion de Jatropha dioica y se llevo a cabo la capacitacion para pruebas

de laboratorio.

Se limpié la planta y se separ6 en parte aérea y parte terrestre para secarla en
estufa durante 7 dias para comenzar los procedimientos de obtencion de
extractos: maceracion, filtracién, concentracion vy liofilizacion, para almacenarlos

en oscuridad.

Para el tamizaje fitoquimico se tomaron muestras de cada extracto para disolver
en el solvente correspondiente y realizar las pruebas para la identificacion de

cada metabolito.

En la capacidad antioxidante se prepararon una serie de tubos con solucion
ABTS, H202, reguladora de fosfatos y peroxidasa para una curva de referencia
de agentes oxidantes totales, para preparar una serie adicional con los
extractos para leer los resultados con un espectrofotdmetro a 414 nm. Ademas,
se realizdé una curva de referencia con acido ascérbico que se compard con

cada extracto.

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana se prepar6 agar nutritivo
Muller-Hinton siguiendo las indicaciones del fabricante, las cepas S. aureus
(ATCC 6538), E. coli (ATCC 25922) se sembraron en caldo BHI incubandolas a
37°C por 18-20 horas, de esa suspension se realizaron diluciones para obtener

el nimero de microorganismos existentes, obteniendo 1x10® UFC/mL. Se
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prepar6 agar y se agrego la cepa para vaciarlas a las cajas Petri. Se realizaron
3 pozos en cada caja de aproximadamente 6-7 mm y se agregd el extracto a
diferentes concentraciones. Se incubaron por 18 horas a 37°C. Después de la
incubacion, se examind si el organismo crece 0 no en las placas o en los pozos,
con lo cual se determiné la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) para cada
extracto. El control positivo fue sulfametoxazol/trimetoprim y como control

negativo fue el agar con dimetil sulféxido al 8.3% (DMSO 8.3%).

La determinacién de compuestos se realiz6 por Cromatografia Liquida de Ultra
Alta Eficacia (UHPLC), esta identificacion sélo se realizdé a los extractos que
presentaron mejores resultados de capacidad antioxidante y actividad
antimicrobiana: Metandlico y Etandlico parte subterranea y Acuoso parte aérea.
Se pesaron 2 mg del extracto agregando agua para el extracto acuoso y para el
etandlico y metandlico se agregé agua: acetonitrilo (50:50). La fase movil
consistié en un sistema isocratico de Agua (A) 90% y Acetonitrilo (B) 10% con
los siguientes parametros: el volumen de inyeccion fue de 3pL, el flujo se fijé a
0.2 mL/min (muestra previamente filtrada a través de una membrana de nylon
de didmetro de poro de 0.2 um), el rango de absorcién A para los espectros UV

fue de 200 a 400 nm y el periodo de analisis fue de 5 minutos.

8.7.-Consideraciones éticas

El Presente estudio se apeg6 a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 para el manejo

de bacterias y residuos bioldgicos infecciosos.

8.8.-Analisis de datos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Los resultados se expresaron con medidas de tendencia central y dispersién de

acuerdo a la distribucién de los datos.
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IX.-RESULTADOS.

Se realizd la recoleccion de Jatropha dioica en noviembre de 2018 en el
Poblado el Tunal, perteneciente al municipio de Durango, Dgo, con las
coordenadas: 23.961206 N, -104.716720 W. (Fig. 1)

Figura 1.- Coordenadas de la zona de recoleccion de Jatropha dioica.

Posteriormente se realizé la identificacion botanica en el herbario del Centro
Interdisciplinario de Investigacién para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR)
en el que se depositd un ejemplar de la especie con el niumero curatorial:
53889. (Fig. 2)

HERBARIO CIIDIR R
PLANTAS DE DURANGO Cl..! R\I.B
EUPHORBIACEAE

Jatropha dioica Var. dioica
MEXICO. Durango Mpio. Durango.
Poblado EIl Tunal.

23.961206 N,-104.716720 W.

Voucher de estudios fitoquimicos.

K. Quezada C.
11/11/2018

Numero curatorial:
CIIDIR 53889

N
o/

Figura 2.- Voucher de identificacion de Jatropha dioica.
63



El material vegetal se separ6 en parte aérea y parte terrestre para secarlo
durante 7 dias obteniendo 1,397.48 g de parte aérea y 1,323.68 g de parte
terrestre, para someterlos al proceso de obtencién de extractos (Fig. 3 y 4)

obteniendo los rendimientos que se detallan en la tabla 7.

Tabla 7.- Rendimiento de cada extracto.

Extracto Rendimiento (%)
Hexanico parte aérea (HPA) 0.66
Hexéanico parte subterranea (HPS) 0.47
Metandlico parte aérea (MPA) 1.16
Metandlico parte subterranea (MPS) 1.67
Etanolico parte aérea (EPA) 0.52
Etanolico parte subterranea (EPS) 0.71
Acetato de etilo parte aérea (ACPA) 0.16
Acetato de etilo parte subterrdnea (ACPS) 0.21
Acuoso parte aérea (APA) 0.85
Acuoso parte subterranea (APS) 2.03
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Figura 3.- Proceso de preparacion y secado de Jatropha dioica. a) Jatropha
dioica en zona de recoleccion, b) planta entera, c) limpieza y separacion (arriba: parte aérea,
abajo: parte subterranea), d) trituracion (arriba: parte aérea, abajo: parte subterrdnea), e)

secado.

Figura 4.- Proceso de obtencién de extractos de Jatropha dioica. a)

Macerado (arriba: parte aérea, abajo: parte subterranea), b) filtrado, c) concentrado (arriba:

parte aérea, abajo: parte subterranea), d) liofilizacion, e) almacenamiento.
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9.1.-Tamizaje fitoquimico

En la figura 5 y la tabla 8 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico

realizados a cada extracto, todos los extractos presentaron alcaloides, terpenos,

fenoles, carbohidratos y flavonoides. Ademas, los hexanicos tuvieron presencia

de resinas, el metandlico parte subterrdnea presentd resinas, azlcares

reductores y aminoacidos, el metandlico parte aérea presentd resinas y

azucares reductores, los Etandlicos tuvieron presencia de azucares reductores,

en acetato de etilo parte subterranea hubo poliurénidos y resinas, en parte

aérea resinas, los acuosos presentaron saponinas, azUcares reductores y

aminoacidos. Todos

los extractos

cumarinas y glicosidos cardiacos.

resultaron negativos para quinonas,

Tabla 8.- Resultados de tamizaje fitoquimico para cada extracto.

Extractos
Metabolitos Hexano Metanol Etanol Acegzitg de Acuoso
PA|PS|PA|PS|PA|PS|PA| PS | PA|PS
Alcaloides + + | | A | | | A | A | -
Triterpenos y
esteroides i ) ) * * + + + + +
Quinonas - - - - - - - - - -
Saponinas - - - - - - - - + +
Poliurénidos - - - - - - - + - _
Cumarinas - - - - - - - - - -
Resinas + + + + - - + + - -
Azlcares reductores | - - + + + + - - + +
Fenoles y taninos + + + + + + + + + -
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Aminoacidos libres y
. - - - + - - - - + +
Aminas
Carbohidratos + + + + + + + + + +
Glicésidos cardiacos | - - - - - - - - - -
Flavonoides + + ++ | ++ + ++ + + ++ +

El signo (-) indica ausencia de ese metabolito secundario en el extracto. El signo (+) indica

presencia de ese metabolito secundario en el extracto.

Figura 5.- Tamizaje fitoquimico de extractos de Jatropha dioica.

9.2.-Capacidad antioxidante
Para la determinacion de la capacidad antioxidante se realiz6 una curva de

referencia con &cido ascorbico que se presenta a continuacion:

% Capacidad Antioxidante

120

y =33.906x-36.687
R? =0.9945

e )] o] 5
o o o 8

% Capacidad Antioxidante
=]
(=]

o

0.0 8.6 20.3 30.3

"
o

Acido ascorbico (ug/ml)

Figura 6.- Curva estandar de acido ascorbico
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La tabla 9 muestra los resultados de capacidad antioxidante de cada extracto,
los extractos metandlico y etandlico de la parte subterranea presentaron mayor
capacidad con 90.57 y 89.99% respectivamente, seguido del acuoso parte
aérea con 88.25%, comparados con acido ascoérbico que representa el 100% de

la capacidad antioxidante (Fig. 7).

Tabla 9.- Resultados de capacidad antioxidante para cada extracto.

I’Equivalentes de Capacidad
Extracto Acido ascorbico antioxidante (%%*)
(Hg/pl)

MPS 27.47 90.57
EPS 27.29 89.99
APA 26.77 88.25
ACPS 24.69 81.41
APS 22.46 74.03
EPA 22.44 73.97
MPA 21.54 71.03
ACPA 20.68 68.17
HPS 0.20 0.67
HPA 0 0

HPA: Hexanico parte aérea; HPS: Hexanico parte subterranea; MPA: Metandlico parte aérea;
MPS: Metandlico parte subterrdnea; EPA: Etandlico parte aérea; EPS: Etandlico parte
subterranea; ACPA: Acetato de etilo parte aérea; ACPS: Acetato de etilo parte subterranea;
APA: Acuoso parte aérea; APS: Acuoso parte subterranea. *Porcentaje comparado respecto al

100% de capacidad antioxidante del acido ascorbico.
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Figura 7.- Porcentaje de capacidad antioxidante de los extractos de

Jatropha dioica contra acido ascorbico. *Porcentaje comparado respecto al 100%

de capacidad antioxidante del &cido ascorbico.

2

MR A ANG 7
Figura 8.- Resultados de capacidad antioxidante de los extractos de

Jatropha dioica. a) ensayo con acido ascérbico, b) ensayo con extractos de J. dioica.

9.3.-Actividad antimicrobiana

La tabla 10 y figura 9 muestran los resultados de actividad antimicrobiana para
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cada extracto con Staphylococcus aureus, los extractos etandlicos, metanolicos
y acuoso (parte aérea) presentaron mayor actividad obteniendo las CMI més
bajas, sin embargo, el extracto etanodlico parte subterranea fue el extracto con

mayor actividad presentando una CMI de 12.5 pg/uL.

Tabla 10.- Resultados de actividad antimicrobiana para cada extracto

contra Staphylococcus aureus

Extracto | CMI (ug/pl) | Diametro de inhibicién (mm)
EPS 12.5 8+1.41
MPS 25 9+1
APA 25 10+1
MPA 25 10.33+2.08
EPA 25 10.66+1.52

ACPA 200 10.33+0.57
HPS 100 13+1.73
ACPS 100 13.66+2.08

HPA 500 11+1
APS - NI

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria. NI: No inhibicién. Concentracion de control positivo
(Sulfametoxazol/Trimetoprima): 6.4 pg/upl / 1.2 pg/uL. Diametro de inhibicién de control positivo:
23.66 mm
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HPA HPS AEPA AEPS Control
500 pg/ul 100 pg/pl 200 pg/pl 100 pg/ul positivo

MPA MPS EPA EPS Control
25 pg/ul 25 pg/ul 25 pg/ul 12.5 pg/ul negativo

Figura 9.- Resultados de actividad antimicrobiana de los extractos de

Jatropha dioica contra Staphylococcus aureus.

La tabla 11 y figura 10 muestran los resultados de actividad antimicrobiana para
cada extracto con Escherichia coli, ninguno de los extractos presentd actividad

contra esta cepa, a pesar de probar concentraciones desde 12.5 — 2500 pg/pL.

Tabla 11.- Resultados de actividad antimicrobiana para cada extracto

contra Escherichia coli

Extracto Diametro de inhibicion (mm)
HPA NI
HPS NI
MPA NI
MPS NI
EPA NI
EPS NI
ACPA NI
ACPS NI
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APA NI

APS NI

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria. NI: No inhibicion. Concentracién de control positivo

(Sulfametoxazol/Trimetoprima): 6.4 pg/ul / 1.2 pg/pL. Diametro de inhibicién de control positivo:

23.66 mm

control
negativo

Control
positivo

Figura 10.- Resultados de actividad antimicrobiana de los extractos de

9.4.-UHPLC

Jatropha dioica contra E. coli.

En la figura 11, se muestra el cromatograma del extracto acuoso parte aérea,

donde se detectaron dos compuestos (Acido shikimico y Catequina), se

determinaron los tiempos de retencion: 0.622 minutos para Acido shikimico y

0.773 minutos para Catequina. En la figura 12 se muestran los espectros

correspondientes a cada compuesto.
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Figura 11.- Cromatograma del extracto acuoso parte aérea de J. dioica.
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Figura 12.- Espectros uv-vis del extracto acuoso parte aérea de J. dioica.
1) Acido shikimico (TR: 0.622), 2) Catequina (TR: 0.773).

En la figura 13, se muestra el cromatograma del extracto etandlico parte subterranea,

donde se detectaron tres compuestos (Acido shikimico y Catequina y Epicatequina),

se determinaron los tiempos de retencién: 0.602 minutos para Acido shikimico y

0.670 minutos para Catequina y 0.737 para Epicatequina. En

muestran los espectros correspondientes a cada compuesto.
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Figura 13.- Cromatograma del extracto etandlico parte subterranea de J.

dioica.
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Figura 14.- Espectros uv-vis del extracto etandlico parte subterranea de J.

dioica. 1) Acido shikimico (TR: 0.602), 2) Catequina (TR: 0.670), 3) Epicatequina (TR: 0.737).

En la figura 15, se muestra el cromatograma del extracto metandlico parte
subterranea, donde se detectaron tres compuestos (Acido shikimico y Catequina y
Epicatequina), se determinaron los tiempos de retencion: 0.611 minutos para Acido
shikimico y 0.678 minutos para Catequina y 0.733 para Epicatequina. En la figura 16

se muestran los espectros correspondientes a cada compuesto.
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Figura 15.- Cromatograma del extracto metandlico parte subterranea de J.

dioica.
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Figura 16.- Espectros uv-vis del extracto metandlico parte subterranea de
J. dioica. 1) Acido shikimico (TR: 0.611), 2) Catequina (TR: 0.678), 3) Epicatequina (TR:
0.733).

En general, los resultados del analisis por UHPLC han confirmado la presencia
de compuestos que le otorgan propiedades antioxidantes y antimicrobianas a

Jatropha dioica.
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X.-DISCUSION

Las propiedades farmacoldgicas de las plantas se deben principalmente a los
metabolitos 0 compuestos secundarios que contienen, los cuales ejercen sus
efectos una vez que han sido ingeridos o aplicados los contenidos en

infusiones, cataplasmas y otras preparaciones.

Una de las técnicas mas empleadas para conocer cualitativamente el contenido
de metabolitos en las plantas es el tamizaje fitoquimico, tal y como se mencioné
anteriormente, consiste en una serie de reacciones coloridas para identificar

familias de compuestos.

En el tamizaje realizado en este trabajo, se detect6 la presencia de alcaloides
en la mayoria de los extractos, nuestros resultados concuerdan con los
obtenidos por Sabandar y cols (2013), quienes mencionan que en otras
especies del género Jatropha, incluida J. dioica, también han sido aislados,

tanto en raiz y en tallo (107).

Estudios con numerosos extractos y compuestos derivados de plantas han
demostrado que los compuestos fendlicos y alcaloides son los compuestos mas
bioactivos que revelan actividad significativa. Algunos de sus componentes
actian como inhibidores del crecimiento bacteriano, algunos como inhibidores
de exopolisacaridos y otros inhiben la adherencia bacteriana. Los metabolitos
secundarios tienen una amplia gama de actividades segun la especie, la
topografia y el clima del pais de origen y pueden contener diferentes categorias
de principios activos, las variaciones en la composicion quimica modifican su

actividad antimicrobiana (108).
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También se encontraron triterpenos y esteroides en casi todos los extractos,
excepto en los hexanicos y en el metanolico parte aérea, las saponinas solo se
encontraron en los extractos acuosos y las cumarinas estuvieron ausentes en
todos los extractos. Los flavonoides y fenoles se encontraron en todos los
extractos siendo mas abundantes en los extractos mas polares; en cuanto a
fenoles y taninos solo en el extracto acuoso parte subterrdnea no fue detectado.
Los taninos se consideran metabolitos con alta eficacia antimicrobiana debido a
gue existe una fuerte influencia de estructura en funcién del potencial
antimicrobiano. Acttan inactivando y generando la pérdida de funcion de las
proteinas bacterianas como adhesinas, proteinas de transporte y enzimas

unidas a la membrana.

Los carbohidratos y azlcares reductores se encontraron presentes en el

extracto acuoso y metandlico, aminas en metanalico.

Es importante resaltar que el estudio de diterpenos en diferentes especies de
Jatropha ha ido en aumento debido a la gran variedad de estructuras
encontradas en distintas investigaciones (107,109), considerando estos

compuestos como los mas activos.

Rech Franke y cols (2006) en su estudio proponen que los compuestos
fendlicos y la vitamina C pueden competir durante el ataque de radicales libres
(110). Martinez y cols en 2014 estudiaron el efecto antioxidante vy
qguimioprotector de J. dioica y reportaron que la presencia en la raiz de
compuestos terpenoides, polifenoles, azlcares reductores y alcaloides le dan
una gran capacidad antioxidante a los extractos, suficiente para prevenir el
dafio genotdxico de manera eficaz, siendo mayor sobre aquellos que involucran

un incremento en el estrés oxidativo como parte de su efecto toxico (52).

En base a estudios previos se determino también en este trabajo, la capacidad

antioxidante de los extractos mediante la técnica modificada del radical ABTS
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propuesta por Childs y Bradsley, 1975. El orden de actividad antioxidante fue:
Metandlico parte subterrdnea > etandlico parte subterrdnea > acuoso parte
aérea > acetato parte subterranea > acuoso parte subterranea > etandlico parte
aérea > metanolico parte aérea > acetato parte aérea > hexanico parte

subterranea > hexanico parte aérea.

El efecto antioxidante fue evidente en el extracto acuoso y metandlico, sin
embargo, para el extracto hexanico resulté negativo, lo que puede indicar que
los compuestos polares son los que le confieran esa propiedad antioxidante (52,
54). A pesar de que se observo la presencia de alcaloides, triterpenos,
esteroides, fenoles, taninos y flavonoides, mismos que como se ha mencionado
son sefalados como responsables de la actividad antioxidante y antimicrobiana,
en el caso de flavonoides se realizaron cuatro pruebas, de las cuales dieron
negativas las de Rosemheim (para identificar antocianidinas), y la de
identificacion de Catequinas, ambos compuestos son los que mayor actividad
antioxidante presentan; otra razén por la cual no se obtuvo actividad
antioxidante y antimicrobiana pudiera ser la baja solubilidad del extracto al
momento de realizar las pruebas, puesto que en ambos ensayos se realiza en

fase acuosa.

Ramirez y colaboradores en 2016 determinaron el contenido de polifenoles en
extractos de Jatropha dioica, donde el total de la planta registré6 presencia de
flavonoides, mientras que para los triterpenos no se identificaron en el extracto
hidroalcohdlico del tallo, coincidiendo los resultados en la cuantificacion en un
rango de 23.0 a 44.03 pug/mL ac. gal. Siendo el extracto hidroalcohdlico de raiz
44.64% mayor a la del extracto hidroalcohdlico de tallo. Igualmente, la
capacidad antioxidante de la raiz resultdé ser 44.67% mayor a la del tallo,
concluyendo que el 89% de la capacidad antioxidante se debe a la presencia de

polifenoles en los extractos de la planta (54).
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Para los extractos hexanicos se observaron resultados negativos de capacidad
antioxidante y actividad antimicrobiana, sin embargo, en el tamizaje fitoquimico
se observo la presencia de alcaloides, triterpenos, esteroides, fenoles, taninos y
flavonoides, mismos que como se ha mencionado son sefialados como
responsables de la actividad antioxidante y antimicrobiana, en el caso de
flavonoides se realizaron cuatro pruebas, de las cuales dieron negativas las de
Rosemheim (para identificar antocianidinas), y la de identificacion de
Catequinas, ambos compuestos son los que mayor actividad antioxidante
presentan; otra razén por la cual no se obtuvo actividad antioxidante vy
antimicrobiana pudiera ser la baja solubilidad del extracto al momento de

realizar las pruebas, puesto que en ambos ensayos se realiza en fase acuosa.

Estudios previos, mostraron que la raiz de la planta presenta flavonoides y
terpenos, sefialados como posibles responsables del efecto antioxidante y
antimicrobiano en extractos acuosos y metanodlicos (111). Lo cual podria
explicar la alta actividad antioxidante presente en los extractos de raiz

obtenidos en este trabajo.

Wong-Paz y cols (2015) sefialan que los extractos de raiz de J. dioica tienen
mayor contenido fendlico que de flavonoides, que puede deberse al hecho de
que las raices de esta planta son los primeros tejidos que detectan una
condicién de déficit de agua que inducen sefiales de estrés que se traducen en
una mayor concentracion de metabolitos secundarios en el que los compuestos
fendlicos son incluidos, por esta razén, se considera que la raiz es mas activa,
coincidiendo con nuestro estudio ya que la parte subterranea tuvo los mejores

resultados para capacidad antioxidante y para actividad antimicrobiana (55).

Los estudios realizados demuestran que los metabolitos como alcaloides,
flavonoides, taninos, y otros compuestos de naturaleza fendlica son
responsables de las actividades antimicrobianas en plantas superiores (112-
114). Los flavonoides son sustancias fendlicas hidroxiladas que suelen ser
sintetizados por las plantas en respuesta a las infecciones microbianas (115), la
actividad antimicrobiana de los flavonoides puede deberse a su habilidad para
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formar interacciones proteicas con proteinas intracelulares y por la interaccion
para la formacién de complejos con las paredes celulares bacterianas que
involucra la lisis celular (116). Los terpenoides también han sido informados
como antimicrobianos debido a la capacidad que poseen de causar una
desestabilizacién en la integridad y permeabilidad de la membrana, al interferir
con la disipacion de la fuerza de los protones (117). Por lo tanto, la presencia en
el tamizaje de terpenoides y compuestos fendlicos podria explicar la actividad

tanto antimicrobiana como antioxidante observada en el presente estudio.

Quimicamente, los compuestos fendlicos (fenoles y flavonoides) son sustancias
guimicas que poseen un anillo aromatico, con uno o0 mas grupos hidroxilos con
derivados funcionales como ésteres, glicésidos entre otros (54). La forma mas
comun de encontrarlos en la naturaleza es en forma de glicésidos, siendo
solubles en agua y solventes organicos Son muy importantes para el desarrollo
y buen funcionamiento de las plantas, ya que actian como agentes protectores
contra la luz UV o contra la infeccibn por microorganismos fitopatdogenos;
ademas estos compuestos presentan propiedades relacionadas con la salud
humana, lo cual estd basado en su actividad antioxidante. Sin embargo, su
estructura influye en la actividad biolégica que estos realizan por ejemplo la
disposicion y numeros de grupos hidroxilos le otorgan mayor actividad
antioxidante, pero la sustitucion de grupos hidroxilos por glicosilacion disminuye
la actividad antioxidante.

Con respecto a la actividad antimicrobiana de los extractos, en un estudio
realizado en Jatropha dioica del estado de Hidalgo por Cortés Cabrera y cols en
2005 (118) donde se evalud la actividad antibacteriana de Jatropha dioica con
el método de inoculacién por estria, mostr6 inactividad para E. coli y actividad
para S. aureus a partir de 1000 pg/mL, la cual estuvo relacionada con la baja
concentracion de alcaloides, nula de flavonoides, baja en triterpenos y media de

saponinas.
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Segun Maguna (2006) uno de los principales mecanismos de accién propuestos
para los terpenoides consiste en la disrupcion de la membrana celular
bacteriana mediante tres posibles vias: aumentando la permeabilidad de la
membrana a iones pequefos, afectando la estabilidad estructural de la
membrana y desestabilizando el empaquetamiento de la bicapa lipidica,
cualquiera de estos tres efectos produce la muerte en la célula bacteriana (119).

Es importante resaltar que el extracto acuoso de parte subterranea no presento
actividad con ninguno de los microorganismos estudiados, por lo que se deduce
qgue el resultado negativo puede deberse a que los metabolitos con actividad
antimicrobiana se encuentran en bajas o0 nulas concentraciones,
evidenciandose en el tamizaje fitoquimico donde no hubo presencia de
alcaloides, fenoles y taninos, mismos que se han propuesto como metabolitos

con gran actividad antimicrobiana.

Vargas Segura y cols en 2018 realizaron un estudio con diversas plantas
medicinales con actividad antibacteriana contra Streptococcus mutans y
encontraron mediante HPLC que la mayoria de los extractos contenian
flavonoides y catequinas (en extracto etandlico y acuoso) que estan
relacionados al efecto antibacteriano, sintetizados en respuesta a las
infecciones microbianas en las plantas (57). Por su parte, Belmares (2013)
atribuye la actividad antimicrobiana de Jatropha dioica a la presencia de
alcaloides, flavonoides, taninos y otros compuestos fendlicos en sus extractos,
destacando que los acidos fendlicos (polifenoles) como el acido elagico inhibe
microorganismos grampositivos y gramnegativos, sin embargo, en éste estudio,
los resultados obtenidos por UHPLC no demostraron la presencia de &cido

elagico. (56).

Datos recientes indican que las bombas de eflujo estan implicadas en la
resistencia de las bacterias gramnegativas a la mayoria de los productos
naturales. en un estudio realizado con J. dioica los metabolitos encontrados
resultaron ser activos contra bacterias grampositivas en particular S. aureus, se
determind que estos metabolitos actian como inhibidores de la bomba de eflujo
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y las gramnegativas tienen una resistencia innata a multiples farmacos debido a

la presencia de flujo de salida de las bombas (118).

Dado que la eficacia antimicrobiana de los flavonoides proviene de la capacidad
de formar complejos con proteinas solubles y membranas bacterianas, la
penetracion y mantener su posicion en un microorganismo es un punto critico,
por lo tanto, la presencia de bombas de eflujo es esencial para la actividad

antimicrobiana de los flavonoides (108).

En un estudio realizado en 2011 por Dhale se encontrd que extractos a partir de
solventes organicos a concentraciones de 20 mg/mL, lograron inhibir E. coli con
un halo de inhibicion de 10 mm. Estos resultados evidencian la necesidad de
mayores concentraciones de extracto, ademas de que los resultados pueden
depender del método de extraccion y los solventes utilizados (120). Henao y
colaboradores en 2010, evaluaron la actividad antimicrobiana de los extractos
de la planta Lippia origanoides y mencionan que los extractos obtenidos por
métodos en frio presentan mayor actividad antimicrobiana que los métodos que
emplean calor concluyendo que la baja temperatura permite conservar la

actividad antimicrobiana de los extractos (121).

Cruz Carrillo y colaboradores (2010) estudiaron el efecto antimicrobiano de los
extractos etanolicos de las hojas de algunas plantas de importancia en México,
sus resultados mostraron actividad inhibitoria contra S. aureus, sin embargo,
ningun extracto mostrd actividad contra E. coli (122). Se puede suponer que los
extractos etandlicos no tienen actividad con bacterias gramnegativas,
posiblemente porgue estos microorganismos presentan compuestos anfipaticos
gue operan como bombas de expulsion de diversas sustancias, por lo cual, el
antibacteriano es expulsado de manera inmediata, sin alcanzar a cumplir su
efecto, tal como lo mencionan Domingo y Lépez (2003) (123), otra posibilidad
es que el compuesto activo no alcance el sitio blanco de accion o bien, su
estructura impida el paso del principio activo al interior de la célula bacteriana
(124).
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Vallejo y cols (2014) en su estudio sobre tamizaje antimicrobiano a 34 extractos
vegetales contra bacilos gramnegativos concluyen que las bacterias
gramnegativas poseen una resistencia intrinseca a los antibioticos mas alta que
la de las grampositivas, al comparar el efecto de extractos etandlicos y
hexénicos. Se encontré que solo generaron inhibicion significativa en la cepa
clinica de E. coli, siendo inactivas para otras bacterias gramnegativas, debido a
gue cada cepa bacteriana posee diferencias tanto fenotipicas como genotipicas
que les confieren caracteristicas propias de respuesta frente a antimicrobianos
(125).

Todo, lo anterior puede explicar la inactividad de nuestros extractos contra E.

coli.

Por su parte, S. aureus posee mecanismos de resistencia relacionados con la
activacion de una sintesis de la pared celular con hiperproducciéon de proteinas
ligadoras de penicilinas, engrosamiento de la pared y el encarcelamiento de
farmacos por hiperproduccion de los componentes de pared. Otros mecanismos
que posee la bacteria son la produccién de la enzima coagulasa que hace que
se deposite el material de fibrina sobre los cocos protegiéndoles del ataque por
las células del hospedador, producciéon de proteasas, nucleasas y lipasas que
sirven para despolimerizar las proteinas del hospedador, los &cidos nucleicos y
las grasas, el desarrollo de una via bioquimica resistente la cual puede tener
lugar por intercambio genético bloqueando el agente antimicrobiano y por eflujo
donde el microorganismo es capaz de bombear hacia afuera el antimicrobiano
que va entrando en la célula. Estudios previos han demostrado que S. aureus
posee genes que le permiten generar resistencia contra biocidas (Agentes
quimicos y antibidticos) (126) sin embargo, los extractos de Jatropha dioica
presentaron actividad contra S. aureus hallazgo importante ya que esta bacteria
es muy conocida por generar resistencia a multiples antibidticos del mercado

actual.

Se considera que la prueba de difusion en pozo los extractos exhiben mejor
desempeiio con relacion a la difusion en disco, lo que concuerda con la
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literatura, donde se indica que la adicion de los extractos en pozos realizados
en el agar, concentra y difunde mayor cantidad de éste, facilitando la evaluacién
de su potencial antibacteriano (119). A pesar de ello, se sugiere realizar otros
estudios con J. dioica que empleen otros procedimientos para la actividad
antimicrobiana y conocer si los resultados siguen siendo iguales o mejoran su

actividad.

En el presente estudio, los extractos metandlico y etandlico resultaron ser mas
activos, ademas en las pruebas de UHPLC se encontraron los mismos
compuestos, esto puede deberse a que el metanol y el etanol tienen una
polaridad muy parecida, por lo que extraen un rango de compuestos muy

similares.

Respecto a los resultados de UHPLC, se logré separar e identificar tres
compuestos: acido shikimico, catequinas y epicatequinas. El &cido shikimico es
un intermediario bioquimico importante en plantas y microorganismos, a partir
de él se forman aminoacidos y otros compuestos fendlicos arométicos mas
complejos (fenilpropanoides, flavonoides y alcaloides) con propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, antifiUngicas, antitumorales, entre otras. La
catequina y epicatequina son compuestos fendélicos que pertenecen al grupo de
los flavanoles, siendo los flavonoides mas comunes con actividad antioxidante
importante. La estructura de los flavonoides influye de manera decisiva en la
actividad biolégica que estos realizan, por ejemplo, las disposiciones
estructurales confieren mayor o menor actividad antioxidante. (127) mencionan
estos compuestos con accion antimicrobiana contra S. aureus y E. coli, aunque

en concentraciones muy elevadas en comparacion con los antibiéticos.

En respuesta a las variaciones de los resultados de este estudio con otras
investigaciones estas pueden deberse a las diferencias de recoleccion y
extraccion de la planta que influyen en la presencia y conservacion de sus
compuestos, al método de extraccion que también influye en su conservacion y
determinacién quimica, ademas los procedimientos que implican altas
temperaturas pueden causar modificaciones en los compuestos bioactivos de
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los extractos por ejemplo, los polifenoles y flavonoides son térmicamente
sensibles y las cantidades de estos compuestos pueden verse afectadas, los
cuales son importantes para el mantenimiento de sus propiedades antioxidantes
y antimicrobianas. Diversos autores concluyen que el contenido fendlico en
extractos puede ser afectado por factores extrinsecos tales como la
temperatura, pH, luz y contenido de oxigeno, lugar de colecta, entre otros (53-
55).

Los resultados de este estudio sugieren que Jatropha dioica originaria de
Durango es fuente de diversos metabolitos secundarios que poseen actividades
tanto antimicrobianas como antioxidantes, estos resultados abren la posibilidad
a nuevas investigaciones, donde puedan utilizarse los compuestos detectados
para aislarlos y probar su actividad antioxidante y antimicrobiana por separado,
siendo compuestos no detectados anteriormente. Ademas, el uso empirico de
Jatropha dioica era limitado a caida del cabello y golpes, con esta investigacion
se comprueban otros usos que se le pueden dar a la planta y aprovecharla
como una alternativa accesible y econémica al tratamiento de enfermedades

relacionadas con estrés oxidativo o con infecciones por microrganismos.
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X|.-CONCLUSION

Todos los extractos presentaron alcaloides, terpenos, fenoles,
carbohidratos y flavonoides. Ademas, los hexanicos tuvieron presencia
de resinas, el metandlico parte subterranea presentd resinas, azucares
reductores y aminoacidos, la parte aérea resinas y azucares reductores,
los etandlicos presentaron azucares reductores, en acetato de etilo parte
subterrdnea hubo presencia de poliurénidos y resinas, en parte aérea
resinas, los acuosos presentaron saponinas, azucares reductores y

aminoacidos.

Los extractos metandlico y etandlico de parte subterrdnea presentaron
mayor porcentaje de capacidad antioxidante con 90.57 y 98.99
respectivamente, seguido del acuoso de parte aérea con 88.25. Los

extractos hexanicos no presentaron capacidad antioxidante.

El extracto acuoso de parte aérea y los extractos metandlicos y
etandlicos tuvieron mayor actividad antimicrobiana contra S. aureus, sin
embargo, ninguno de los extractos probados mostré actividad contra E.

coli.

Los compuestos detectados por medio de UHPLC fueron: &cido
shikimico, catequinas y epicatequinas, considerados como compuestos

con actividades antioxidantes y antimicrobianas importantes.
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XII.-PERSPECTIVAS

La perspectiva de este proyecto es investigar mas a fondo sobre la actividad
antioxidante y antimicrobiana, empleando otras metodologias y valorar cual de
ellas aumenta su actividad, asi como un andlisis UHPLC mé&s completo
empleando distintos solventes, mayores periodos de andlisis y tipos de
extractos para conocer otros compuestos que en este estudio no se
encontraron. En un futuro, se considera importante aislar estos compuestos y

conocer sus actividades por separado.

Se considera de gran importancia proporcionar otras alternativas de tratamiento
a la poblacién, que impliquen el uso y aprovechamiento de la riqueza herbolaria

de cada pais y representen una alternativa accesible y econémica.
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