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Resumen

El presente trabajo es el primer estudio realizado en Cuba con vistas a evaluar las
potencialidades antileishmanidsicas y antimicrobianas de las hojas de Jatropha
gossypifolia L, Tuatla. El uso de plantas medicinales se ha incrementado en los
altimos tiempos como alternativa a algunos tratamientos. La leishmaniasis es
considerada una de las enfermedades mas importantes de la actualidad, para la que
carecen tratamientos efectivos. La resistencia a los antimicrobianos supone un
obstaculo importante en estos dias. En este estudio se realizaron la determinacion
de indices numéricos, el tamizaje fitoquimico de diferentes extractos de las hojas de
la planta. Se obtuvo un extracto hidroalcohdlico al cual se le realiz6 tamizaje
fitoquimico y cromatografia en columna. Se realizaron ensayos bioldgicos al extracto
y a sus fracciones frente a Leishmania amazonensis, Staphylococcus aureus,
Pseudomona aeruginosa, Eschericha coli y Candida albicans. Se obtuvo como
resultado que la droga posee indices numéricos que avalan la calidad del material
vegetal y entre sus metabolitos estan saponinas, alcaloides, quinonas, triterpenos
y/lo esteroides, acidos grasos, aminoacidos y azucares reductores. El extracto
hidroalcoholico solo mostré actividad antibacteriana frente a Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa. Las tres fracciones evaluadas mostraron actividad
parasiticida frente a L. amazonensis hasta concentraciones muy bajas, mostrando
efecto inhibidor del crecimiento que se extendi0 hasta concentraciones
considerablemente inferiores a las obtenidas para otros extractos vegetales.

Summary

The present work is the first study carried out in Cuba with a view to evaluating the
antileishmaniasic and antimicrobial potentials of the leaves of Jatropha gossypifolia
L., Tuatia The use of medicinal plants has increased in recent times as an
alternative to some treatments. Leishmaniasis is considered one of the most
important diseases of today, for which effective treatments are lacking. Resistance to
antimicrobials is a major obstacle these days. In this study, the determination of
numerical indexes was carried out, the phytochemical screening of different extracts
of the leaves of the plant. A hydroalcoholic extract was obtained, which was
subjected to phytochemical screening and column chromatography. Biological tests
were carried out on the extract and its fractions against Leishmania amazonensis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Eschericha coli and Candida
albicans. It was obtained as a result that the drug has numerical indexes that
guarantee the quality of the plant material and among its metabolites are saponins,
alkaloids, quinones, triterpenes and / or steroids, fatty acids, amino acids and
reducing sugars. The hydroalcoholic extract only showed antibacterial activity
against Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. The three fractions
evaluated showed parasiticidal activity against L. amazonensis to very low
concentrations, showing a growth inhibitory effect that extended to considerably
lower concentrations than those obtained for other plant extracts.
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Introduccion:

El empleo de plantas con fines medicinales y cosméticos se ha incrementado
significativamente en los ultimos afios. Numerosos trabajos avalan sus usos
populares, composicién fitoquimica y actividad farmacoldgica. Entre las
enfermedades en las que se investigan las potencialidades de las plantas

medicinales se incluyen las leishmaniasis y las de origen microbiano.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera la leishmaniasis como una de
las seis enfermedades tropicales de mayor importancia. Se estima que afecta a 12
millones de personas mundialmente y se le atribuyen de 20,000 a 40,000 muertes
anuales. Existen 350 millones de personas expuestas al riesgo de contraer
Leishmania, y cada afio se registran aproximadamente de 0.9 a 1.6 millones de

casos nuevos.

Ademas, no se dispone de una vacuna eficaz contra la leishmaniasis y la
guimioterapia es la unica forma efectiva para tratar todas las formas de la
enfermedad. Sin embargo, la terapia actual es toxica, costosa y la resistencia se ha
convertido en un problema grave, que ha obligado a la busqueda de nuevos agentes

antileishmaniasicos.

Por otra parte, la resistencia a los antimicrobianos es una creciente amenaza para la
salud publica, que preocupa ampliamente a paises y sectores multiples. Cada vez
mas, los gobiernos de todo el mundo comienzan a prestar atencion a un problema
tan grave que amenaza los logros de la medicina moderna. Una era post-antibiética,
en la que las infecciones comunes y las lesiones menores pueden matar, lejos de
ser una fantasia apocaliptica, es, en cambio, una posibilidad muy real para el siglo
XXI. Por tanto la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos constituye un reto

actual.

Una de las plantas que ha aumentado en interés en la actualidad es Jatropha
gossypifolia L, conocida cominmente como Tua tua, lo que se ha manifestado en el
creciente niumero de publicaciones, la elevada cantidad de metabolitos aislados y
caracterizados, asi como de diferentes actividades farmacoldgicas ensayadas in
vitro e in vivo; que incluyen actividades antinflamatoria, analgésica, antimicrobiana,
antioxidante, hipoglicemiante, anticancerigena, frente al VIH, antileishmaniasica,

entre otras.



En nuestro pais no se han encontrado publicaciones que avalen sus usos
etnomedicinales. Solo se reporta un estudio en el que se describe el empleo, en la
ciudad de Camagtiey, de la planta entera o de las hojas con diferentes fines.

En afios recientes, en el departamento de Farmacia de la Universidad Central Marta
Abreu de Las Villas (UCLV), se han iniciado investigaciones fitoquimicas,
farmacoldgicas y toxicoldgicas con el extracto hidroalcohdlico de las hojas de la
especie que crece en diferentes localidades de la region central de Cuba. Este
extracto posee actividades antinflamatoria, analgésica, antioxidante y antimicrobiana
frente a Staphylococcus aureus.

A pesar de que esta planta se muestra como un candidato promisorio a
medicamento frente a estas enfermedades, la especie cubana no se ha evaluado
frente a Leishmania y como antimicrobiano solo frente a un microorganismo. Por

estas razones seria conveniente ampliar los estudios en este sentido.
Problema cientifico:

Aunque existen reportes de la actividad antimicrobiana y antileishmaniasica de
extractos de las hojas de Jatropha gossypifolia L procedente de diferentes paises,
se dispone de limitados estudios que avalan la actividad antimicrobiana de las hojas
de la especie que crece en la region central de Cuba; y no se conoce su actividad

frente a Leishmania.
Hipotesis:
El extracto hidroalcohdlico y diferentes fracciones de las hojas de Jatropha

gossypifolia L cubana pueden mostrar actividad frente a varios tipos de

microorganismos y a Leishmania.
Objetivos:
Objetivo general:

Establecer el potencial antimicrobiano y antileihmaniasico de las hojas de Jatropha
gossypifolia L, que crece en la localidad de Casilda, municipio Trinidad; a partir de

su extracto hidroalcohdlico y diferentes fracciones.

Objetivos especificos:



Caracterizar el material vegetal en estudio en cuanto a indices farmacogndésticos
y composicion fitoquimica cualitativa.

Evaluar la actividad in vitro del extracto hidroalcohdlico del material en estudio, y
diferentes fracciones del mismo, frente a diferentes microorganismos.

Ensayar la actividad antileishmaniasica in vitro de diferentes fracciones del

extracto hidroalcoholico del material en estudio.
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Revision bibliogréfica
1.1 Jatropha gossypifolia L.
1.1.1 Clasificacion taxonémica

Reino: Plantae

Familia: Euphorbiaceae

Subfamilia: Crotonoideae

Género: Jatropha

Especie: Gossypifolia

Nombre cientifico: Jatropha gossypifolia L. (Linn)

Nombre comun: Tuatua.

Otros nombres comunes: Frailecillo, San Juan del Cobre, higuereta cimarrona,

sibidigua, pifidon negro, pifidn rojo, etc (1).

1.1.2 Descripcion botanica

Jatropha gossypifolia L es un pequefio arbusto, con hojas oscuras de color verde
oscuro o rojo violaceo, de uno a dos metros de largo por 10-12.9 cm de ancho. Sus
hojas son alternas, palmeadas y pubescentes, con un apice acuminado, una base

cordada y un margen aserrado (2-4).

Las flores son pequefias, unisexuales, moradas, de inflorescencia cimosa con caliz
de cinco pétalos, que en las masculinas pueden formar un tubo petaloide. El fruto es
pequefio, capsular con 1 cm de diametro que consta de tres surcos. Es carnoso y de
color verde cuando es inmaduro, convirtitndose en marron oscuro cuando madura.
Contiene de una a tres semillas oscuras con puntos negros y ricas en aceite (1, 5, 6)
(Anexos 1.1, 1.2, 1.3).

1.1.3 Distribucion y habitat

Tiene una distribucion muy amplia, con especies que se encuentran en Africa, India,
Sudameérica, Antillas, América Central y el Caribe (7). Es originaria de Brasil, se
encuentra en terrenos baldios, bosques y jardines. Crece en toda el Africa tropical,

excepto en las regiones secas del sur de Africay Asia.
1.1.4 Partes de la planta empleadas en ethomedicina (8-10)

Diferentes partes de esta planta, como hojas, tallos, raices, semillas y latex se

utilizan en diferentes formas de preparacion (infusién, decoccién y maceracion,



entre otros) y por diferentes rutas y formas (orales, tdpicas, bafios, etc.). Los
infformes mas frecuentes se refieren a sus actividades antiinflamatorias,
antidiarreicas,  antiocidianas, analgésicas, antipiréticas, antimicrobianas,
cicatrizantes, antianémicas, antidiabéticas y antihemorragicas, entre muchos otros

ejemplos (2, 5, 8, 9).

1.1.5 Estudios fitoquimicos y actividad farmacologica

Varios componentes quimicos han sido detectados en extractos de diferentes partes
de la planta, la literatura ha reportado, en general, la presencia de acidos grasos,
azucares, alcaloides, aminoacidos, coumarinas, esteroides, flavonoides, lignanos,

proteinas, saponinas, taninos y terpenoides.

Los estudios que muestran el potencial biolégico del extracto acuoso son raros
hasta ahora, lo cual es importante mencionar ya que el uso mas popular de esta
planta es como té (decoccién o infusion). Entre las principales actividades que se
han estudiado destacan las actividades antihipertensivas, anticancerigenas,

antimicrobianas, cicatrizantes, antiinflamatorias y analgésicas.

Accion antihipertensiva: Basado en el uso popular de tés de las raices de esta
planta y partes aéreas, se probaron los efectos hipotensivos y vasorrelajantes del
extracto etandlico. El efecto hipotensor podria atribuirse a su accion vasorrelajante,
ya que produjo un efecto relajante dependiente de la concentracion en la arteria
mesentérica privada de endotelio aislado de rata precontraida con norepinefrina o
calcio (11).

Accion antimicrobiana: La actividad antibiética de diferentes extractos de la planta
se informa con frecuencia. En general, se observo cierta actividad antibacteriana,
antifangica, antiparasitaria y antiviral. El compuesto aislado con actividad
antimicrobiana es la jatrofenona, diterpeno macrociclico, que present6é un importante

efecto antibacteriano in vitro contra Staphylococcus aureus (12).

Accién antiinflamatoria y/o analgésica: Muchos usos populares importantes de
esta planta estan relacionados con el proceso inflamatorio. Se demostr6 que el
extracto metanolico de hojas de esta especie tiene actividad antiinflamatoria aguda y
cronica sistémica significativa. La pasta de las hojas mostré una reduccion
significativa en los cambios inflamatorios locales inducidos por TPA en el modelo de

edema de oreja de raton (13, 14).



La actividad analgésica del extracto de las hojas en metanol se evaluo en la prueba
de retorcimiento inducida por acido acético en ratones, donde se observd una

inhibicion altamente significativa a dosis orales (15).

Accion hemostatica: El uso de esta planta, especialmente el latex, estd muy
extendido como agente hemostatico para prevenir los trastornos hemorragicos. Los
estudios sugieren actividad procoagulante. En cuanto al posible mecanismo de
accion, los autores sugieren que el latex precipita los factores de coagulacién
poniendo en contacto a los factores de coagulacion, y luego la activacién de la
cascada de coagulacién conduce a la generacion de trombina y se produce la
formacién de un coagulo en cuestién de segundos en comparacion con el control,

que tardé minutos en completar la coagulacion (16).

Accion anticolinesterasica: Con base en la hipotesis colinérgica, los inhibidores de
la acetilcolinesterasa son ampliamente utilizados para tratar la enfermedad de
Alzheimer. El extracto metandlico de las hojas presenté una importante actividad
anticolinesterasica (17, 18).

Accion Antioxidante: Se reporta alto contenido de fenoles, taninos y flavonoides en
las hojas que respaldé la evaluacion de su actividad antioxidante. Se utilizaron los
métodos de eliminacion de radicales libres DPPH, tiocianato férrico y éxido nitrico
para analizar la actividad antioxidante in vitro de los extractos acuoso, metandlico y
en etil-acetato. Se le atribuyé la actividad a la presencia de los flavonoides (19). Otro
estudio demostré que diferentes extractos de la planta completa (en éter de
petroleo, cloroformo, etil acetato y n- butanol) tenian solo actividad antioxidante
parcial en el ensayo DPPH y capacidad antioxidante total. Entre todos los extractos,
el de etil acetato fue el mas activo, lo que se relaciona con un mayor contenido de

compuestos fenolicos en comparacion con los demas extractos (20).

Accién anticonceptiva: En base a su uso popular, la planta se evalué por su
actividad anticonceptiva, como una alternativa a los agentes anticonceptivos orales.
El extracto de las hojas, por via oral, alter6 las principales hormonas implicadas en
la regulacion del ciclo menstrual, lo que indica su efecto anticonceptivo en ratones
(21). Al evaluar otros parametros (actividades estrogénicas y abortiva temprana), se

demostré una vez mas el efecto anti-conceptivo del extracto (22).



Accion tocolitica: Con base en la aplicacion etnofarmacolégica de la planta como
remedio tocolitico, se evaluaron los efectos del extracto etandlico y sus fracciones
sobre la contraccion del musculo liso uterino evocada por calcio. El extracto crudo vy,
en mayor medida, la fraccion cloroférmica redujeron la respuesta contractil evocada

por calcio, asi como la reduccién de las contracciones maximas (23).

Accién antineoplasica: Una de las actividades farmacoldgicas méas conocidas de
esta planta es su accion antineoplésica, que se asocia frecuentemente con el
contenido de lignoides y terpenoides. El extracto etandlico de las raices, asi como el
diterpeno aislado jatrofona, exhibieron una actividad inhibidora significativa in vitro
contra las células derivadas del carcinoma humano de la nasofaringe y la leucemia
linfocitica P-388, e in vivo contra cuatro sistemas de tumores animales estandar,
tales como el sarcoma 180, el carcinoma de pulmén de Lewis, la leucemia linfocitica

P-388 y el carcinosarcoma intramuscular Walker 256 (24-26).

Accion anestésica local: La accion anestésica local de la planta se evalud
mediante anestesia de plexo en ranas. Los autores observaron que el extracto
acuoso y el extracto de metanol (parte de la planta no especificada) presentaron una

accion anestésica significativa en comparacion con el grupo control (27).

Accion Neurofarmacologica: En el ensayo cruzado de agujeros, el extracto en
metanol a 200 y 400 mg/kg, por via oral, mostré un efecto sedante significativo en
ratones. En la prueba de placa perforada, el extracto mostré actividad ansiolitica
altamente significativa a una dosis de 200 mg/kg, mientras que la misma actividad

se observé a dosis de 400 mg/kg en la prueba de laberinto elevado (15, 28).

Accion antidiarreica: A dosis de 200 mg/kg y 400 mg/kg en ratones, el extracto
metanolico de las hojas produjo actividad antidiarreica altamente significativa,

después de la diarrea inducida por aceite de ricino (15).

Accién inmunomoduladora: Esta accion se evalu6 mediante el ensayo de
proliferacion de células de bazo de ratén in vitro y se compar6 con el extracto de
éter de petréleo de la planta entera. Los autores demostraron que tanto lignanos
sintéticos como naturales podrian modular positivamente la inmunidad del huésped,
ya que aumentaban significativamente la proliferacion de células de bazo de ratén in
vitro (29).



Accion Hepatoprotectora: A pesar de que algunos estudios han demostrado el
potencial hepatotoxico de esta planta, se realizdé un estudio para analizar la posible
accion hepatoprotectora de sus extractos en el dafio hepatico inducido por
tetracloruro de carbono en ratas. De hecho, los extractos de éter de petréleo,
metanol y agua, de las partes aéreas de la planta, presentaron una accion
hepatoprotectora significativa en este modelo (30).

1.1.6 Estudios toxicoldgicos

Las especies de Jatropha son notablemente conocidas por su potencial téxico (31).
Esta toxicidad esta relacionada principalmente con el latex y las semillas. El latex se
libera de las partes aéreas de la planta por una lesibn mecanica y es
extremadamente caustico e irritante para la piel y las membranas mucosas. Las
semillas son ricas en toxalbuminas que causan aglutinacion y hemodlisis a los
eritrocitos, asi como dafios a otros tipos de células y contienen un complejo de
resina lipoide que puede causar dermatitis (8, 9, 31). La sintomatologia consiste, en
general, en trastornos gastrointestinales (dolor abdominal, nauseas, vémitos, y
diarrea). Ademas, el curso clinico puede traer complicaciones cardiovasculares,
neuroldgicas y renales. Los casos de envenenamiento en humanos generalmente

ocurren al comer frutas y semillas.

Algunos estudios toxicolégicos han demostrado las propiedades toxicas de la planta,
mientras que otros muestran la ausencia de toxicidad. Sin embargo, es importante
observar los modelos utilizados, las dosis administradas y los tipos de extractos
empleados (disolvente y parte de la planta), entre otros aspectos, para llegar a las

conclusiones adecuadas sobre la toxicidad (32) (33).

Una evaluacioén toxicologica preclinica del extracto de etanol crudo de hojas mostré
gue presenta una toxicidad aguda oral relativamente baja en ratas Wistar (34). Se
observaron ratas tratadas con dosis Unicas de 1.2 g-5.0 g/kg por via oral durante 14
dias, y los signos mas importantes de toxicidad fueron ptosis, reduccion del peso
corporal y paralisis de los miembros posteriores. Otras alteraciones significativas
ocurrieron solo en machos tratados con dosis de 5.0 g/kg: aumento de creatinina,
aspartato aminotransferasa, niveles séricos de sodio y potasio, reducciéon de urea y
albumina, leucopenia y pequefias alteraciones en el color y consistencia de las

visceras. En la evaluacion histopatoldgica, se observo cierta alteracion en el higado



y el pulmoén solo a 5,0 g/kg, lo que sugiere una toxicidad relativamente baja del
extracto (34). Sin embargo, en el estudio toxicolégico cronico (trece semanas de
tratamiento), este extracto mostré toxicidad crénica oral significativa en ratas (35).
Los signos toxicos mas significativos indicaron una reduccion de la actividad en el
sistema nervioso central y trastornos digestivos. Otro estudio, por otra parte, que
evalud la toxicidad aguda por via oral de los extractos acuoso y etandlico de las
hojas, no mostré ningun signo de toxicidad en hasta 2 g/kg en ratas, lo que permitié

a los autores concluir que este extracto podria considerarse seguro (14).
1.2 Leishmaniasis

La leishmaniasis es causada por un protozoo parasito del género Leishmania, que
cuenta con mas de 20 especies diferentes. Se conocen mas de 90 especies de

flebotominos transmisores de Leishmania (36).

1.2.1 Leishmania spp.

Caracteristicas: Leishmania spp. incluye un conjunto de parasitos protozoarios
pertenecientes al filo Sarcomastigoforos, familia Trypanosomatidae. Se trata de
organismos esféricos u ovales, con un solo ndcleo en el citoplasma (cinetoplasto) y
un tamafo aproximado de 1,5-2,5 x 3-6 micras. Son parasitos intracelulares
obligados de muchos mamiferos, se alimentan por difusiéon del contenido del

citoplasma de la célula hospedadora y se reproducen por fision binaria.

Ciclo vital: Comienza cuando la hembra de la mosca de la arena (mosquito), que
actia como vector, inocula la forma infectiva del parasito (promastigote metaciclico)
al picar a un animal mamifero. Dentro de los macréfagos del mamifero infectado el
parasito se transforma en amastigote (de morfologia redondeada u ovalada, sin
flagelo), se multiplica activamente, se libera por lisis del macrofago e infecta nuevos
macrofagos. El ciclo continda cuando un nuevo mosquito pica al animal infectado,
en el tubo digestivo del mosquito, el parasito se transforma en promastigote (de
morfologia alargada y con un flagelo apical), se multiplica activamente y, tras un
periodo de 6 a 8 dias, migra hacia la faringe y la cabeza del mosquito, donde se
transforma en la forma infectiva (promastigote metaciclico) cerrandose el ciclo
(Anexo 1.4) (37).

Mecanismo de propagacion y transmisién
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La transmisién se produce por la picadura de la hembra de la mosca de la arena,
mosquito perteneciente a los géneros Phlebotomus (Europa, Asia y Africa) y
Lutzomyia (América). También se puede producir la transmisidén por contacto sexual,
transfusiones de sangre y por inoculacion accidental debida a un pinchazo, o a una
lesion con material contaminado con el estado infectante del parésito (promastigote
metaciclico). Hay unas 70 especies animales, entre ellas el hombre, que son
reservorios naturales de la Leishmania (38, 39).

1.2.2 Formas de presentarse la leishmaniasis
La enfermedad se presenta en tres formas principales:

e Leishmaniasis visceral (también conocida como kala azar): En mas del
95% de los casos es mortal si no se trata. Se caracteriza por episodios
irregulares de fiebre, pérdida de peso, hepatoesplenomegalia y anemia. Es

endémica en el subcontinente indio y Africa oriental.

e Leishmaniasis cutanea: Forma mas frecuente de la enfermedad. Produce
en las zonas expuestas del cuerpo lesiones cutaneas, sobre todo ulcerosas,

gue dejan cicatrices de por vida y son causa de discapacidad grave.

o Leishmaniasis mucocutanea: Conduce a la destruccion parcial o completa

de las membranas mucosas de la nariz, la boca y la garganta.

1.2.3 Principales regiones afectadas por la enfermedad

Reqion de Africa de la OMS: Las formas visceral, cutdnea y mucocutanea son endémicas

en Argelia y muy endémicas en los paises de Africa oriental. En esta zona, los brotes de

leishmaniasis visceral son habituales.

Reqgidn de las Américas de la OMS: La epidemiologia de la leishmaniasis cutanea en las

Ameéricas es muy compleja, pues se observan variaciones en los ciclos de transmision, los
reservorios, los fleb6tomos vectores, las manifestaciones clinicas y la respuesta al
tratamiento. Ademas, hay varias especies de Leishmania en la misma zona geogréfica.

Brasil concentra el 90% de los casos de leishmaniasis visceral en esta region.

Regién del Mediterrdneo Oriental de la OMS: Se concentra el 70% de los casos de

leishmaniasis cutanea del mundo. La visceral es endémica en Irak, Somalia y Sudan.
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Reqion de Europa de la OMS: La cutanea y la visceral son endémicas en esta region.

También hay casos importados, principalmente de Africa y de las Américas.

Region de Asia Sudoriental de la OMS: La visceral es la principal forma de la

enfermedad en esta Region, y la cutanea es también endémica. Es la Unica region donde

hay una iniciativa regional para eliminar la visceral como problema de salud publica.

1.2.4 Principales factores de riesgo

Los principales factores de riesgo incluyen: condiciones socioeconémicas,

malnutricion, movilidad de la poblacion, cambios ambientales, cambio climéatico.

1.2.5 Tratamiento

El tratamiento depende de varios factores, como la forma de la enfermedad, las
afecciones comorbidas, la especie del parasito y la ubicacion geografica. Se puede
tratar y curar, pero para ello es necesario un sistema inmunitario competente, dado
gue los medicamentos, por si solos, no son capaces de eliminar el parasito del

organismo. De ahi el riesgo de recidiva en caso de inmunodepresion.

El nimero de casos de enfermedad en el mundo va en aumento debido al
inadecuado control de vectores y reservorios en las zonas endémicas, la coinfeccion
con VIH (40), el desplazamiento de las poblaciones, el deterioro de las condiciones
sociales y economicas en zonas peri-urbanas, la desnutricion, y el impacto reciente
de los cambios climaticos que inciden en la distribucion y el comportamiento de los
vectores implicados en la transmision de distintas enfermedades, entre estas, la

leishmaniasis (41, 42).

Las leishmaniasis son enfermedades de alto impacto, consideradas como
desatendidas o rezagadas y que afectan a los sectores mas vulnerables y
marginales de la poblacién, por lo que se hace necesaria la produccion de nuevos

farmacos, asequibles en los paises subdesarrollados, para su tratamiento (41) (36).

1.2.6 Métodos para evaluar la actividad leishmanicida
1.2.6.1 Ensayos sobre promastigotes

Los promastigotes flagelados se multiplican en el intestino medio del vector
hematéfago de la mosca de los fleb6tomos, después de lo cual se someten a

modificaciones en el desarrollo, que terminan con la generacion de formas
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metaciclicas, una fase infecciosa no adherente que infecta al macréfago de los
mamiferos. Este desarrollo secuencial también se demostr6 en cultivo: los
promastigotes de cultivos en fase logaritmica son esencialmente avirulentos,
mientras que los cultivos en fase estacionaria contienen promastigotos infecciosos
que exhiben propiedades similares a las formas metaciclicas detectadas en los
fleb6tomos (43).

Por lo tanto, las pruebas de inhibicion del crecimiento generalmente se han

realizado en promastigotos metaciclicos tempranos.
A. Conteo directo

El recuento directo consiste en la evaluacion de la actividad leishmanicida del
farmaco a través de un microscopio de fase invertida para determinar la presencia y
la motilidad de los promastigotes, que se examinan en un hemocitometro (44-46).
Los protozoos inmoviles también se evaluan como no viables mediante el uso de
tinciones vitales como el azul tripan y el rojo neutro (46). Después de la incubacion
de parasitos con diluciones en serie del farmaco, se calculan los valores de
concentracion inhibitoria media (ICso) de los compuestos que poseen actividad
antileishmanial. Ademas, como control de la no reversibilidad de la actividad
leishmanicida del compuesto ensayado, es posible afiadir medio nuevo a los cultivos
al final del tiempo de incubacion y evaluar un segundo tratamiento de los protozoos
con el compuesto a analizar, y luego repetir la evaluacion microscopica (46). Este
ensayo tiene la ventaja de no requerir equipamiento caro, pero lleva mucho tiempo y

resulta €engorroso.

B. Métodos colorimétricos

a) Alamar azul

El azul de Alamar es un indicador de oxidacion-reduccion que no es téxico para las
células, incluso durante largos tiempos de incubacién; se reduce, y cambia su color
de azul a rojo en células vivas. Entre los ensayos colorimétricos empleados para el
cribado de farmacos contra promastigotes, se evalué una prueba con azul de
Alamar. La lectura colorimétrica es realizada por densidad 6ptica a 550 nm. Por lo
tanto, el efecto de los medicamentos se cuantifica fotométricamente sin la necesidad

de contar, a través de la correlacién de numero de promastigotes con la absorbancia
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del azul de Alamar. Cabe sefialar que la evaluacion fluorométrica del azul de Alamar
también es posible (47).

Este es un ensayo simple, en un solo paso, para evaluar la actividad parasiticida de
los compuestos en sistemas de deteccion a gran escala. También para la deteccion
de farmacos contra Leishmania spp (48).

b) Actividad de fosfatasa acida

La dosificacion de la actividad de la fosfatasa acida también se emplea para evaluar
el crecimiento del parasito en presencia de farmacos (49, 50). Después de la
incubacién de promastigotes cultivados con diluciones seriadas de los farmacos, las
células se lisan y el crecimiento se mide a través de la actividad de la fosfatasa
acida mediante la adicion de fosfato de p-nitrofenilo. Después de detener la reaccion
enzimatica, la densidad Optica puede leerse a 405 nm. La hidrdlisis enzimatica del p-
nitrofenil fosfato, monitoreado por un lector de placas de microtitulacion, es un
sustituto confiable para el recuento de células del parasito. El ensayo es simple,
economico y altamente reproducible, lo que permite la deteccion rapida de

candidatos para nuevos medicamentos contra estos parasitos.
c) Ensayo MTT

La reduccion de 3- (4.5-dimetiltiazol-2-il) -2.5-difenil-tetrazolio bromuro (MTT) a
formazano insoluble se ha empleado como un parametro de viabilidad del parasito
en respuesta a las drogas. Después de la adicion de MTT a parasitos incubados con
farmacos, la reaccion se detiene con isopropanol al 50% y dodecilsulfato de sodio al
10% vy la densidad o6ptica relativa se determina a 570 nm usando un lector de
microplacas. Desafortunadamente, la prueba de MTT puede no ser precisa debido a
la interaccion de algunos farmacos como la meglumina antimoniada con tetrazolio,
gue puede tener efectos sobre la actividad del farmaco (51). Ademas, el método
MTT tiene el inconveniente de que el complejo formazano precipita dentro de los
parasitos, y debe ser extraido por desnaturalizantes antes de que se puedan realizar
las mediciones, posiblemente causando dafio a los parasitos. Al usar el sustrato
sintético, 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) - 2- (4-sulfonil) -2H-
tetrazolio (MTS), el procedimiento de extraccion se elimina a medida que el

colorante tipo formazan se libera espontaneamente en el medio (52).

C. Citometria de flujo
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La viabilidad y proliferacion de promastigotes de Leishmania infantum expuestos a
farmacos se evalia mediante el uso de dos métodos de citometria de flujo
complementaria. El primero es un método cuantitativo para medir la division celular
usando tincion con éster succinimidilico de diacetato de 5,6-carboxifluoresceina
(CFSE), y la segunda, viabilidad celular evaluada mediante doble tinciéon con la
membrana permeable tincién nuclear, SYBR-14 y yoduro de propidio (PI). El PI es
un fluorocromo especifico del ADN incapaz de cruzar membranas intactas de
células vivas, por lo que la determinacién de su exclusién es un método estandar
para evaluar la viabilidad celular en experimentos de clasificacion celular (53, 54).
La citometria de flujo, combinada con Pl como colorante supravital, también se usa
para estudiar la susceptibilidad del promastigote de Leishmania panamensis ante el
antimoniado de meglumina, el estibogluconato de sodio y la pentamidina (55). Este
ensayo es adecuado para medir la susceptibilidad a promastigotes de este
microorganismo solo a pentamidina, y podria ser util para monitorear ensayos
clinicos con este farmaco y facilitar la identificacion rapida del aislado natural

resistente a pentamidina.
D. Promastigotes transgénicos

El uso de genes informadores como la luciferasa de luciérnaga, o el gen de la
proteina fluorescente verde ha facilitado considerablemente la deteccién de agentes
antimicrobianos contra patdégenos intracelulares como Mycobacterium tuberculosis
(56, 57), Trypanosoma cruzi (58) y Toxoplasma gondii (59). La proteina verde
fluorescente (GFP) es una molécula intrinsecamente fluorescente obtenida de la
medusa Aequorea victoria, que se presenta como un reportero conveniente en
muchas aplicaciones en organismos eucarioticos (60-62). Al usar GFP, Leishmania
amazonensis genera promastigotos transgénicos, con brillo medible en placas de
microtitulacién de pocillos en un ensayo espectro fluorométrico (63). Este ensayo se
evalla para probar farmacos cinéticamente y de una manera dependiente de la
concentracion en condiciones de cultivo de microplacas y permite un analisis en
tiempo real de agentes antileishmaniales con promastigotos in vivo.Por otro lado,
para este tipo de ensayo, se necesita un laboratorio capaz de realizar la ingenieria

genética.

E. Citometria de flujo por promastigotes transgénicos
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Los promastigotes transgénicos, obtenidos por electroporacion del vector de
expresion pXG-GFP y analizados por citometria de flujo para cuantificar la
fluorescencia de GFP intracelular, se usan como células diana para el cribado in
vitro de medicamentos antileishmanianos (54, 61). La proporcion de células muertas
se determina mediante la adicion de PI. Los resultados han demostrado la utilidad
de la expresion de GFP citoplasmica en parasitos de Leishmania transgénicos como
una herramienta para controlar la inhibicién inducida por farmacos por citometria de
flujo. El ensayo basado en GFP proporciona una evaluacion rapida y en tiempo real
de los cambios en la expresion de proteinas celulares a lo largo del tiempo, no
requiere preparacion adicional y se puede utilizar para realizar cribado a gran
escala.

F. Incorporacion de nucleotidos radiactivos

La captacion de 3 [H] timidina es un método establecido para evaluar la viabilidad en
estudios de inhibicion en Leishmania (64) y Trypanosoma (65, 66). Este ensayo se
ha empleado para evaluar la inhibicion inducida por farmacos contra promastigotes
de Leishmania y amastigotes axénicos (67). Después de la incubacion con los
farmacos, los parasitos se cuentan en un contador de centelleo liquido utilizando 3
[H] timidina. Esta prueba tiene la desventaja de involucrar nucleoétidos radiactivos,

por lo que no es facil de realizar y puede presentar riesgos para los trabajadores.
1.2.7.2 Ensayos sobre amastigotes intracelulares

Los métodos que emplean amastigotes intracelulares (Al) no son tan faciles de
realizar como los ensayos con promastigotes porque requieren cultivos celulares.
Sin embargo, hay un acuerdo general sobre la conveniencia de usar Al, que es la
etapa del parasito clinicamente relevante presente en el mamifero huésped, en

ensayos de susceptibilidad farmacoldgica in vitro.
A. Conteo directo

Se han empleado ensayos de conteo directo después de la tincidén para evaluar la
actividad del farmaco hacia amastigotes intracelulares obtenidos por infeccion de
lineas celulares monocito-macrofago (50, 68, 69). Las células infectadas, cultivadas
en un sistema de camara deslizante, se tifien con tincion de Diff Quik o Giemsa, y la
actividad del farmaco se evalla microscopicamente, determinando el porcentaje de

células infectadas y el nimero de amastigotes por célula mediante el examen de 50-
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300 macrofagos. ICsp se determina sobre la base del nimero promedio de
amastigotes/macroéfagos.

B. Citometria de flujo

Se pueden emplear muchos colorantes fluorescentes para el ensayo de citometria
de flujo, pero no todos dan buenos resultados.

1.2.7.3 Ensayos sobre amastigotes axénicos

Dado que los ensayos de amastigotes intracelulares son técnicamente mas dificiles
y mas costosos, se desarrollé un sistema para el cultivo in vitro de amastigotes en
condiciones axénicas (70) y se utilizé para realizar pruebas de deteccion in vitro de
farmacos (51, 71-73).

En un estudio basado en la inhibicién del crecimiento del parasito, se describe el
desarrollo y la validacion de este sistema de amastigotes axénicos, comparando la
susceptibilidad a diferentes farmacos antileishmania de promastigotes, amastigotes
axeénicos y amastigotes intracelulares. Los amastigotes axénicos se pueden contar
directamente con un hemocitometro o un contador celular (71). El ensayo de
amastigotes axénicos es técnicamente mas facil, menos costoso vy
significativamente mas rapido, tanto en términos de horas de personal, como de

duracion total del ensayo que el ensayo amastigoto intracelular.

Sin embargo, algunas limitaciones de este método son la imposibilidad de reproducir
el modelo in vivo de actividad del farmaco, la falta de informacién sobre el
comportamiento de los macrofagos durante el tratamiento con farmacos y su posible

influencia en la actividad del farmaco o el posible dafio recibido por toxicidad.

El ensayo MTT también se empled para amastigotes axénicos (51, 72). Ademas, se
evaludé un ensayo de luminiscencia sobre amastigotes axénicos transgénicos. Para
la transformacion del ADN, el plasmido pSPaLUC (vector episomal que expresa
LUC) se introduce en amastigotes axénicos mediante electroporacién. Luego se
cultivan las células y después de 24 h se mide la actividad de la luciferasa utilizando

un luminémetro de placa de microtitulacion (73, 74).

1.3 Microorganismos

Bacterias
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Las bacterias son microorganismos procariotas que presentan un tamafio de unos
pocos micréometros (por lo general entre 0,5 y 5 ym de longitud) y diversas formas,
incluyendo filamentos, esferas (cocos), barras (bacilos), sacacorchos (vibrios) y
hélices (espirilos). Las bacterias son células procariotas, por lo que, a diferencia de
las células eucariotas (de animales, plantas, hongos, etc.), no tienen el ndcleo
definido ni presentan, en general, organulos membranosos internos. Generalmente
poseen una pared celular y esta se compone de peptidoglicano. Muchas bacterias

disponen de flagelos o de otros sistemas de desplazamiento y son moviles (75).

Estas son los organismos méas abundantes del planeta. Son ubicuas, se encuentran
en todos los habitats terrestres y acuéticos; crecen hasta en los mas extremos como
en los manantiales de aguas calientes y &cidas, en desechos radioactivos (76), en
las profundidades tanto del mar como de la corteza terrestre. Algunas bacterias
pueden incluso sobrevivir en las condiciones extremas del espacio exterior. Se
estima que se pueden encontrar en torno a 40 millones de células bacterianas en un
gramo de tierra y un millon de células bacterianas en un mililitro de agua dulce. En

total, se calcula que hay aproximadamente 5x10% bacterias en el mundo (77).

En el cuerpo humano hay aproximadamente diez veces mas ceélulas bacterianas
gue células humanas, con una gran cantidad de bacterias en la piel y en el tracto
digestivo (78).

Solo una pequefa fraccion de las bacterias causan enfermedades en los seres
humanos: de las 15919 especies registradas en la base de datos de NCBI, solo 538
son patégenas (79). Aun asi son una de las principales causas de enfermedad y
mortalidad humana, causando infecciones tales como el tétanos, la fiebre tifoidea, la

difteria, la sifilis, el célera, intoxicaciones alimentarias, la lepra y la tuberculosis.

Cada especie de patdgeno tiene un espectro caracteristico de interacciones con sus
huéspedes humanos. Algunos organismos, tales como Staphylococcus o
Streptococcus, pueden causar infecciones de la piel, pulmonia, meningitis e incluso
sepsis, una respuesta inflamatoria sistémica que produce shock, vasodilatacion
masiva y muerte (80). Sin embargo, estos organismos son también parte de la flora
humana normal y se encuentran generalmente en la piel o en la nariz sin causar

ninguna enfermedad.
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Las infecciones bacterianas se pueden tratar con antibioticos, que se clasifican
como bactericidas, si matan bacterias, o como bacterioestaticos, si solo detienen el
crecimiento bacteriano. Existen muchos tipos de antibiéticos y cada tipo inhibe un

proceso que difiere en el patdégeno con respecto al huésped (81).

1.3.1 Staphylococcus aureus

En una serie de observaciones clinicas y estudios de laboratorio publicados en 1880
y 1882, Ogston describié la enfermedad estafilocdcica y su papel en la sepsis y la
formacion de abscesos (82, 83). Mas de 100 afios después, Staphylococcus aureus
sigue siendo un patégeno versatil y peligroso en humanos. Las frecuencias de
infecciones estafilocdcicas, tanto adquiridas en la comunidad como adquiridas en el
hospital, han aumentado constantemente, con pocos cambios en la mortalidad
general. El tratamiento de estas infecciones se ha vuelto mas dificil debido a la

aparicion de cepas resistentes a multiples farmacos.
A. Colonizacion e infeccion

Los humanos son un reservorio natural de Staphylococcus aureus. Entre el 30% y el
50% de los adultos sanos estan colonizados, con un 10-20% colonizados
persistentemente (84, 85). Tanto los aislados sensibles a la meticilina, como los
resistentes a la meticilina, son colonizadores persistentes (85, 86). Las personas
colonizadas con esta bacteria tienen un mayor riesgo de infecciones posteriores
(87). Las tasas de colonizacion por estafilococos son altas entre los pacientes con
diabetes tipo 1 (88), usuarios de medicamentod intravenosos (89), pacientes en
hemodialisis (90), pacientes quirargicos (91, 92), y pacientes con el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (93). Pacientes con defectos cualitativos o cuantitativos
en la funcion leucocitaria también tienen un mayor riesgo de enfermedad por

estafilococos (94).
B. Patogenia de la enfermedad estafilococica

La virulencia de la infeccion por Staphylococcus aureus es notable, dado que el
organismo es un comensal que coloniza las axilas, la vagina, la faringe o las
superficies dafiadas de la piel (84, 85). Las infecciones se inician cuando una
ruptura de la piel o la barrera mucosa permiten al estafilococo acceso a tejidos

contiguos o al torrente sanguineo.
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C. Respuesta del huésped a lainfeccion

El hallazgo patoldgico tipico de la enfermedad estafilococica es la formacion de
abscesos. Los leucocitos son la principal defensa del huésped contra la infeccién
por la bacteria (95). La migracién de los leucocitos al sitio de la infeccion resulta de
la expresion orquestada de las moléculas de adhesion en las células endoteliales.
Este proceso mediado por citocinas es provocado por bacterias y macrofagos
basados en tejidos. Después de la infeccion, las citocinas se pueden demostrar
primero dentro de los vasos, extendiéndose a los tejidos a medida que las células
inflamatorias migran a los sitios de infeccién (96).

D. Enfermedades causadas por S. aureus (97-99)

Entre las enfermedades se incluyen: bacteremia, endocarditis, infecciones
metastasicas (97, 100, 101), septicemia (102) y sindrome de shock téxico (103,
104).

1.3.2 Pseudomonas aeruginosa

La Pseudomonas aeruginosa (PAE) es uno de los patégenos nosocomiales que
muy frecuentemente causa enfermedad severa en los pacientes criticos, tanto en
inmunocomprometidos (cancer, neutropénicos, enfermedades inmunoldgicas, etc.)
como en inmunocompetentes. La mayoria de los estudios indican una tasa de

mortalidad atribuible de aproximadamente el 34% a las infecciones por PAE.

La PAE es la especie mas patogénica dentro de la familia Pseudomonadaceae, es
un Gram negativo con forma de bastoncitos finos con una longitud aproximada de

1a 3 umdelargoy 0,5 a 1,0 ym de ancho.

Es un microorganismo gue causa infecciones en la mayoria de los sitios del cuerpo,
0 coloniza cualquier lugar sometido a una injuria. Tiene un gran potencial para
causar enfermedad, que dependera de la inmunidad innata o adquirida del huésped,
el lugar de la infeccién, y las comorbilidades, para nombrar sélo algunas de las
condiciones que van a determinar si la virulencia bacteriana sera un factor mayor o

menor en el desarrollo de la infeccion (105).
A. Mecanismo de propagacion y transmision

La transmision se produce principalmente a través del contacto de la piel lesionada

o reblandecida, y de las mucosas con el agua o con los objetos contaminados.
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Constituyen una fuente de infeccion para los pacientes el instrumental quirdrgico, los
respiradores, los catéteres o las manos del personal sanitario contaminadas, entre
otros (106, 107).

B. Infeccion (108, 109)

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista que rara vez causa
enfermedad en individuos sanos; en el caso de producirse esta, suele manifestarse

como:

e Infecciones dérmicas: Puede causar foliculitis (foliculitis de la bafiera), que se
caracteriza por la aparicion de papulas pruriginosas en la zona lateral del
tronco y/o en las zonas axilar, inguinal, pubica, etc., estando asociada al
contacto prolongado con agua contaminada. También puede ocasionar el
sindrome de la uiia verde (cloroniquia).

e Neumonia: Producida por la inhalacion de bioaerosoles de agua o fluidos
contaminados. La infeccidbn en personas sanas es extremadamente rara,
siendo el prondstico muy grave.

e Otitis externa (otitis del nadador): Infeccibn del canal auditivo externo
ocasionada por contacto prolongado con agua contaminada.

e Infeccion ocular: Asociada principalmente a la contaminacion del liquido
utilizado para la limpieza de las lentes de contacto, pudiendo causar una
gueratitis que puede resultar en la perforacion y derretimiento corneal, en la

infeccion de cicatrices o, incluso, en la pérdida de vision del ojo infectado.

1.3.3 Escherichia coli

Por lo general, las bacterias Escherichia coli viven en los intestinos de las personas
y de los animales sanos. La mayoria de sus variedades son inofensivas o causan
diarrea breve en términos relativos. Sin embargo, algunas cepas particularmente
peligrosas, como la Escherichia coli 0157:H7, pueden causar colicos abdominales

intensos, diarrea con sangre y vomitos.

Se puede estar expuesto a la Escherichia coli proveniente del agua o de los
alimentos contaminados, sobre todo de los vegetales crudos y de la carne de res

molida poco cocida. Los nifios pequefios y otros adultos corren un riesgo mas

21



elevado de manifestar una forma de insuficiencia renal que puede poner en riesgo la

vida, denominada «sindrome urémico hemolitico».
A. Sintomas

Los signos y sintomas de la infeccion normalmente comienzan tres o cuatro dias
después de la exposicion a la bacteria, aunque se puede enfermar tan pronto como
el dia siguiente 0 mas de una semana después. Estos son algunos de los signos y
sintomas: diarrea, que puede variar de leve y liquida, a grave y con sangre, célicos

abdominales, dolor o sensibilidad y nduseas y vomitos en algunas personas
B. Causas

Entre las muchas cepas de Escherichia coli, solo unas pocas provocan diarrea. Un
grupo de esta, que incluye O157:H7, produce una toxina muy potente que dafa el
revestimiento del intestino delgado, lo que puede causar diarrea con sangre. Puede
provocar una infeccion aunque se ingiera en pequefias cantidades. Las fuentes
potenciales de exposicion son los alimentos y agua contaminados y el contacto

persona a persona.
C. Factores de riesgo
Los factores de riesgo son:

e Edad. Los nifios pequefios y los adultos mayores corren un mayor riesgo de
padecer una enfermedad provocada por Escherichia coli, asi como
complicaciones mas graves a causa de la infeccion.

e Sistemas inmunitarios debilitados. Las personas que tienen sistemas
inmunitarios debilitados, debido al sida, o a medicamentos para tratar el
cancer, o para prevenir el rechazo de los trasplantes de 6rganos.

e Comer ciertos tipos de alimentos. Los alimentos mas riesgosos son las
hamburguesas mal cocinadas; la leche, el jugo de manzana o la sidra sin
pasteurizar; y los quesos blandos elaborados con leche cruda.

e Disminucion de los niveles de acido estomacal. El acido estomacal ofrece
cierta proteccion contra la Escherichia coli. Si se toman medicamentos para
reducir los niveles de acido estomacal, se puede aumentar el riesgo de

padecer una infeccidn por esta bacteria (110).

Hongos
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El término fungi designa a un grupo de organismos eucariotas entre los que se
encuentran los mohos, las levaduras y los organismos productores de setas. Las
levaduras son hongos que forman sobre los medios de cultivo colonias pastosas,
constituidas, en su mayor parte por células aisladas que suelen ser esféricas,

ovoideas, elipsoideas o alargadas (111).

1.3.4 Candida albicans

Es un hongo dimorfico perteneciente al Phylum Ascomycota, que presenta
pseudohifas, hifas y blastoconidios subesféricos (3-8 x 2-7 um). Asociada a
animales de sangre caliente, este saprobio coloniza la vagina y los tractos digestivo
y respiratorio humanos. Puede infectar la piel, ufias y membranas mucosas, pero la
presentacion diseminada que se desarrolla en pacientes imunodeprimidos es la

complicacion mas seria de la enfermedad.

La candidiasis invasora es una enfermedad de etiologia fangica que presenta una
creciente incidencia, afectando sobre todo a pacientes inmunocomprometidos
(transplantados, neutropénicos, enfermos de SIDA, etc.), hospitalizados de larga
duracion, pacientes sometidos a cirugia extensa, cateterizados o sondados y

pacientes que siguen una terapia antibiotica de amplio espectro.
A. Caracteristicas clinicas

Las infecciones por candida afectan distintas partes del cuerpo de distintas
maneras. La muguet o candidiasis oral es una infeccion por hongos que causa
manchas blancuzcas en la boca. La esofagitis es muguet (candidiasis oral), que se
disemina hacia el es6fago. La esofagitis puede hacer que tragar sea dificil o
doloroso. Las mujeres pueden tener infecciones vaginales por candida, con picazon,
dolor y secrecion. Las infecciones en la piel por candida causan picazén y

erupciones cutaneas. La candidiasis en la sangre puede poner la vida en peligro.
B. Tratamiento

Los antimicéticos pueden eliminar las infecciones por candida en la mayoria de las
personas. Si se tiene el sistema inmunolégico debilitado, el tratamiento puede ser
mas dificil (112).

1.4. Métodos in vitro para evaluar la actividad antimicrobiana
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1.4.1 Métodos de difusidn
A. Método de difusion en disco de agar

La prueba de difusion en disco de Agar, desarrollada en 1940 (113), es el método
oficial utilizado en muchos laboratorios clinicos de microbiologia para las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana de rutina. Hoy en dia, muchos estandares aceptados
y aprobados son publicados por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

para la prueba de bacterias y levaduras (114).

En este procedimiento bien conocido, las placas de agar se inoculan con un in6culo
estandarizado del microorganismo de prueba. Luego, se colocan discos de papel de
filtro (de aproximadamente 6 mm de didmetro), que contienen el compuesto de
prueba a la concentracién deseada, en la superficie del agar. Las placas Petri se
incuban en condiciones adecuadas. Generalmente, el agente antimicrobiano se
difunde en el agar e inhibe la germinacion y el crecimiento del microorganismo de
prueba, y luego se miden los diametros de las zonas de crecimiento de la inhibicion.
El antibiograma proporciona resultados cualitativos, clasificando las bacterias como
susceptibles, intermedias o resistentes (115). Por lo tanto, es una herramienta de
tipado basada en el fenotipo de resistencia de la cepa microbiana probada, sus
resultados también guian a los médicos en la seleccién apropiada de tratamientos
empiricos iniciales, y antibioticos utilizados para pacientes individuales en

situaciones particulares (116).

Sin embargo, dado que la inhibicidn del crecimiento bacteriano no significa la muerte
bacteriana, este método no puede distinguir los efectos bactericidas vy
bacteriostaticos. Ademas, el método de difusion en disco de agar no es apropiado
para determinar la concentracion inhibidora minima (MIC), ya que es imposible
cuantificar la cantidad del agente antimicrobiano difundido en el medio de agar. Sin
embargo, se puede calcular una MIC aproximada para algunos microorganismos y

antibidticos comparando las zonas de inhibicion con algoritmos almacenados (117).

Este ensayo ofrece muchas ventajas sobre otros métodos: simplicidad, bajo costo,
la capacidad de probar cantidades enormes de microorganismos y agentes
antimicrobianos, y la facilidad para interpretar los resultados proporcionados.
Ademas, varios estudios han demostrado el gran interés en pacientes que sufren de

infeccion bacteriana de una antibioterapia basada en el antibiograma del agente
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causal (118). Este hecho se debe a la buena correlacion entre los datos in vitro y la

evolucion in vivo (116).

Las ventajas ya mencionadas han contribuido a su uso comun para el cribado de

extractos de plantas, aceites esenciales y otros farmacos (119-122).
B. Método de gradiente antimicrobiano (E test)

El método del gradiente antimicrobiano combina el principio de los métodos de
dilucién con el de los métodos de difusion para determinar el valor de MIC. Se basa
en la posibilidad de crear un gradiente de concentracion del agente antimicrobiano
probado en el medio de agar. En el procedimiento, una tira impregnada con un
gradiente de concentracion creciente del agente antimicrobiano de un extremo al
otro se deposita en la superficie del agar, previamente inoculada con el

microorganismo probado.

Se utiliza para la determinacion de MIC de antibidticos, antifiungicos vy
antimicobacterianos (123). El valor MIC se determina en la interseccion de latiray la
elipse de inhibicion del crecimiento. Es simple de implementar; por lo tanto, se usa

de forma rutinaria para satisfacer las demandas de los médicos (123).
C. Otros métodos de difusion

Se utilizan otros meétodos de difusion para seleccionar extractos, fracciones o
sustancias puras por su potencia antimicrobiana o para investigar el antagonismo

entre microorganismos. Entre estos métodos, los mas comunes son:
a) Método de difusion del pozo de Agar

El método de difusion de pozos de agar es ampliamente utilizado para evaluar la
actividad antimicrobiana de plantas o extractos microbianos (124, 125). De forma
similar al procedimiento utilizado en el método de difusion en disco, la superficie de
la placa de agar se inocula extendiendo un volumen del in6culo microbiano sobre
toda la superficie del agar. A continuacién, se perfora asépticamente un orificio con
un diametro de 6 a 8 mm con un taladro de corcho estéril o una punta, y se
introduce en el pocillo un volumen (20-100 mL) del agente antimicrobiano o solucion
de extracto a la concentracion deseada. Luego, las placas de agar se incuban en

condiciones adecuadas dependiendo del microorganismo de prueba. El agente
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antimicrobiano se difunde en el medio de agar e inhibe el crecimiento de la cepa
microbiana probada.

b) Método de difusion de tapdn de agar

El método de difusibn de tapdén de agar a menudo se utiliza para resaltar el
antagonismo entre microorganismos (126, 127). El procedimiento es similar al
utilizado en el método de difusion en disco. Implica hacer un cultivo de agar de la
cepa de interés en su medio de cultivo apropiado mediante rayas estrechas sobre la
superficie de la placa. Durante su crecimiento, las células microbianas secretan
moléculas que se difunden en el medio de agar. Después de la incubacién, un
diagrama de agar o cilindro se corta asépticamente con un taladro de corcho estéril
y se deposita en la superficie de agar de otra placa previamente inoculada por el
microorganismo de prueba. Las sustancias se difunden desde el tapon al medio de
agar. Entonces, la actividad antimicrobiana de las moléculas secretadas
microbianas se detecta por la aparicion de la zona de inhibicion alrededor del tapon

de agar.
c) Método de laraya cruzada

El método de la raya cruzada se usa para seleccionar rapidamente los
microorganismos en busca de antagonismo (128). La cepa microbiana de interés se
siembra por una sola raya en el centro de la placa de agar. Después de un periodo
de incubacion que depende de la tensién microbiana, la placa se siembra con los
microorganismos probados por una sola raya perpendicular a la veta central.
Después de una incubacién adicional, las interacciones antimicrobianas se analizan

observando el tamaio de la zona de inhibicion.
d) Método de comida envenenada

El método de comida envenenada se usa principalmente para evaluar el efecto
antifangico contra los mohos (129, 130). El agente antifingico o el extracto se
incorpora en el agar fundido a una concentracion final deseada y se mezcla bien.
Luego, el medio se vierte en placas Petri. Después de la preincubacién durante la
noche, la inoculacion puede realizarse mediante un disco de micelio que varia de 2
a 5 mm, que se deposita en el centro de la placa. Después de una incubacion

adicional en condiciones adecuadas para la cepa fungica ensayada, se miden los
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didmetros de crecimiento fangico en las placas de control y de muestra, y se estima
el efecto antifangico.

1.4.2 Cromatografia de capa delgada (TLC) -bioautografia

En 1946, Goodall y Levi (113) combinaron el método de cromatografia en papel
(PC) con bioautografia de contacto para detectar diferentes penicilinas para su
determinacion. A partir de entonces, Fischer y Lautner (131) introdujeron la
comatografUa en capa delgada (TLC) en el mismo campo. Esta técnica combina
TLC con métodos de deteccion biolégicos y quimicos. Se han realizado varios
trabajos sobre la selecciébn de extractos organicos, principalmente extractos de
plantas, para la actividad antibacteriana y antifangica mediante TLC-bioautografia.
Como se muestra a continuacion, se han descrito tres técnicas bioautograficas:
difusion en agar, bioautografia directa y ensayo de sobreexpresion en agar, para la

investigacion de compuestos antimicrobianos mediante este enfoque.
A. Difusion en agar

También conocido como método de contacto con agar, es el menos utilizado de las
técnicas. Implica la transferencia por difusion del agente antimicrobiano del
cromatograma (PC o TLC) a una placa de agar previamente inoculada con el
microorganismo probado. Después de algunos minutos u horas para permitir la
difusion, se retira el cromatograma y se incuba la placa de agar. Las zonas de
inhibicion del crecimiento aparecen en los lugares donde los compuestos

antimicrobianos entran en contacto con la capa de agar (132).
B. Bioautografia directa

La bioautografia directa es el método mas aplicado entre estos tres métodos. La
placa de TLC desarrollada se sumerge o0 se rocia con una suspension microbiana.
Luego, el bioautograma se incuba a 25 °C durante 48 h en condiciones humedas.
(133) Para la visualizacion del crecimiento microbiano, las sales de tetrazolio se
usan con frecuencia. Estas sales experimentan una conversion a formazano
correspondiente, intensamente coloreado por las deshidrogenasas de las células
vivas (134, 135). El violeta p-lodonitrotetrazolio es el reactivo de deteccion mas
adecuado. (132, 136) Estas sales se pulverizan sobre el bioautograma, que se
vuelve a incubar a 25 °C durante 24 h (137) o a 37 °C durante 3-4 h (138). El caldo

Mueller-Hinton suplementado con agar ha sido recomendado para proporcionar un

27



fluido de nivel medio que permita una mejor adherencia a la placa de TLC y
mantenga la humedad adecuada para el crecimiento bacteriano (139).

La bioautografia directa se puede utilizar con hongos o bacterias. Es la técnica mas
sencilla para la detecciébn de sustancias antifUngicas y también proporciona
resultados consistentes para hongos productores de esporas como Aspergillus,
Penicillium y Cladosporium (140, 141). Para las bacterias, las cepas de Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli se utilizan con frecuencia para

identificar compuestos antibacterianos (142).
C. Bioensayo de superposicién en agar

También conocida como bioautografia de inmersion, es un hibrido de los dos
métodos anteriores. La placa de TLC se cubre con un medio de agar sembrado
fundido. Con el fin de permitir una buena difusién de los compuestos probados en el
medio de agar, las placas se pueden colocar a baja temperatura durante unas horas
antes de la incubacion. Después de la incubacion en condiciones adecuadas que
dependen del microorganismo de prueba, la tincion se puede hacer con colorante de
tetrazolio. Al igual que la bioautografia directa, este método se puede aplicar a todos
los microorganismos, como Candida albicans (143) y mohos (144). Proporciona
zonas de inhibicion del crecimiento bien definidas y no es sensible a la

contaminacion (132).

En general, la bioautografia TLC es una técnica simple, efectiva y econdémica para la
separacion de una mezcla compleja, y al mismo tiempo, localiza los constituyentes
activos en la placa de TLC. Por lo tanto, puede realizarse tanto en laboratorios
sofisticados como en pequefios laboratorios que solo tienen acceso a un minimo de
equipos (132). A pesar de tener un sofisticado bioensayo de cromatografia liquida
en linea de alto rendimiento, que se esta volviendo cada vez mas popular como el
método de eleccion para una limpieza final de fracciones extractivas para obtener
compuestos puros, la bioautografia TLC ofrece una técnica rapida para la deteccion
de un gran numero de muestras para bioactividad y en el fraccionamiento guiado
por bioactividad (133). Se puede usar para la deteccion de antimicrobianos en
muestras ambientales y de alimentos, asi como para buscar nuevos farmacos

antimicrobianos.
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1.4.3 Métodos de dilucién

Los métodos de dilucidbn son los mas apropiados para la determinacion de los
valores MIC, ya que ofrecen la posibilidad de estimar la concentracion del agente
antimicrobiano analizado en el agar (dilucion de agar) o medio de caldo
(macrodilucién o microdilucién). Se puede usar el método de dilucion en caldo o en
agar para medir cuantitativamente la actividad antimicrobiana in vitro contra

bacterias y hongos.
A. Método de dilucion en caldo

La microdilucion o macrodilucién en caldo es uno de los métodos de prueba de
susceptibilidad antimicrobiana mas basicos. El procedimiento implica preparar
diluciones dobles del agente antimicrobiano en un medio de crecimiento liquido
dispensado en tubos que contienen un volumen minimo de 2 ml (macrodilucion) o
con volumenes mas pequefios usando una placa de microtitulacion de 96 pocillos
(microdilucion). Luego, cada tubo o pocillo se inocula con un inéculo microbiano
preparado en el mismo medio después de la dilucion de la suspension microbiana
estandarizada ajustada a una escala de 0,5 McFarland. Después de mezclar bien,
los tubos inoculados o la placa de microtitulacion de 96 pocillos se incuban
(principalmente sin agitacion) en condiciones adecuadas dependiendo del

microorganismo de ensayo.

La CIM es la concentracibn mas baja de agente antimicrobiano que inhibe por
completo el crecimiento del organismo en los tubos o los pocillos de microdiluciéon
detectados a simple vista (145). A diferencia del método de microdilucion, las
principales desventajas del método de macrodilucion son la tediosa tarea manual, el
riesgo de errores en la preparacion de soluciones antimicrobianas para cada prueba
y la cantidad comparativamente grande de reactivos y espacio requerido (115). Por
lo tanto, la reproducibilidad, la economia de los reactivos y el espacio que se
produce debido a la miniaturizacion de la prueba son las principales ventajas del
método de microdilucién. Sin embargo, el resultado final esta significativamente
influenciado por el enfoque, que debe controlarse cuidadosamente si se quieren
obtener resultados reproducibles (intralaboratorio e interlaboratorio) (115). Para la
determinacién del punto final MIC, los dispositivos de visualizacion pueden facilitar

la lectura de pruebas de microdilucion y el registro de resultados con una alta
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capacidad para discernir el crecimiento en los pocillos. Ademas, se han desarrollado

varios métodos colorimétricos basados en el uso de reactivos colorantes.

La determinacion de concentracion bactericida minima (MBC) o concentraciéon
fungicida minima (MFC), también conocida como la concentracion letal minima
(MLC), es la estimacién mas comun de la actividad bactericida o fungicida. EIl MBC
se define como la concentracion mas baja de agente antimicrobiano necesaria para
matar el 99.9% del in6culo final después de la incubacion durante 24 h bajo un
conjunto estandarizado de condiciones, en el que el MBC puede determinarse
después de macrodilucién en caldo o microdilucion subcultivando una muestra de
pozos o tubos, produciendo un crecimiento microbiano negativo después de la
incubacion en la superficie de placas de agar no selectivas para determinar el

numero de células supervivientes (UFC / ml) después de 24 h de incubacion (113).
B. Método de dilucion en agar

El método de dilucion en agar implica la incorporacion de diferentes concentraciones
deseadas del agente antimicrobiano en un medio de agar (medio de agar fundido),
habitualmente utilizando diluciones seriadas en serie, seguido de la inoculacion de
un inodculo microbiano definido en la superficie de la placa de agar. El punto final
MIC se registra como la concentracion mas baja de agente antimicrobiano que

inhibe completamente el crecimiento en condiciones de incubacion adecuadas.

Esta técnica es adecuada para las pruebas de sensibilidad antibacteriana y
antifangica. Si se prueban mdltiples aislados contra un solo compuesto, o si el
compuesto (o extracto) probado enmascara la deteccion del crecimiento microbiano
en el medio liquido con su coloracién, a menudo se prefiere el método de dilucion de
agar a la dilucion de caldo para la determinacion de MIC. Hoy en dia, los
replicadores de indéculo producidos comercialmente estan disponibles y pueden
transferir entre 32 y 60 indculos bacterianos diferentes a cada placa de agar. La
dilucion de agar a menudo se recomienda como un método estandarizado para
organismos exigentes tales como anaerobios y especies de Helicobacter. También
se ha usado para combinaciones de farmacos antimicoticos contra Candida sp.,
Aspergillus, Fusariu y dermatofitos (146-148). Ademas, las comparaciones de
categorias de los métodos de dilucién en agar, difusion en disco y microdilucion en

caldo dan excelentes resultados (149).
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1.4.4 Prueba de tiempo muerto (curva de tiempo muerto)

La prueba de tiempo muerto es el método mas apropiado para determinar el efecto
bactericida o fungicida. Es una herramienta soélida para obtener informacién sobre la
interaccion dinamica entre el agente antimicrobiano y la cepa microbiana. La prueba
de tiempo-muerte revela un efecto antimicrobiano dependiente del tiempo o
dependiente de la concentracion (150).

Se realiza en medio de cultivo en caldo utilizando tres tubos que contienen una
suspension bacteriana de 5x10°> UFC/ml. El primero y el segundo tubo contienen la
molécula o el extracto probado, generalmente en concentraciones finales de
0.25xMIC y 1xMIC, y el tercero se considera como control del crecimiento. La
incubacion se realiza en condiciones adecuadas para intervalos de tiempo variados
(O, 4, 6, 8, 10, 12 y 24 h). (120, 150) Luego, el porcentaje de células muertas se
calcula con relacion al control del crecimiento determinando el nimero de células
vivas (UFC/ml) de cada tubo usando el método de conteo de placa de agar.
Generalmente, el efecto bactericida se obtiene con un porcentaje de letalidad del
90% durante 6 h, que es equivalente al 99,9% de la letalidad durante 24 h. Ademas,
este método se puede usar para determinar la sinergia o el antagonismo entre

farmacos (dos o mas) en combinaciones (150, 151).

1.4.5 Ensayo de bioluminiscencia ATP

El ensayo de bioluminiscencia de ATP se basa en la capacidad de medir el trifosfato
de adenosina (ATP) producido por bacterias u hongos. Como el ATP es la forma
guimica de la energia de todas las células vivas, esta presente en una cantidad mas
0 menos constante en una célula. Por lo tanto, su cuantificacion se utiliza para
estimar la poblacion microbiana en una muestra. La Dluciferina en presencia del
ATP experimenta conversion por luciferasa a oxiluciferina que genera luz. La
cantidad de luz emitida se mide con un luminébmetro y se expresa como unidad de
luz relativa (RLU) que puede convertirse en RLU / mol de ATP. Por lo tanto, existe

una relacion lineal entre la viabilidad celular y la luminiscencia medida.

El ensayo de bioluminiscencia tiene una amplia gama de aplicaciones, como la
prueba de citotoxicidad, la evaluacion in situ del impacto de los biofilms in situ (152),
y deteccion de drogas en Leishmania (153). Ademas, ha sido utilizado por varios

autores para pruebas antibacterianas (154), pruebas antimicobacterianas (155,
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156), antimicético contra levadura (157) y mohos (158). La rapidez es la principal
ventaja de esta técnica que proporciona resultados cuantitativos. De hecho, se ha
demostrado que esta técnica puede proporcionar resultados en un periodo de tres a
cinco dias para las pruebas antimicobacterianas, en comparacion con la técnica de
dilucién convencional, que requiere de tres a cuatro semanas de incubacion (155,
156). El ensayo de bioluminiscencia también tiene la ventaja de ser utilizado para

pruebas antimicrobianas in vivo o in situ (159).

1.4.6 Método citofluorométrico de flujo

La deteccion rapida de células dafiadas por este enfoque depende del uso de
colorantes apropiados (160, 161). Por lo tanto, el yoduro de propidio (PI), un agente
fluorescente e intercalante, se usa ampliamente como tincién de ADN (160). Se
informaron varios estudios sobre la efectividad del citometro de flujo como
herramienta para el andlisis antibacteriano de aceites esenciales contra Listeria
monocytogenes, utilizando tincion combinada con Pl para la evaluacion del dafio en
la membrana y diacetato de carboxifluoresceina (cFDA) para la deteccion de la

actividad esterasa (162).

En consecuencia, ademas de las células lisadas, tres subpoblaciones (células
muertas, viables y heridas) se pueden discriminar claramente por este método. Las
células lesionadas se describen como células estresadas que muestran dafios en
los componentes celulares y deterioro posterior del crecimiento reproductivo (163).
La cuantificacion de las células lesionadas tiene un resultado interesante en la
microbiologia de los alimentos, ya que esta subpoblacion puede ser critica si la
recuperacion celular es posible, como en condiciones de abuso de temperatura
durante el almacenamiento de alimentos. (162) De hecho, el método de flujo
citofluorométrico permite la deteccidén de resistencia a los antimicrobianos y estima
el impacto de la molécula probada sobre la viabilidad y el dafio celular del
microorganismo probado (164). Ademas, da resultados reproducibles rapidamente

(2-6 h en comparacion con 24-72 h para el método de microdilucion) (160).
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio experimental se realizé en la Universidad Central Marta Abreu

de Las Villas (UCLV), en el periodo comprendido entre febrero y mayo del 2018. La

evaluacion fitoquimica y farmacogndstica en los laboratorios del Departamento de

Farmacia de la Facultad de Quimica—Farmacia. Las evaluaciones biolégicas en los

laboratorios del Centro de Bioactivos Quimicos de la UCLV.

2.1 Equipos, materiales y reactivos empleados

Equipos y materiales

Molino de cuchillas (IKA WERKE MF-10 basic, Alemania)
Estufa (Binder, Alemania)

Balanza analitica digital (Sartorius TE-124S, Alemania)
Balanza técnica digital (Sartorius BS-2202S, Alemania)
Equipo de reflujo (MEDINGEN, Alemania)

Plancha de calentamiento (Stuart SD 300, Reino Unido)
Manta de calentamiento (Electrothermal MX, Reino Unido)
Rotoevaporador (IKA RV 10, Espafia)

Lampara UV (CAMAG, Espafa)

Mufla (Nabertherm, Alemania)

Placas de silica gel (MERCK PF,s4, Alemania)

Lector de fluorescencia (SUMA®, Habana, Cuba)
Incubadora (Heraeus, Alemania)

Incubadora (Nemmert, Alemania)

Autoclave (BK-75, URSS)

Microscopio invertido Ollimpus HO2112 Japon
Incubadora de Leishmania HF 151UV CO2 Incubator

Reactivos y otros productos

Acido clorhidrico concentrado (UNI-CHEM)
Acido sulfdrico concentrado (UNI-CHEM)
Agua destilada

Alcohol amilico. (UNI-CHEM)
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e Anhidrido acético (UNI-CHEM)

e Cinta de magnesio metalica (Analar)

e Cloroformo. (UNI-CHEM)

e Cloruro férrico (Analar)

e Etanol 91 % (UNI-CHEM)

e Hidréxido de sodio (UNI-CHEM)

e Reactivo de Baljet Ay B (UNI-CHEM)

e Reactivo de Dragendorff

e Reactivo de Fehling Ay B (UNI-CHEM)

e Reactivo de Kedde Ay B. (UNI-CHEM)

e Solucién de Ninhidrina 2%. (UNI-CHEM)

e Agar Mueller-Hinton (BioCen, Cuba)

e Agar Sabouraud (BioCen, Cuba)

e Caldo Mueller-Hinton (BioCen, Cuba)

e Caldo Sabouraud (BioCen, Cuba)

e Anfotericina B—desoxicolato de sodio (Empresa Laboratorio Farmaceéutico
“Julio Trigo Lépez”, La Habana, Cuba)

e Resazurina SIGMA R7017-1g

e Furvina, suministrada por el Centro de Bioactivos Quimicos de la UCLV.

e Dimetilsulféxido BCBC 8998 Sigma Aldrich

e Estreptomicina MINSAP (Bulbo 19)

e Penicilina sédica MINSAP( Bulbo 1000000 Ul)

e Schneider suplementado con suero fetal bovino (Sigma S9895-1L) 2.2

Obtencién del material vegetal.

2.2.1 Recoleccioén e identificacion

Las hojas de Jatropha gossypifolia L se recolectaron en la localidad de Casilda
(Anexo 2.1), en las afueras del municipio de Trinidad en la provincia de Sancti

Spiritus, entre los meses de enero y mayo del 2018.

El material recolectado se trasladd en bolsas de nylon al Laboratorio de Quimica
Farmacéutica de la UCLV. Previo al procesamiento del material, se realizé la
comprobacién botanica de la especie por el MSc. ldelfonso Castafieda Noa,

profesor auxiliar del Centro de Estudios del Jardin Botanico de la UCLV. Ejemplares
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de la planta se compararon con muestras identificadas en el herbario (UCLV)
localizado en la citada institucion, bajo el nimero 1305.

2.3 Secado y molinado

Para el secado de las hojas, primeramente se lavaron con abundante agua potable,
se extendieron sobre secadores de malla plastica y se mantuvieron a la sombra por
3 dias. Luego se colocaron en una bandeja plastica y se sometieron a secado
mediante calor artificial en una estufa a 35 °C, hasta masa constante. Una vez seco,
se redujo el tamafio de particula del material vegetal mediante un molino de
cuchillas, utilizando un tamiz de 3 mm. Posteriormente se envas6 el material

molinado en bolsas de nylon negro bien cerradas.

Hasta la realizacién de los estudios siguientes el material seco molinado y envasado

se conservo en desecadora en un lugar fresco (165).

2.4 Evaluaciones farmacogndstica y fitoquimica del material vegetal
2.4.1 Determinacion de indices numeéricos

2.4.1.1 Contenido de humedad residual

Esta determinacién se realizé por el Método Gravimétrico, empleando para ello una
estufa. Se pesaron 2.0 g de la droga molinada y tamizada con un error maximo de
0.5 mg y se transfirieron a un pesa filtro previamente tarado donde se deseco en
estufa a 105 °C durante 3h. El pesafiltro se pasé a una desecadora donde se dejo
enfriar hasta temperatura ambiente y se peso, colocandose nuevamente en la estufa
durante 1 h. Esta operacion se repitio hasta obtener masa constante. EI contenido
de humedad (H) de la muestra de ensayo expresada en porciento se calculé por la

férmula siguiente:

M -M,
H= |2v| 100(%)m/m

Donde:

M,: Masa del pesa filtro con la muestra (Q)

M;: Masa del pesa filtro con la muestra desecada (Q)
M: Masa de ensayo

100: Factor matematico para los célculos
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El ensayo se realiz6 por triplicado. Se informé como porcentaje de humedad como

el promedio y la desviacion estandar de las tres determinaciones.

2.4.1.2 Cenizas totales

Para la determinacién de cenizas totales se procedié de la siguiente forma, segun lo
descrito en las Normas Ramales de Salud Publica para la determinacion de drogas
crudas 309/310 (166).

1. En un crisol de porcelana, previamente tarado se pesaron, con un error
maximo de 0,5 mg, 2 g de la muestra de ensayo molinada y tamizada.

2. Se calentd la muestra aumentando la temperatura hasta carbonizacion en
una plancha.

3. Seincineré en una mufla a 750 °C por 8 horas.

4. Se enfri6 el crisol en una desecadora y se peso en una balanza analitica.

5. Se repitio el proceso, a intervalos de 30 minutos, a partir del paso 3 hasta

obtener masa constante.

La cantidad de cenizas totales (C;) en base anhidra se calculd por la férmula

siguiente:

C, = M; =M 1 00% C, = &, 100
M, -M 100-H

Donde:
Ci: Cenizas totales en base hidratadas
M: Masa del crisol vacio (g)
Ms: Masa del crisol con la muestra de ensayo (g)
M,: Masa del crisol con la ceniza (g)
100: Factor matematico para los célculos

H: Porcentaje de humedad

El ensayo se realizd por triplicado y se inform6 el porcentaje de cenizas totales
como el promedio y la desviacion estandar de los datos determinados. Para esto se

empled la hoja de célculo Excel de Microsoft Office (2010).

2.4.1.3 Cenizas solubles en agua
Para el ensayo de cenizas solubles en agua se procedié de la siguiente forma,

segun lo establecido en las normas descritas anteriormente:
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A las cenizas obtenidas en el ensayo de cenizas totales, se adicionaron 15
mL de agua destilada.

El crisol se tap0 y se hirvié suavemente en la plancha durante 5 minutos.

La solucion se filtré a través de papel de filtro, libre de cenizas.

El residuo se transfirio al crisol inicial.

Se carbonizé en la plancha.

Se inciner6 en la mufla a 750 °C por 2 horas.

Se coloc6 en una desecadora y cuando alcanz6 temperatura ambiente se
peso en la balanza analitica.

Se repitié el procedimiento (a intervalos de 1 hora) hasta obtener masa
constante. Los célculos se efectuaron empleando la siguiente formula:

M, — M. C,-100
M= Meg000s €, = Y
M.—M AT 100—H

1

C,

Donde:

Ci: Porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M: Masa del crisol vacio (g).

Ms: Masa del crisol con la muestra de ensayo.

M,: Masa del crisol con las cenizas.

My: Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua.

H: Porcentaje de Humedad.

2.4.1.4 Cenizas acido-insolubles

Para el ensayo de cenizas insolubles en &cido clorhidrico (HCI) se procedio segun lo

establecido en las normas declaradas anteriormente:

1-

A las cenizas obtenidas en el ensayo de cenizas totales se le adicionaron
15mL de HCI 10%.

El crisol se tapd y se hirvio la muestra por 5 minutos.

La solucion se filtr6 a través de un papel de filtro libre de cenizas.

Se lavo el residuo con agua caliente hasta que al afiadirle al filtrado acidulado
con acido nitrico, 2 gotas de solucién de nitrato de plata 0,1 mol/L ho muestre
presencia de cloruros.

El residuo se transfirio al crisol inicial.

Se carbonizé en la plancha.

Se inciner6 en la mufla a 750 °C por 2 horas.
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8- Se coloc6 en una desecadora y cuando alcanzé temperatura ambiente se
peso.
9- Se repitié el procedimiento (en intervalos de 1 hora) hasta obtener masa

constante.

Los célculos se realizaron con el empleo de las siguientes férmulas:

_ 1
M:=M 10005 €= S 100

C =
Y 100-H

Donde:
Cl: Porcentaje de cenizas insolubles en HCL en base hidratada.

M: Masa del crisol vacio (g).
Ml: Masa del crisol con la muestra de ensayo (g).

Mz: Masa del crisol con las cenizas insolubles en HCI (g).

H: Porcentaje de humedad.
2.4.2 Caracterizacion fitoquimica de las hojas de Jatropha gossypifolia L
2.4.2.1 Preparacion de los extractos

Se elaboraron tres extractos a partir del material vegetal seco: extracto etéreo (EE),
extracto acuoso (EAC) y extracto alcohodlico (etandlico, EA), los cuales fueron

sometidos a caracterizacion fitoquimica.

Para cada extracto se tomaron 2.5 g del material vegetal seco y molinado y se
disolvieron en 50 mL de cada solvente. Se dejaron reposar por 24 horas, para su

posterior filtrado.
Caracteristicas organolépticas de los extractos
Determinacion del olor

Se tomo una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm de ancho por 10 cm
de longitud y se introdujo un extremo en la muestra de ensayo. Luego se determind

el olor.
Determinacion del color

Una muestra del extracto se vacié en un tubo de ensayo limpio y seco ocupando las
tres cuartas partes de su capacidad. Se observé el color, la transparencia, la

presencia de particulas y la separacion en capas.
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2.4.2.2 Tamizaje fitoquimico
A los extractos se le realizaron diferentes ensayos que permitieron identificar la

presencia de metabolitos (Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Ensayos para identificacion de metabolitos en el material vegetal.

Tipo de extracto
Ensayos Metabolitos Etandlico | Acuoso | Etéreo
Resinas Resinas X
Liebermann- Triterpenos y/o X X
Burchard esteroides
Espuma Saponinas X X
Nihidrina Aminoacidos X
Dragendorff Alcaloides X X X
Baljet Coumarinas X X
Glicosidos
Kedde o X
cardiotonicos
' Azlcares
Felhing X X
reductores
Cloruro férrico Taninos X X
Borntrager Quinonas X X
Borntrager .
) Quinonas X
Variante
Shinoda Flavonoides X X X
Sudéan Acidos grasos X

Ensayos cualitativos del tamizaje fitoquimico (167)

40



Ensayo de Resinas: Permite reconocer en un extracto la presencia de resinas. Se
adicionaron a 2mL de la solucién alcohdlica del extracto, 10mL de agua destilada,
se agitd y se dejo reposar. La aparicion de un precipitado indica un ensayo positivo
(+).

Ensayo de Liebermann- Burchard: Permite reconocer en un extracto la presencia
de triterpenos y/o esteroides. Se evaporo el solvente del extracto en bafio de agua y
el residuo se redisolvié en 1m de cloroformo. Se adicion6 1mL de anhidrido acético
y se mezcld bien. Por la pared del tubo se dejaron correr 2-3 gotas de &cido
sulfarico concentrado, sin agitar. Si se produce un cambio de coloracién: Rosado-
azul muy rapido; verde intenso visible, aunque rapido; verde oscuro- negro, final de
la reaccion, indica una respuesta positiva.

Ensayo de Espuma: Permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo
esteroidal como triterpénicas. Se tomd una alicuota de cada extracto (acuoso y
etandlico), en el caso del etandlico se diluyo en 5 veces su volumen en agua. En
ambos casos se agito fuertemente durante 5-10min. La aparicion de una espuma en
la superficie del liquido de mas de 2 mm de espesor o altura y persistente por mas
de 2 min, indica una reaccion positiva.

Ensayo de Ninhidrina: Permite reconocer la presencia de aminoacidos libres o de
aminas en general. La alicuota del extracto en alcohol se mezclé con 2mL de la
solucion de nihidrina al 2%. La mezcla se calentd durante 10 minutos en bafio de
agua. Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color violaceo.
Ensayo de Dragendorff: Permite reconocer en un extracto la presencia de
alcaloides. En los extractos etéreo y alcohdlico, se tom6 una alicuota del extracto,
se evaporo en bafio de agua y el residuo se redisolvié en 1mL de HCI (1%). En el
extracto acuoso a la alicuota de ensayo se le afiadié una gota de HCI concentrado,
se calentd suavemente y se dejo enfriar hasta acidez. A las soluciones acuosas
acidas, obtenidas anteriormente, se le afiadieron 3 gotas del reactivo de
Dragendorff. Se producen complejos insolubles de tal manera que, si hay
opalescencia el ensayo se considera positivo (+), si aparece turbidez definida como
positivo (++) y si aparece un precipitado como positivo (+++).

Ensayo de Baljet: Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos
con agrupamiento lacténico, en particular coumarinas. La alicuota del extracto
etéreo se evaporé en bafio de agua y se redisolvi6 en 1 mL de alcohol. A los

extractos etandlico y etéreo (tratado como se indicé previamente) se les adiciono 1
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mL del reactivo de Baljet. La aparicion de una coloracion se considera positivo (+) y
de un precipitado (++).
Ensayo de Kedde: Permite reconocer la presencia de glicésidos cardiotdnicos. Una
alicuota del extracto en etanol se mezclé con 1mL del reactivo y se dejé reposar
durante 5-10 minutos, y se observan los cambios de coloracion. Un ensayo positivo
es aquel en el que se desarrolla una coloracion violacea, persistente durantel-2
horas.
Ensayo de Felhing: Permite reconocer en un extracto la presencia de azlcares
reductores. El extracto alcohdlico se evaporé en bafio de agua y el residuo se
redisolvié en 1-2 mL de agua. A los extractos acuoso y alcohdlico, tratado segun se
describi6é previamente, se les adicionaron 2 mL del reactivo (recién preparado) y se
calentaron en bafio de agua de 5-10 min. Si la solucién se colorea de rojo o aparece
un precipitado rojo, indica una reaccion positiva.
Ensayo de cloruro férrico: Permite reconocer la presencia de compuestos
fendlicos y/o taninos. En el extracto etandlico el ensayo determina tanto fenoles
como taninos. A una alicuota del extracto etandlico se le adicionaron 3 gotas de una
solucion de tricloruro férrico al 5%, en solucién salina fisiologica. En el extracto
acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos. A una alicuota del extracto
acuoso se le anadio acetato de sodio, para neutralizar, y 3 gotas de la solucién
reactiva. Cuando aparece una coloracion rojo—vino (compuestos fendlicos en
general), verde intensa (taninos del tipo pirocatecdlicos) y azul (taninos del tipo
pirogalotanicos), indica una reaccion positiva.
Ensayo de Borntrager: Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas.
Los extractos se evaporaron en bafio de agua y el residuo obtenido en cada caso se
redisolvio en 1 mL de cloroformo. Se adicioné 1mL de NaOH, al 5% en agua. Se
agitd, mezclando las fases, y se dejo en reposo hasta su ulterior separacion. Una
reaccion positiva se evidencia si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de
rosado a rojo (+), coloracion rosada (++) y coloracion roja (+++).
Variante del ensayo de Bodrntrager: 2 mL de la fraccion cloroférmica se
concentran a seco y se redisuelven en 2 mL de benceno. Se agita en tubo de
ensayos con 2 mL de NaOH, al 5% en agua.

1. 1.2-naftoquinonas: benceno (rojo), alcali (azul violaceo).

2. 1.4-naftoquinonas: benceno (amarillo), alcali (rojo).
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» Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto
vegetal. A los extractos se les adiciona 1mL de HCI concentrado y un pedacito de
cinta de magnesio metalica. Después de la reaccion se esperaron 5 min, se afiadié
1 mL de alcohol amilico, se mezclaron las fases y se dejé reposar hasta que las
mismas se separaron. Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede
de igual forma a partir de la adicion del acido clorhidrico concentrado. Cuando el
alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo, intensos evidencia
una reaccion positiva.

> Ensayo Sudan lll: Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos
grasos. A la alicuota del extracto se le afiadié 1 mL de una solucion diluida en agua
del colorante Sudan lll. Se calenté en bafio de agua hasta evaporacién del solvente.
Se considerd positivo al aparecer gotas o una pelicula coloreada de rojo en el seno

del liquido o en las paredes del tubo de ensayos.
2.5 Obtencidn de fracciones a partir del extracto hidroalcohdlico
2.5.1 Obtencion del extracto hidroalcohdlico

Para la obtencion del extracto hidroalcoholico (EHA) se tomaron 20 g de la droga
seca y molinada y se humectaron en 200 mL de etanol 80%. A continuacion se
reflujé durante 2 h empleando una manta de calentamiento y la cristaleria necesaria.
A continuacion se filtro a través de papel de filtro. Se colecto el filtrado, y el residuo
de la droga se someti6é al mismo proceso extractivo 4 veces. Una vez terminado el
proceso de extraccion, el volumen correspondiente a cada reflujo se concentro al
minimo volumen en un rotoevaporador. Seguidamente se reuni6 el volumen restante
de las 5 extracciones, se tomaron 2 mL para la determinacion del contenido de
sélidos totales, que se realiz6 segun se describe en el acépite 2.4.1.1. El resto del

extracto se rotoevaporé a 40 °C hasta sequedad.

2.5.1.1 Determinacion del contenido de solidos totales

De la muestra de ensayo previamente homogeneizada se transfirieron 5 mL a una
capsula de porcelana limpia, seca y previamente tarada. La cipsula se coloc6 en un
bafio de agua y se evapor6 la muestra hasta que el residuo estuvo aparentemente
seco. Posteriormente se colocé en una estufa a una temperatura de 105 °C durante
3 h. A continuacion se coloc6é en una desecadora hasta alcanzar la temperatura

ambiente y se pesoO en balanza analitica. El proceso anterior se repitio6 empleando
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solo 60 min de secado las veces necesarias, hasta obtener masa constante. El

contenido se solidos totales (S;) se determind por la siguiente formula:

P_P

Si= %100

Donde:

P: Masa de la capsula vacia (g).

P.: Masa de la capsula mas el residuo (g).
V: Volumen de ensayo (mL).

2.5.1.2 Tamizaje fitoquimico

Se le realiz6 el tamizaje fitoquimico al extracto siguiendo el procedimiento descrito
en el acapite 2.4.2.2 del presente estudio, afiadiendo los ensayos de Salkouski y de
Mayer (167).

» Ensayo de Salkouski: Permite reconocer en un extracto la presencia de
triterpenos y esteroides. 1 mL de la fraccion en cloroformo se colocé en un
tubo de ensayos con 1 mL de &cido sulfurico concentrado. El ensayo positivo

se muestra con una coloracién amarillo rojiza.

» Ensayo de Mayer: Permite la identificacion de alcaloides. Se procedio de la
forma descrita en el ensayo de Dragendorff (acapite 2.4.2.2 del presente
estudio), hasta obtener la solucién acida. Se afiadiéo una pizca de NaCl en
polvo, se agitd y filtr6. Se afadieron dos o tres gotas de la solucion reactiva
de Mayer. El resultado es positivo si se observa opalescencia (+), turbidez

definida (++), precipitado coposo (+++).

2.5.2 Cromatografia en Columna
e Muestras de ensayo: EHA.
e Tipo de columna: Silica gel
e Fase movil: Benceno-Cloroformo (1:1)
Cloroformo-Metanol (97:3)
Metanol
Metanol-Agua (1:1)

Procedimiento:
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El EHA seco obtenido se redisolvié en una mezcla de las fases moéviles a utilizar y
se afiadié a la columna. A continuacion se afadieron 50 mL de benceno a la
columna, que se desechd y seguidamente se adicionaron, de forma consecutiva,
500 mL de las 4 fases moviles en orden creciente de polaridad. Se regul6 la
velocidad de entrada y salida de la columna, de manera que se estableciera un flujo
continuo y esta no se secara. Se agruparon diferentes fracciones en funcién del
color, del resultado del ensayo para detectar la presencia de quinonas y de los

resultados de la cromatografia en capa delgada (CCD).

Presencia de quinonas: A cada fraccion obtenida se le realizé el ensayo de
Borntrager para evaluar la presencia de quinonas, en las condiciones que se

describen en el acépite 2.4.2.2 del presente trabajo.
Cromatografia en capa delgada (CCD):

e Placas cromatograficas: Silica gel 60 Fasa.

e Fase movil: Las fases que corresponden con las empleadas en la
cromatografia de columna (CC), excepto en la fraccion correspondiente a la

fase movil metanol, que se utilizé n-butanol/acido acético/agua (8:2:10).
e Reveladores: Luz Ultra Violeta (UV) a 366 nm.

e Procedimiento: Cada fraccion obtenida se sometio a CCD por el método

convencional unidimencional ascendente. Las placas cromatograficas se
recortaron cuidadosamente (3 cm de ancho por 10 cm de largo) y se
sefalizaron con lapiz de grafito. Se emplearon capilares de vidrio para aplicar
las muestras. La camara cromatografica se dejo saturar por 20 min con el
sistema de disolventes empleado. Las placas se mantuvieron en la camara
cromatografica hasta que la fase mdvil alcanzé una distancia de
aproximadamente 1 cm del borde superior de la placa. Se sacaron, se

dejaron secar a temperatura ambiente y se revelaron con luz UV (366 nm).

2.5.3 Caracterizacion mediante CCD cualitativa del EHA y sus fracciones
e Placas cromatograficas: Silica gel 60 Fsq

e [Fases moviles y reveladores:
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Tabla 2.2 Condiciones empleadas en CCD para identificacion de metabolitos.

No | Fase mévil Metabolito Revelador | Referencia
1 | Diclorometano/metanol (8:2) Flavonoides AICl3 al 5% (168)
en etanol
2 | Benceno/acetato de Antraquinonas | KOH al
etilo/acido acético 10% en (169)
(7.5:2.4:0.5)* metanol
3 | Cloroformo/acetato de Naftoquinonas | KOH al
etilo/hexano/acido acético 10% en (169)
(10:5:5:0.3). metanol.
4 | n-hexano/acetato de etilo Alcaloides H,SO, al
(17:3). 10% en (170)
etanol
5 | Metanol/amoniaco (20:0.3) Compuestos H,SO, al
terpenoides 10% en (169)
etanol

*En este caso la placa se acondiciono previamente con NaOH 1M.

e Procedimiento: Cada fraccion de interés se sometio a CCD por el método
convencional unidimensional ascendente. Las placas cromatograficas se
recortaron cuidadosamente (5 cm de ancho por 10 cm de largo) y se
sefalizaron con lapiz de grafito. Se emplearon capilares de vidrio para aplicar
las muestras. La camara cromatografica se dejé saturar por 20 min con el
sistema de solvente empleado. Las placas se mantuvieron en la camara
cromatografica hasta que la fase mdvil alcanzé wuna distancia de
aproximadamente 1 cm del borde superior de la placa. Se sacaron, se
secaron en estufa a 105 °C, se asperjaron con el revelador especifico (Tabla
2.2) y posteriormente se observaron con luz UV (366 nm). EI movimiento de
los compuestos detectados se expresé mediante el factor de retencion (Ry),
segun:

Dc
- Ds
Donde:
Rf: Factor de retencion
Dc: Distancia recorrida por el compuesto (cm)
Ds: Distancia recorrida por el solvente (cm)
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2.6 Evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohélico y

sus fracciones.

Se evalud la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Jatropha
gossypifolia L. y de diferentes fracciones de este, obtenidos mediante cromatografia
en columna, frente a los microorganismos de ensayo, mediante el método de

difusién en pozo, descrito por Alvarez y colaboradores en el 2005 (171).
Sustancias de ensayo:

e Extracto hidroalcohdlico de Jatropha gossypifolia L., que se obtuvo segln se
describe en el acapite 2.5.1 del presente trabajo.
e Fracciones obtenidas mediante cromatografia en columna:
1. EHA
FMAG
FMB
FMC
FBC
FMA

o0k~ owDd

El estudio se realizé con cuatro cepas de referencia; Staphylococcus aureus ATCC
25923 2/12/09, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 7/4/10, Eschericha coli ATCC
25922 7/4/14 y Candida albicans ATCC 10231 26/10; procedentes del Laboratorio
de Microbiologia del Centro de Bioactivos Quimicos de la Universidad Central de

Las Villas.
Preparacion del in6culo

Inicialmente las cepas de las bacterias se sembraron por agotamiento en placas con
agar Mueller-Hinton, las mismas fueron incubadas de 24 a 48 h a 37 °C. La cepa de
Candida albicans se sembré por agotamiento en placas con agar Sabouraud, y se
incubaron de 24 a 72 h a 28 °C.

Transcurrido el tiempo de incubacion se seleccionaron de tres a cinco colonias de
las cepas y se suspendieron en tubos que contenian 5 mL de solucion salina
fisiol6égica estéril, los cuales se homogenizaron vigorosamente. Finalmente se
comparo la turbidez con los patrones 0,5 de la escala de McFarland para lograr la

estandarizacion del in6culo aproximadamente entre 4y 5 x 102 UFC/mL™.
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Medios de cultivo

Se emplearon para las pruebas de susceptibilidad in vitro, caldo y agar Mueller-
Hinton, y caldo y agar Sabouraud.

e Caldo Mueller-Hinton

Se pesaron 1.05 g del caldo en balanza analitica y se disolvieron en 50 mL de agua
destilada. Posteriormente se filtr6 la disolucion, se midio el pH, ajustadndolo hasta 7,3
+ 0,2 con papel indicador de pH y el caldo se distribuyé en tubos de ensayos. Luego
los tubos se colocaron en autoclave a 121°C por 15 min. Se pasaron las cepas al
medio bajo flujo laminar y se incubaron a 37 °C por 24 h.

e Agar Mueller-Hinton

Se pesaron 19 g del agar en balanza analitica y se suspendieron en 500 mL de
agua destilada. El preparado se disolvié con ayuda de un agitador magnético, sin
calor. Se midi6 el pH, ajustandolo hasta 7.3 + 0.2 con papel indicador de pH. Se
distribuy6 en un erlenmeyer que fue colocado en autoclave a 121 °C por 15 min.
Luego se verti6 20 mL del medio recién preparado y enfriado a temperatura
ambiente en 20 placas Petri de vidrio con fondo plano, colocadas sobre una

superficie horizontal nivelada.
e Caldo Sabouraud

Se pesaron 1.5 g del caldo en balanza analitica y se disolvieron en 50 mL de agua
destilada. Posteriormente se filtro la disolucion, se midio el pH, ajustandolo hasta 5.7
+ 0.2 con papel indicador de pH y el caldo se distribuy6 en tubos de ensayos. Luego
los tubos se colocaron en autoclave a 121°C por 15 min. Se pasaron las cepas al

medio bajo flujo laminar y se incubaron a 28 °C por 24-72 h.
e Agar Sabouraud

Se pesaron 13 g del agar en balanza analitica y se suspendieron en 200 mL de
agua destilada. El preparado se disolvié con ayuda de un agitador magnético, sin
calor. Se midi6é el pH, ajustandolo hasta 5.6 + 0.2 con papel indicador de pH. Se
distribuy6 en un erlenmeyer que fue colocado en autoclave a 121 °C por 15 min.
Luego se verti6 20 mL del medio recién preparado y enfriado a temperatura
ambiente en 10 placas Petri de vidrio con fondo plano, colocadas sobre una

superficie horizontal nivelada.
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Procedimientos y técnicas

La secuencia de las operaciones, a través del método de difusién en pozos, fue la

siguiente:

1. Las placas con Agar Mueller-Hinton y Agar Sabouraud se inocularon con las
suspensiones de los microorganismos, con un total de tres réplicas por cada uno. La
suspensiéon de microorganismos de distribuyé de forma uniforme sobre la superficie

de las placas.

2. Posteriormente, con la ayuda de un sacabocado se realizaron perforaciones de 6

mm de diametro en cada placa.

3. Todos los extractos se evaluaron frente a cuatro cepas de referencia. Se empled
una placa con cinco pozos, por cada muestra en estudio, para un total de tres

réplicas por sustancia. En cada pozo se adicionaron 100 pL de sustancia en estudio.

4. Las placas inoculadas con bacterias se incubaron a 37 °C y las sembradas con

levadura a 28 °C, y se procedi6 con la lectura a las 24h, 48h y 72h.
2.7 Actividad in vitro frente a promastigotes de Leishmania amazonensis

Se evalud la actividad antibacteriana de las fracciones FBC, FMB y FMAG del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L, frente a

promastigotes de Leishmania amazonensis.

Se emplearon promastigotes de L. amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016)
recientemente aislados (menos de diez subcultivos in vitro) de lesiones cutaneas de
ratones Balb/c previamente infectados de forma experimental. Los cultivos se
realizaron en medio de Schneider suplementado con suero fetal bovino al 10 %,
penicilina sédica (200 Ul/mL) y estreptomicina (200 pug/mL) y se incubaron a 26 °C.
Para mantener los promastigotes en multiplicacién exponencial se hicieron siembras

en medio fresco cada 3-4 dias.

Los extractos a ensayar fueron previamente disueltos en dimetilsulfoxido a razén de
20 mg/mL y luego se realizaron diluciones seriadas con medio de cultivo en placas
de 96 pozos a las que se agregaron cultivos frescos de promastigotes para lograr
una concentracion final de 5 x 10> promastigotes/mL. Se ensayaron ocho
concentraciones de cada fraccion, siguiendo una progresion geométrica de 1:2,5.

De este modo, la maxima concentracion probada fue 240 pg/mL y la minima 0,4

49



pg/mL. Cada concentracion se ensay0 por cuadruplicado. En cada placa se
incluyeron pozos tratados con furvina (control positivo) a 10 pg/mL (concentracidn
final), pozos tratados con dimetilsulfoxido al 0,5% (concentracion final) y pozos

controles que no recibieron tratamiento.

Después de 72 h de incubacién a 26 °C se examinaron los cultivos con ayuda de un
microscopio invertido para evaluar la presencia de promastigotes méviles en las
distintas concentraciones y asi estimar la minima concentracion con efecto
parasiticida. Posteriormente, se agreg6 a cada pocillo 20 pL de resazurina 3 mM y
se incubd por otras 8 h en iguales condiciones. Pasado este tiempo, se leyeron las
placas en un lector de fluorescencia, se calcularon los valores de inhibicion del
crecimiento asociados a cada concentracién y se estimaron las concentraciones
inhibitorias medias (Clsg) mediante ajuste no lineal a curvas sigmoides. Cada
fraccion se ensayd tres veces. Simultaneamente se probd la actividad de la

anfotericina B—desoxicolato de sodio como farmaco de referencia.
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Resultados y discusion
3.1 Caracterizacién farmacogndstica del material vegetal

A pesar de que Jatropha gossypifolia L es una especie ampliamente empleada en la
medicina popular cubana, existe escasa documentacion que avale sus aplicaciones
etnomedicinales, asi como limitadas investigaciones que justifiguen su empleo

tradicional.

En el departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica y Farmacia, desde hace
varios aflos se realizan investigaciones farmacogndsticas, fitoquimicas,
farmacoldgicas, toxicologicas y de formulacion con vistas a explotar las
potencialidades medicinales de la especie; ampliamente estudiada a nivel
internacional. A pesar de que las mismas se han centrado en las hojas de la planta,
recolectadas en la region central del pais, la procedencia del material empleado en
diversos estudios varia, lo que puede influir en la composicion fitoquimica, asi como
en la respuesta obtenida en estudios farmacologicos y toxicoldgicos. Por esto, en
todos los estudios realizados, primeramente se realiza una caracterizacion

farmacognostica y fitoquimica del material vegetal.

En la presente investigacion, el material se recolectd en un sitio cercano a la costa
en el poblado de Casilda, del municipio Trinidad. Este poblado se distingue del resto
de las localidades en las que se ha recolectado la especie, por estar situada muy
cerca de la costa, con condiciones diferentes al resto de las localidades en las que

se ha recolectado el material para estudios en la region central del pais.

3.1.1 indices numéricos

La calidad para los medicamentos a base de plantas medicinales es un requisito
basico, no sélo por su significacion intrinseca, sino porque constituye la base sobre
la que reposa la reproducibilidad de los parametros de seguridad y eficacia. Las
plantas medicinales que constituyen la materia prima para la elaboracion de
productos fitoterapéuticos poseen variaciones en el contenido de sus principios
activos y pueden sufrir deterioro y contaminaciones. Por esta razén, el control de
calidad de las materias primas vegetales es de particular importancia (172) (173).
Se realizaron ensayos cuantitativos a las hojas secas y molinadas, como parte del

analisis farmacognéstico de materias primas vegetales. Dichos ensayos se basaron
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en la determinacion de los indices numéricos: contenido de humedad, cenizas

totales, cenizas solubles en agua y cenizas acido-insolubles.

3.1.1.1 Contenido de humedad.

Las drogas vegetales contienen todos los requerimientos esenciales para el
crecimiento de hongos y bacterias. El exceso de agua se considera el principal
responsable de su deterioro microbiolégico, asi como de la hidrdlisis de algunos
constituyentes de la droga. Las monografias de las farmacopeas limitan el contenido
de agua, especialmente en las drogas que tienen la facilidad de absorberla, o en
aquellas en las cuales el exceso de agua causa su deterioro. Una vez que toma
lugar la infestacion, el deterioro puede ser muy rapido, por lo que la determinacién
del contenido de humedad es de suma importancia (174).

El valor de humedad para la droga en estudio fue de 9.34 % (Tabla 3.1), por lo tanto
cumple con los limites permisibles (8-14%) y establecidos por Miranda y Cuéllar
(167), lo que indica que las condiciones de secado fueron las adecuadas. El
contenido de humedad determinado es ligeramente superior al descrito para las
hojas de la especie recolectadas en Cuba por Pérez en el 2016 en el municipio de
Fomento y por Coba en el 2017 en Quemando de Gliines (7.59%) (165); a pesar de
gue en todos los casos se emplearon las mismas condiciones de secado. Estas
diferencias pudieran estar dadas por las condiciones tipicas de suelo, de humedad

ambiental, clima de cada localidad, época de recoleccion, entre otras.

Tabla 3.1 indices numéricos obtenidos para las hojas de Jatropha gossypifolia L

Valores (%) Valores (%) Valores (%)
(X = DE) (X + DE) (X + DE)
Pérez (2016) Coba (2017)

9.39 £ 0.043 6.53 +0.16 7.59 £0.05

Indices
numeéricos

Contenido de
humedad

Cenizas totales 10.96 + 0.244 11.61+15 10.73 +£0.54

Cenizas solubles

en agua 2.50 +0.108 3.38 +£0.29 -

Cenizas acido-

. 0.22 +0.035 - -
insolubles
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3.1.1.2 Cenizas totales

Otro de los pardmetros que caracterizan la droga seca en estudio fue la
determinacién de cenizas totales. La ceniza resultante de la incineracion del material
vegetal puede ser fisiologica y no fisioldgica, por lo que el proceso de determinacion
de este indice engloba el analisis de ambos tipos de cenizas.

Se denomina ceniza fisioldgica a aquella derivada de los componentes minerales de
la propia planta. La que se deriva de materia extrafa, principalmente suelo y arena,
gue se adhieren a la superficie de la droga se denomina ceniza no fisiologica. El
proceso consiste en determinar la cantidad de residuo no volatil después de la
calcinaciéon de la droga. Las cenizas totales usualmente consisten en carbonatos,
fosfatos, silicatos y silice. Este ensayo es de extrema importancia e indica el
extenso cuidado tomado durante la preparacion de la droga (174).

El valor de cenizas totales del material vegetal en estudio fue de 10,96 %, (Tabla
3.1) y cumple con lo establecido por la USP # 28, cuyo limite es de 12 %.

Cuando el valor obtenido para las cenizas totales es elevado (>5%), es necesario
conocer si las mismas estan compuestas por metales pesados, lo cual se determina
mediante los ensayos de cenizas insolubles, y si este valor es elevado hay que

someter a la droga a otros andlisis antes de aprobar su uso.

Las cenizas solubles en agua se calculan por diferencia en peso entre las cenizas
totales y el residuo remanente después del tratamiento de las cenizas totales con

agua.

Las cenizas acido-insolubles son los residuos después de la ebullicion de las
cenizas totales con acido clorhidrico diluido. Esta determinacion mide la presencia

de silica, especialmente de arena y tierra silicea (167).

El bajo porcentaje de cenizas acido-insolubles (Tabla 3.1) que caracteriza al
material en estudio implica que el contenido fundamental de cenizas en material
vegetal no corresponde a metales pesados, por lo tanto no hay que someter la

droga a otros andlisis.

3.2 Caracterizacion fitoquimica de las hojas de Jatropha gossypifolia L
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Uno de los estudios obligados cuando se trabaja con diferentes partes de especies
vegetales con fines medicinales, es la caracterizacion cualitativa del contenido de
metabolitos, debido a que estos son los responsables de su perfil farmacoldgico y
toxicologico. Con este fin se obtienen extractos con diferentes solventes y, a partir
de ellos, se realizan ensayos de identificaciébn caracteristicos de cada tipo de

metabolito.

La adecuada seleccién de los tipos de disolventes que se utilizan durante la
extraccion, asi como los métodos y condiciones empleados, son aspectos
importantes para lograr la extraccion del mayor nimero de metabolitos posible, y asi
obtener una caracterizacion fitoquimica confiable de la droga. A partir de los
resultados del tamizaje, se debe orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los

extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interes.

En la presencia o ausencia de un metabolito pueden influir la concentracion de los
mismos, la solubilidad en el disolvente empleado y las interferencias de otros
componentes. Con el tamizaje fitoquimico se obtienen datos preliminares sobre los
componentes quimicos de la planta y constituye Unicamente una orientacion que
debe interpretarse en conjunto con los resultados del tamizaje farmacolégico (174,
175).

Esta informacion puede guiarnos sobre las posibles acciones farmacolégicas que
pueden ejercer el extracto y los posibles metabolitos responsables de las mismas.
En correspondencia con los criterios mencionados anteriormente se realizé la

evaluacion fitoquimica de las hojas de la especie en estudio.

Los extractos obtenidos se caracterizaron por diferencias en la coloracion (Tabla
3.2), que se atribuyen a la diferencia en la composicion fitoquimica, como se
muestra mas adelante (Tabla 3.3). La prevalencia de la tonalidad verde en el
extracto etanolico es indicativo del contenido de clorofila. En ninguno de ellos se

detecto la aparicion de un precipitado.

Los resultados del tamizaje fitoquimico realizado, permitieron identificar la presencia
de diferentes metabolitos secundarios en el extracto de las hojas de Jatropha
gossypifolia L.: saponinas, azUcares reductores, flavonoides, fenoles y/o taninos,
alcaloides, aminoécidos, triterpenos y/o esteroides, acidos grasos y quinonas (Tabla
3.3).
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Tabla 3.2 Caracteristicas organolépticas de los extractos empleados en la

caracterizacion fitoquimica.

Tipo de
Color Olor
extracto
- Caracteristico de la
Etandlico Verde muy oscuro
planta. Intenso
Carmelita verdoso muy | Caracteristico de la
Acuoso
0SCuro planta
. Carmelita verdoso Caracteristico del
Etéreo
0SCcuro solvente

Tabla 3.3 Resultados del tamizaje fitoquimico de las hojas de Jatropha gossypifolia

L, empleando diferentes solventes de extraccion.

Tipo de extracto
Ensayos Metabolitos Etandlico Acuoso Etéreo
Resinas Resinas -
Liebermann- Triterpenos
ylo - +
Burchard. .
esteroides
Espuma Saponinas +++ F+
Nihidrina Aminoacidos ++
Dragendorff | Alcaloides + + -
Baljet Coumarinas - -
Kedde G“?OS,'d.OS -
cardiotonicos
Felhing Azlcares . ]
reductores
Cloruro Taninos ++ -
férrico
Borntrager Quinonas +++ +++
Shinoda Flavonoides - ++ +
sudan Acidos N
grasos
Leyenda:

(+; ++; +++): Respuesta positiva de presencia del metabolito en el extracto.
(-): Respuesta negativa de presencia del metabolito en el extracto.
Espacio en blanco: No se le realiz6 el ensayo.

Este tipo de estudio, empleando diferentes disolventes de variada polaridad, se
realiza por primera vez a las hojas de la especie de la regién central del pais, pues

los estudios anteriores lo hacian a partir del EHA. No obstante, los resultados
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obtenidos coinciden en casi todos los tipos de metabolitos, excepto, que se detecta
la presencia de triterpenos y/o esteroides y acidos grasos; ensayos que no se
realizaron por Pérez (2016) y Coba (2017), y que no se detecta la presencia de

coumarinas en el presente estudio, que si se habian identificado por estos autores.

Los triterpenos y esteroides son un grupo de metabolitos con variadas acciones. En
el caso particular de la especie en estudio son de gran importancia, pues se
describe en la literatura un diterpeno, Jatrofona, aislado de las raices, que posee
actividad citotéxica, antineoplasica significativa, inhibe la liberacién de insulina,
efecto relajante de la contraccion inducida en musculo, inhibe la activacién de los
leucocitos, actividad frente a protozoos, gastroprotectora, entre otras. Ademas, sus
derivados naturales 2a-OH Jatrofona y 2B-OH Jatrofona, 23-OH-5,6-isoJatrofona

con actividad citotoxica y Jatrofenona, con actividad antibacteriana (176, 177).

3.3 Obtencién y caracterizacion de fracciones a partir del extracto
hidroalcoholico

3.3.1 Obtenciodn del extracto hidroalcohélico

Sobre la base de los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico de las hojas de
la especie en estudio (Acapite 3.2), caracterizado por la mayor diversidad de
metabolitos en los extractos acuoso y etandlico; se decidié continuar los estudios
con un extracto hidroalcohdlico. Este tipo de extracto, ademas, utiliza solventes que
no son toxicos y son mas amigables con el medio ambiente. Ademas, es el tipo de
extracto que se ha empleado en los estudios sobre las hojas de la especie,
realizados en la region central de Cuba y que ha manifestado diferentes actividades
farmacoldgicas (178) (179).

En este caso, la extraccion se realizd en condiciones similares a las realizadas
anteriormente por Rivero (2014) (178), Pérez (2016) (179) y Coba (2017) (165), con
la diferencia de que el proceso de extraccion se realiz6 5 veces sobre el mismo
material, con el propdsito de extraer la mayor cantidad posible de metabolitos. La
desventaja fundamental del empleo de este sistema de solventes es que limita la
extraccion de metabolitos muy apolares como el diterpeno jatrofona, presente en
diferentes especies de Jatropha, entre ellas Jatropha gossypipholia L, ampliamente

estudiado como anticancerigeno, que ya se ha obtenido por via sintética. No
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obstante este metabolito se ha aislado a partir de un extracto etandlico seguido de
fraccionamiento con hexano (180).

3.3.1.1 Sélidos totales

Los sélidos totales permiten tener elementos sobre la masa de metabolitos que el
sistema de solventes empleado fue capaz de extraer del material vegetal. Aunque
este parametro no estd normado para el EHA de la planta en estudio, es importante
ensayarlo. El valor obtenido es de 0,742 g/100 mL de la mezcla de solventes
empleada en la extraccién, que corresponde a 7,42 mg/mL, y a un rendimiento de
extraccion de 0,371 g/g de material vegetal (37,1%), relativo a la planta seca. Se
debe considerar que el extracto de la planta no esta estandarizado, y que el valor
obtenido puede estar influido por el estadio del desarrollo fenolégico de la planta y

por las condiciones edafoclimaticas del sitio de recoleccion.
3.3.1.2 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico del EHA de las hojas de la especie incluyo los ensayos
realizados para los extractos etanolico, acuoso y etéreo. Ademas se incluyeron otros
ensayos especificos para triterpenos y/o esteroides y alcaloides, debido a que estos
grupos de metabolitos pudieran estar directamente relacionados con las actividades

farmacoldgicas que se incluyen en el presente trabajo.

Como era de esperar los resultados de los ensayos se corresponden con los
obtenidos para los extractos etandlico y acuoso (Acéapite 3.2) (Tabla 3.4), y es
representativo de la composicion fitoquimica de las hojas de la planta. Mediante la
inclusion de un segundo ensayo para los casos de triterpenos y/o esteroides y

alcaloides, se pudo confirmar la presencia de los mismos en el EHA (Fig. 3.1).
3.3.2 Cromatografia en columna (CC)

Los estudios microbiolégicos realizados por Coba (2017) (165) sugieren que la
ausencia de quinonas en el EHA de las hojas de la especie, recolectada en
Quemado de Guines, pudiera ser la causa de la inactividad del mismo frente a
Staphylococcus aureus. Por esta razon en el presente trabajo, entre otros aspectos,

se intentd probar si realmente esta hipétesis era verdadera.
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Salkowski Shinoda Dragendorff Mayer Liebermann-
Buchard

Fig. 3.1 Resultados de los ensayos de Dragendorff, Mayer, Salkowsky, Shinoda y
Lieberman en el EHA.

Tabla 3.4 Resultados del tamizaje fitoquimico del EHA de las hojas de Jatropha
gossypifolia L.

Metabolitos Ensayos Resultado
Resinas Resinas -
_ _ Liebermann- Burchard. +
Triterpenos y/o esteroides
Salkowsky +
Saponinas Espuma +++
Aminoacidos Nihidrina ++
Dragendorff +++
Alcaloides
Mayer +++
Coumarinas Baljet -
Glicosidos cardiotonicos Kedde -
AzUcares reductores Felhing ++
Taninos Cloruro férrico ++
Quinonas Borntrager +++
Flavonoides Shinoda +
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Se conoce que las quinonas, tanto de origen natural como sintético, poseen
actividad antimicrobiana. Ejemplos: hipericina, una antraquinona de la planta
Hypericum perforatum (181); 6-(4, 7 dihidroxi-heptil) quinona, una nueva quinona
aislada de Pergularia daemia, que mostr6 actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Proteus vulgaris (182); y se describen
otros nuevos compuestos obtenidos por sintesis, que contienen en su estructura el
agrupamiento quinona, que se mostraron activos frente a E. coli, S. aureus, M.

luteum y C. tenuis (183).

Por otra parte, a pesar de que se han aislado, e incluso obtenido por sintesis,
numerosos compuestos a partir de Jatropha gossypifolia L, con diferentes
actividades farmacologicas, incluida la antimicrobiana, dentro de ellos no se reporta

ninguna quinona.

Las quinonas corresponden a anillos aromaticos con dos grupos cetona como
sustituyentes. Se distribuyen ampliamente en la naturaleza y son muy reactivas.
Pueden presentarse en diferentes formas. Las quinonas libres son practicamente
insolubles en agua; las que se presentan en forma de glicésidos son solubles en
agua y alcoholes. Asi, debido a que la extraccion a partir de las hojas de la especie
se realizdé con una mezcla alcohol/agua, las quinonas que se extraerian estarian,

fundamentalmente, en su forma soluble en estos disolventes (Ejemplo: glicsidos).

Ademas de las quinonas, otros grupos de metabolitos de interés para las acciones
farmacoldgicas en investigacion son los terpenoides, alcaloides, flavonoides. Por
esto se consideraron fracciones representativas de cada fase movil para posteriores

estudios.

Con vistas a la separacion de los metabolitos en fracciones se emplearon cuatro
sistemas de solventes, comenzando por el de menor polaridad. Se aseguro, en cada
caso, que cuando cambiara la coloracion de la fase movil que salia de la columna se
colectara por separado. Previo al paso de las fases mdviles por la columna, se
afiadieron 50 mL de benceno, con el propdsito de desengrasar la muestra, que se
desechd. La separacion en este caso ocurrira fundamentalmente por la solubilidad
de los metabolitos en la fase movil en cuestiéon, y su afinidad por la fase

estacionaria. Deben salir primero los mas apolares.
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3.3.2.1 Fase movil benceno-cloroformo (1:1)

De esta fase se colectaron 10 fracciones de aproximadamente 50 mL cada una, de
color carmelita, mas intenso en las primeras colectas, que fue aclarando con el paso
de la fase mdévil. En ninguna de estas fracciones se detectd la presencia de
qguinonas, ya que el ensayo de Bdrntrager fue negativo (Fig. 3.2). Sin embargo los
resultados de la CCD no revelaron diferencias entre las colectas cuando se
colocaron bajo luz UV de 366 nm, con la aparicion de manchas de color rosado
intenso, con diferentes valores de R¢ (Fig. 3.3). La coloracion mas intensa fue la del
benceno empleado para desengrasar la muestra. La intensidad del color de estas

manchas fue disminuyendo con el incremento del nimero de las fracciones.

Fig. 3.2 Ensayo de Borntrager para fracciones de la fase benceno-cloroformo.

Fig. 3.3 CCD de las fracciones de la fase movil benceno cloroformo.
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Se decidio reunir las 10 fracciones en una sola: fraccién benceno-cloroformo (FBC)
teniendo en cuenta el color, la CCD y la respuesta al ensayo de quinonas.

Para los estudios farmacolégicos que se realizaran posteriormente, se decidio
concentrar la muestra al maximo posible para lo que se rotoevaporé hasta su
concentracion al maximo posible. El producto obtenido no correspondié a un sélido

cristalino, sino a una masa gomosa de color verde muy oscuro.
3.3.2.2 Fase movil cloroformo-metanol (97:3)

Se obtuvieron tres fracciones con volimenes que variaron entre 100-200 mL, de
color amarillo claro intenso, que iba a degradandose con el paso de la fase movil.
En ninguna de estas fracciones se detect6 la presencia de quinonas, ya que el
ensayo de Bérntrager fue negativo (Fig. 3.4). A pesar de que la polaridad de esta
fase movil es superior a la de FBC, se detectan mediante CCD, en las primeras dos
fracciones, las mismas manchas que en FBC, con igual color, pero menos intensas
y similares valores de Ry, (Fig. 3.5). Sin embargo la tercera fraccion dio un patron de
CCD muy diferente, caracterizado por una sola mancha, de color azul-violeta claro,
con un valor de R; muy superior al resto de las detectadas en las fracciones

anteriores, por lo que debe corresponder a otro tipo de compuesto.

Fig. 3.4 Ensayo de Borntrager para fracciones de la fase movil cloroformo-metanol

En este caso se decidi6, en base al resultado de CCD y de Bdrntrager, agruparlas

en dos fracciones: fraccion cloroformo-metanol A (FCMA), constituida por las dos
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primeras fracciones de este sistema de solventes; y fraccion cloroformo-metanol B
(FCMB), que correspondié a la tercera fraccion. Tras la concentracion de las
fracciones mediante rotoevaporacién se obtuvo un sélido de coloracién amarilla
clara, pero en muy poca cantidad, lo que hizo imposible realizar los ensayos

farmacolégicos a las mismas.

Fig. 3.5 CCD de las fracciones cloroformo-metanol.
3.3.2.3 Fase mévil metanol

Se obtuvieron 10 fracciones con volumenes que variaron entre 30-100 mL, de color
carmelita-rojo intenso que iba disminuyendo con el paso de la fase movil, excepto la
primera fraccion que presentd una tonalidad verdosa. El ensayo de Bérntrager solo
dio positivo en las primeras ocho fracciones, lo que indica la presencia de quinonas
(Fig. 3.6). Se detectan mediante CCD (Fig. 3.7), en cada fraccion, tres manchas con
valores de Ry diferentes entre ellas, pero similares entre fracciones, que deben

corresponder a tres compuestos presentes en esta fase movil.

En este caso, en base al resultado de CCD y del ensayo de Bérntrager, se decidio
agrupar la colecta en tres fracciones: fraccion metanol A (FMA), constituida por la
primera fraccidbn de este sistema de solventes, que posee una coloracion y
resultados de CCD diferentes al resto de las colectadas, a pesar de que resulta
positivo el ensayo de Boérntrager; fraccion metanol B (FMB), que correspondié a las
fracciones de la dos a la ocho, y fracciéon metanol C (FMC) que agrupo las colectas

nueve y diez, en las que el ensayo de Bdrntrager resulté negativo.
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Fig. 3.6 Ensayo de Borntrager para las fracciones de la fase movil metanol.

Fig. 3.7 CCD de las fracciones con fase movil metanol.

El producto obtenido tras la rotoevaporacion no correspondié a un sélido cristalino
en ninguno de los casos, sino a una masa gomosa de consistencia similar a la

obtenida a partir de la FBC, pero de color rojo muy oscuro.
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3.3.2.4 Fase movil Metanol-Agua (1:1)

Se obtuvieron 2 fracciones con volumenes de aproximadamente 250 mL, de color
carmelita-amarilloso, menos intenso con el paso de la fase movil. El ensayo de

Borntrager resulto positivo, lo que indica la presencia de quinonas (Fig. 3.8).

Fig. 3.8 Ensayo de Borntrager de las fracciones de la fase mévil metanol-agua.

En este caso, en base a los resultados obtenidos en el ensayo de Bdrntrager y al
color, se decidio agrupar la colecta en una fraccion: fraccibn metanol-agua (FMAG).
El producto obtenido tras la rotoevaporacion no correspondioé a un solido cristalino,

sino a una masa de consistencia fangosa, de color carmelita.
3.4 Caracterizacion mediante CCD cualitativa del EHA y sus fracciones

Con vistas a esclarecer la naturaleza de los metabolitos presentes en el EHA y
fracciones representativas del mismo (FBC, FMB y FMAG) se realiz6 la CCD,
empleando condiciones cromatogréaficas, en cuanto a fases moviles, y tipos de
reveladores, caracteristicos para metabolitos de interés farmacoldgico en las

acciones en investigacion: quinonas, alcaloideos, flavonoides y terpenoides.

Las condiciones cromatogréficas empleadas para la deteccion de quinonas
evidencio la presencia de antraquinonas en el EHA y en ninguna de las fracciones
evaluadas (Fig. 3.9). Sin embargo, se revel6 la presencia de naftoquinonas en el

EHA y en FBC (Tabla 3.5). En las condiciones caracteristicas para flavonoides, se
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observan nuevas manchas con diferentes valores de R;, de color amarillo verdoso,

caracteristico de flavonas y flavonoles en el EHA, en FMB y FMGA (Fig. 3.10).

Antraquinonas Naftoquinonas

EHA FMB FMAG FBC EHA FMB FMAG FBC

Fig. 3.9 CCD para la caracterizacién de quinonas.

En la CCD empleada para la deteccion de terpenoides, se detecta la aparicion del
mayor numero de manchas, y de mayor intensidad, en el EHA y en FBC. Ademas
aparecen algunas de ellas en FMAG, pero menos intensas (Fig. 3.11). En el caso de
los alcaloides en las condiciones cromatograficas empleadas se aprecian manchas
no bien resueltas y colas, lo que dificulta la interpretacion (Fig. 3.12). No obstante en
el EHA y en las tres fracciones evaluadas se detecta la presencia de manchas que

podrian corresponder a alcaloides.

Estos resultados confirman la presencia de naftoquinonas, flavonoides, terpenoides
y alcaloides, metabolitos que pudieran estar relacionados con las actividades frente

a microorganismos y leishmania que se evallGa en el presente trabajo.
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Tabla 3.5. Valores de R;de las manchas detectadas para los diferentes grupos de

metabolitos
Metabolito EHA FBC FMB FMAG
Antraguinonas - - - -
0.5795
Naftoquinonas 0.5795
0.4091
0.5974 0.5974
Flavonoides - -
0.4416 0.4416
0.5581 0.6163
Terpenoides 0.3488 0.0930 - 0.5974
0.0930 0.3837
Flavonoides

EHA FMB FMAG FBC

Fig. 3.10 CCD para la caracterizacion de flavonoides.

3.5 Evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico y

sus fracciones.

Varios estudios reportados en la literatura avalan la actividad antimicrobiana de

extractos de diferentes especies del género Jatropha, y en particular de Jatropha

gossypifolia L, tanto de toda la planta, como de diferentes partes de la misma. (173,

184). Los extractos acuoso y etandlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L se

han mostrado activos frente a bacterias Gram positivas (Bacillus subtilis,
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Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas fragi).
(185) Ademas, se describe el uso etnomedicinal de las hojas para el tratamiento de
candidiasis oral y de micosis, y extractos de diferentes partes han mostrado

actividad antifungica (186).

Terpenos

-

L TR—

EHA FMB FMAG FBC
Fig. 3.11 CCD para la caracterizacién de compuestos diterpenoides.

Alcaloides

EHA FBC FMB FMAG

Fig. 3.12 CCD para la caracterizacién de alcaloides.
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No solo se ha descrito actividad antimicrobiana para extractos de la planta; un
metabolito aislado de toda la planta (Jatropha gossypifolia L), un diterpeno
macrociclico, Jatrofenona, se ha referido activo frente a Staphylococcus aureus, con

una actividad comparable a la de la penicilina, empleada como referencia (176).

En nuestro pais no se ha evaluado ampliamente el potencial antimicrobiano de la
especie en estudio. Solo se ha estudiado la actividad del extracto hidroalcohdlico de
las hojas frente a Staphylococcus aureus (165, 178). Los resultados de los mismos
son contradictorios. Por estas razones se decidi6 evaluar su efectividad frente a una
mayor diversidad de microorganismos, que incluyeron bacterias Gram positivas,
Gram negativas y una levadura, y se evaluaron el EHA y las fracciones del mismo
que rindieron cantidad suficiente para la realizacion de los ensayos.

Se incluyeron todas las fracciones que resultaron positivas en el ensayo de
guinonas, en busca de una respuesta a la presuncion de que podrian contribuir a la
actividad antimicrobiana descrita para la especie. Ademas se decidio evaluar otras
fracciones que no contenian quinonas, pues son muchos los tipos de metabolitos

gue se describen poseen esta actividad (187).

Dentro de los métodos usados para evaluar, in vitro, la susceptibilidad de bacterias
ante diferentes agentes o extractos, se destaca el método de difusion en pozo, ya
gue presenta la ventaja de ser altamente reproducible y sensible (188) por esto se

selecciond para el presente estudio.

Los resultados de la actividad antimicrobiana, expresados por los halos de
inhibicién, de las muestras en ensayo frente a los diferentes microorganismos
mostraron que solo el EHA fue efectivo, inhibiendo el crecimiento de las bacterias
Gram positivas ensayadas (Tabla 3.6, Fig. 3.12-3.14). Sin embargo, ninguna de las

fracciones estudiada mostré actividad ante ninguno de los microorganismos.

Este resultado podria explicarse si los metabolitos que mas contribuyen a la
actividad antibacteriana fueran muy apolares, como Jatrofenona, diterpeno
macrociclico con potente actividad frente a Staphylococcus aureus, muy poco
soluble en agua (12). En tal caso, como la mezcla de solventes empleada en la
extraccion del material vegetal, en el presente estudio, no es apolar, se extraerian
en bajas cantidades; suficientes para mostrar actividad a partir del EHA, pero no en

las fracciones del mismo. Ademas, se debe considerar, que previo al
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fraccionamiento del EHA mediante CC, se desengrasé el material con benceno,

solvente muy apolar, que podria haber extraido estos metabolitos apolares. Es

posible, también, que algunos metabolitos hayan quedado retenidos en la fase

estacionaria de la columna.

Fig. 3.12 Placas de Eschericha coli actividad positiva

Tabla 3.6. Actividad antimicrobiana del EHA y sus fracciones.

No | Tipo de Halos de inhibicion (mm)
extracto (X +DE)
E. coli P.aeruginosa | S. aureus | C. albicans
Gram - Gram - Gram + Levadura
1 | EHA 1240.21 1440.12 0.0+0.0 0.0+0.0
2 | FMAG 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
3 |FMB 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
4 | FMC 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
5 | FBC 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
6 | FMA 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
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Fig. 3.14 Placa de Staphylococcus aureus actividad negativa

Otro elemento que pudiera influir en los resultados es el tipo de método empleado
en la evaluacion de la actividad antimicrobiana. El extracto hidroalcoholico de
Jatropha gossypiifolia L. tiene entre sus constituyentes quimicos compuestos
polares y no polares. Estudios realizados recomiendan usar los métodos de difusiéon
(en papel o en pozo) para estudiar compuestos polares, y los métodos de dilucién

para sustancias polares y no polares (188).

Por otra parte, se debe tener en cuenta que en el caso de las plantas medicinales,
los mecanismos de acciébn son mas complicados, debido a la variedad en su
composiciéon. Entre los metabolitos pueden aparecer interacciones de sinergismo y

de antagonismo, que juegan un papel importante en la actividad biolégica (189).

71



Los resultados negativos alcanzados para las fracciones que contienen quinonas
(FMA, FMB, y FMAG), que fueron inactivas ante todos los microorganismos en
estudio, sugieren que este grupo de metabolitos no son los principales responsables
de la actividad antimicrobiana del EHA de Jatropha gossypifolia L. No obstante se
debe considerar, que la mezcla de solventes empleada en la preparacion del EHA
favorece la extraccion de quinonas con polaridad similar, y por tanto, es posible que
quinonas que no se hayan extraido, o que se eliminaran con el solvente de

desengrase, posean actividad frente a estos microorganismos.

Estos resultados confirman el potencial antibacteriano de las hojas de Jatropha
gossypifolia L que crece en la regién central de nuestro pais, especialmente frente a

bacterias Gram negativas.
3.6 Actividad in vitro frente a promastigotes de Leishmania amazonensis

El estudio de actividad in vitro mostré un desempeiio adecuado del sistema a juzgar
por los valores mostrados por los distintos controles. A saber, valores minimos de
fluorescencia en los pozos que no contenian parasitos (solo medio de cultivo) y los
tratados con furvina a 10 pg/mL (control positivo) y maximos valores en los cultivos
gue no recibieron tratamiento alguno (control negativo) o fueron tratados con
dimetilsulféxido a una concentracion final del 1% (control de vehiculo). (Fig 3.15 y
3.16).

Fracciones de 240 yg/mL a
0.39 Tg/mL

Furvina 10 pg/mL

n
o
=
n
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—
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o
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FBC —

F

FMB —

Fig 3.15 Ensayos para la actividad antileishmanial de las fracciones FBC y FMB.
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Fig 3.16 Ensayos para la actividad antileishmanial de la fraccion FMAG.

Las tres fracciones evaluadas mostraron actividad parasiticida hasta
concentraciones en el rango de 0.98 - 2.5 ug/mL. En cambio el efecto inhibidor del
crecimiento se extendid hasta concentraciones inferiores, siendo la Clsy de las
fracciones extraidas con benceno-cloroformo, metanol y metanol-agua de 0.45,
0.70 'y 0.45 pg/mL, respectivamente (Tabla 3.7). Estos valores de Clsp son
considerablemente bajos al compararlos con los resultados previamente obtenidos

con otros extractos vegetales (190).

Tabla 3.7 Efecto inhibidor del crecimiento (Clsp) de Leihsmania amazonensis.

Fraccion Clso (ug/mL)
FBC 0.45
FMB 0.70
FMAG 0.45

Los resultados evidenciaron la presencia de compuestos con actividad anti-
leishmanial en las tres fracciones del extracto evaluadas. Sin embargo, debe
probarse el efecto de estos compuestos frente al estadio biolégico clinicamente
relevante del parasito (amastigotes intracelulares), asi como frente a otras especies

de Leishmania spp. Igualmente importante, es evaluar su citotoxicidad para valorar
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adecuadamente la selectividad de la actividad anti-leishmanial de estos

compuestos.

Estos resultados estan en correspondencia con los obtenidos en el presente afio en
Brasil para el extracto etandlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L, con valores
de I1Cso de 4,76 upg/mL, y principalmente con los obtenidos para el glicésido
jatropham, aislado del latex de la planta (Clso de 0,47 ug/mL) (190).
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Conclusiones

El sdlido pulverulento obtenido de las hojas de Jatropha gossypifolia L,
procedente de Casilda, Trinidad, posee indices numéricos que avalan la
calidad del material vegetal y entre sus metabolitos se sugiere la presencia
de saponinas, alcaloides, quinonas, triterpenos y/o esteroides, acidos grasos,

aminoacidos y azlcares reductores.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L solo
mostré actividad antibacteriana frente a las bacterias Gram negativas:
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa; sin embargo las fracciones del
mismo fueron inactivas frente a todos los microorganismos, lo cual puede
estar relacionado con el sinergismo de los metabolitos presentes en el

extracto.

Las tres fracciones evaluadas mostraron actividad parasiticida frente a L.
amazonensis hasta concentraciones muy bajas, mostrando efecto inhibidor
del crecimiento que se extendio hasta concentraciones considerablemente
inferiores, a las obtenidas previamente para otros extractos vegetales;
resultados que pudieran estar relacionados con la presencia de terpenos,

alcaloides y flavonoides
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Recomendaciones

Aislar y caracterizar metabolitos que avalen las acciones antimicrobiana y

antileishmaniasica de las hojas de la especie Jatropha gossypifolia L.

Evaluar la actividad antileishmaniasica frente al estadio bioldgico
clinicamente relevante del parasito (amastigotes intracelulares), asi como

frente a otras especies de Leishmania spp; asi como su citotoxicidad.
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Anexo 1.1 Jatropha gossypifolia L

Anexo 1.4 Ciclo vital Leishmania
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Anexo 2.1 Ubicacién geogréfica del sitio de recoleccién del material vegetal en

estudio.

Sitio de -
recoleccion r

99



