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Exergo



“Muchas son las lecciones que se pueden extraer del

estudio de las plantas, si se procura el verdadero espiritu

de la sabiduria.”

John Hutton Balfour.
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Resumen

La resistencia a los antimicrobianos supone un obstaculo importante en estos
dias y las plantas medicinales suponen una alternativa al tratamiento de
numerosos afecciones causadas por bacterias y hongos. La Jatropha
gossypifolia L. es utilizada por la poblacion en diferentes formas de preparacion
para el tratamiento de enfermedades en la piel. En este estudio el objetivo es
evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohélico y acuoso de
las hojas de Jatropha gossypifolia L que crece en la region central de Cuba.
Primeramente, se recolectd la planta en distintas épocas del afio. Se obtuvo
como resultado que la droga posee indices numéricos que avalan la calidad del
material vegetal. Se obtuvieron extractos hidroalcohdlicos y acuoso que se
caracterizaron por el tamizaje fitoquimico y entre sus metabolitos estan
saponinas, alcaloides, quinonas, fenoles, flavonoides, aminoacidos Yy
coumarinas los cuales estuvieron presentes en todas las épocas del afo
estudiadas. Se cuantificaron los polifenoles, fenoles y flavonoides totales
presentes en los extractos y varié el contenido de los mismos en las diferentes
épocas de recoleccidn. Se determind la actividad antimicrobiana de los extractos
hidroalcohdlicos y acuoso mediante el método difusion en agar donde solo
mostré actividad antimicrobiana frente a Staphylococuss aureus el extracto

hidroalcohélico.
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Abstract

Antimicrobial resistance is a major obstacle these days and medicinal plants are an
alternative to the treatment of numerous conditions caused by bacteria and fungi.
Jatropha gossypifolia L. is used by the population in different forms of preparation for
the treatment of skin diseases. In this study the objective is to evaluate the
antimicrobial activity of the hydroalcoholic and aqueous extracts of the leaves of
Jatropha gossypifolia L. that grows in the central region of Cuba. First, the plant was
collected at different times of the year. It was obtained as a result that the drug has
numerical indices that guarantee the quality of the plant material. Hydroalcoholic and
agueous extracts were obtained which were characterized by phytochemical
screening and among their metabolites are saponins, alkaloids, quinones, phenols,
flavonoids, amino acids and coumarins which were present at all times of the year
studied. The total polyphenols, phenols and flavonoids present in the extracts were
guantified and their content varied during the different harvesting seasons. The
antimicrobial activity of the hydroalcoholic and aqueous extracts was determined by
means of the diffusion method in agar where it only showed antimicrobial activity

against Staphylococuss aureus in the hydroalcoholic extract.
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Introduccion

Introduccion:

Encontrar propiedades curativas en las plantas constituyo la fitoterapia de
nuestros antepasados. Muchas personas en todos los continentes han aplicado
cataplasmas y bebido infusiones de diferentes plantas autdctonas con el fin de
tratar enfermedades, curar heridas o simplemente mejorar su salud. Si nos
remontamos a la prehistoria hay pruebas de que los neandertales que vivieron
hace 60 000 afios, utilizaban plantas como la malvarrosa para tratar insomnio,
resfriados, estrefiimiento o lesiones inflamatorias. Plantas que actualmente
siguen siendo ampliamente utilizadas en la etnomedicina en todo el mundo®.
No obstante, la mayoria de la poblacion mundial utiliza en primer lugar la
medicina convencional como tratamiento de salud. Esto es debido entre otros
factores, a la falta de reconocimiento por parte de los profesionales sanitarios de
la importancia del papel que puede llegar a desempefiar la “medicina
tradicional”®.

Con el apoyo de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha habido
numerosos intentos recientes para investigar la seguridad, eficacia y calidad de
estos nuevos medicamentos utilizando enfoques basados en la evidencia. Pero
tan solo un numero muy limitado de remedios a base de plantas para el
tratamiento de infecciones, han sido sometidos a la evaluacion basada en la
evidencia. En este sentido, una evaluacion mas detallada de la eficacia
antimicrobiana de las medicinas tradicionales, debe obviamente, llevarse a cabo
antes de que tales mezclas a base de extractos de plantas puedan ser
consideradas para el desarrollo de nuevas medicinas. De ese modo, se podran
evitar la comercializacion de extractos de venta en farmacias, para los cuales
existen dudas sobre su actividad®.

La presencia de nuevos compuestos 0 combinaciones de compuestos con
actividad antibiética que finalmente llegan a la clinica ha sufrido un claro
estancamiento. Si se observa el descubrimiento de las diferentes familias de
antibioticos a lo largo de los afios, se puede comprobar como las principales
familias fueron descubiertas en el siglo pasado. No obstante, la generacion de
resistencias bacterianas como seleccion natural para resistir a estos tratamientos
antibioticos convencionales, hace necesaria la busqueda de nuevas moléculas

con poder bacteriostatico o bactericida. Esta situacion que supone un problema
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de relevancia clinica, sélo puede ser resuelta con terapias basadas en nuevos
compuestos, siendo las plantas una posible solucién®.

Una de las plantas que ha aumentado en interés en la actualidad es Jatropha
gossypifolia L., denominada comUnmente como Tuatla. Dicha especie es
ampliamente cultivada como planta ornamental. Las raices, tallos, hojas,
semillas y frutos de la planta han sido utilizados en la medicina popular tradicional
por sus propiedades curativas en muchos paises. Varios estudios desarrollados
a la planta, en especial a las hojas, han demostrado que esta posee una enorme
reserva de fitoquimicos diferentes como: esteroides, saponinas, flavonoides,
triterpenos, fenoles, alcaloides, taninos, coumarinas y azucares reductores. La
mayoria de estos componentes quimicos pueden ser responsables de muchas
actividades farmacolégicas reportadas entre estas se destacan la actividad
antioxidante, analgésica, antinflamatoria, antimicrobiana y contra el cancer®9),
En los dltimos afos, en el departamento de Farmacia de la Universidad Central
Marta Abreu de Las Villas (UCLV), se han desarrollado investigaciones
fitoquimicas, farmacoldgicas y toxicologicas con el extracto hidroalcohélico de
las hojas de la especie que crece en diferentes localidades de la regién central
de Cuba. Este extracto posee actividades antinflamatoria, analgésica,
antioxidante y antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus. Sin embargo, no
se han investigado la accién de los extractos hidroalcohdlico y acuoso frente a

otros microorganismos vinculados a diversas patologias.

Problema cientifico:

A pesar de que Jatropha gossypifolia L. es una especie muy estudiada a nivel
internacional, las acciones antibacterianas tradicionales atribuidas a los
extractos de las hojas de la especie que crece en Cuba, no se han estudiado

cientificamente.

Hipotesis:

La realizacion de estudios antimicrobianos de extractos de las hojas de Jatropha
gossypifolia L., que crece en Cuba, permitiran avalar usos tradicionales que se
le atribuyen y posibilitaran su futura introduccion como medicamento, 0O

cosmecéutico.
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Objetivo general:
Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de
las hojas de Jatropha gossypifolia L que crece en la region central de Cuba.
Objetivos especificos:
e Caracterizar desde el punto de vista fitoquimico los extractos de las hojas
de la especie en varias épocas del afio.
e Cuantificar los polifenoles, fenoles y flavonoides totales presentes en los
extractos de las hojas de la especie en varias épocas del afio.
e Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos de las hojas de la
especie mediante el método difusion en agar.
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Revision Bibliogrdfica

Capitulo I. Revision bibliografica.

1.1 Jatropha gossypifolia L.

1.1.1 Clasificacion taxonémica.

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta.

Division: Magnoliophyta.

Clase: Magnoliopsida.

Subclase: Rosidae.

Orden: Geraniales.

Familia: Euphorbiaceae

Subfamilia: Crotonoideae

Género: Jatropha

Especie: Gossypifolia

Nombre cientifico: Jatropha gossypifolia L. (Linn)

Nombre comun: Tuatua.

Otros nombres comunes: Frailecillo (Costa Rica, Venezuela, Colombia),
Frailecito, San Juan del Cobre (Cuba), Higuereta cimarrona (Puerto Rico),
sibidigua, Pifidn negro, Pifidn rojo, etc.®).

1.1.2 Descripcién boténica.

Jatropha gossypifolia L. es un pequefio arbusto, con hojas de color verde oscuro,
de 1 a 2 m de altura por 10-12.9 cm de ancho, a veces algo lefioso. Presenta
hojas alternas, palmeadas y pubescentes, con un apice acuminado, una base
cordada y un margen aserrado® 68,

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, convirtiéndose en marrén
oscuro cuando madura. Contiene de una a tres semillas oscuras con puntos

negros y ricas en aceite® 69, (Anexos 1, 2).
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1.1.3 Distribucion y habitat.

Tiene una distribucion muy amplia, con especies que se encuentran en Africa,
India, Sudamérica, Antillas, América Central y el Caribe9. 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 Africa y Asia®?. Es una
yerba silvestre en terrenos yermos y cultivados, calcéreos, principalmente de
poca 0 mediana elevacion. Crece también en las demas Antillas Mayores y en
muchas de las Menores, en las Bahamas y en la América tropical continental®2).

1.1.4 Usos tradicionales.

Tanto las hojas como los tallos, las raices, las semillas y el latex se utilizan en
diferentes formas de preparacion (infusién, decoccién y maceracion, entre otros)
y por diferentes rutas y formas de administracion (orales, topicas, bafios, etc.).
Jatropha gossypifolia L. se usa en diferentes paises de muchas maneras. Posee
una importante actividad anticancerigena, hepatoprotectora y pesticida. La savia
del tallo detiene el sangrado y la picazon de cortes y rasgufios. En el sur de
Nigeria se aplica el extracto fresco de las hojas de la planta con hojas aplastadas
para detener el sangrado de la piel y la nariz. En América Latina y el Caribe, las
hojas de J. gossypifolia se hierven y la decoccion se usa para lavar heridas®®).

El bafio de hojas se usa para las llagas, esguinces y erupciones. Jatropha curcas
y extractos de hojas de Jatropha gossypifolia se han utilizado para limpiar llagas
en Trinidad y Tobago y para tratar erupciones cutaneas y candidiasis oral en
Tanzania. El tallo joven de Jatropha gossypifolia se usa como cepillo de dientes
y también para limpiar la lengua. Otros usos etnobotanicos de Jatropha
gossypifolia informan su empleo para el tratamiento del cancer, diarrea,
disenteria, enfermedades de la piel (lepra), artritis, Ulceras, infecciones de las
encias y curacion de heridas. En Malasia e Indonesia, las hojas de Jatropha
gossypifolia se hierven con aceite de coco, se calientan a fuego abierto y se
aplican sobre el abdomen para ayudar a aliviar el célico abdominal debido al
estreflimiento. Para aliviar el estrefliimiento, las semillas se queman y pulverizan
y esto se toma por via oral. Otros investigadores informaron que la raiz de

Jatropha gossypifolia se usa tradicionalmente en la diarrea y la disenteria® 5.
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El aceite se utiliza como purgante y se aplica localmente en enfermedades de la
piel y artritis. El latex y el jugo de la hoja se usan para tratar las Ulceras,
enfermedades de la piel y las infecciones de las encias® 1. Al sur de
Bangladesh es utilizada la Jatropha gossypifolia L. para el tratamiento de
trastornos gastrointestinales (incluyendo disenteria, diarrea, indigestion, cdlicos,
acidez, estrefiimiento, hinchazén, falta de apetito, dolor de estémago),
enfermedades de la piel (incluyendo eczema, abscesos, acné, furiinculos, sarna,
picazon, infecciones, dermatitis, sarpullido, llagas, cicatrices, verrugas)®3 14,

En Cuba se emplea como purgante y como vomitivo, afirmandose que actla en
un sentido o en otro segun se emplee la parte superior o la inferior de la planta.
Se plantea que es muy beneficioso para las enfermedades del vientre y muy
popular entre la poblaciéon de origen africano. En Camagiey la usan como
abortivo y como vomitivo, y en Oriente para el catarro. Roig plantea que la planta
es drastica, diurética y antihidropica. La incluye entre los vegetales dudosos en
lo que se refiere a toxicidad. Este autor afirma que las raices de la tuatia tienen
propiedades diuréticas muy pronunciadas y que se emplean en infusién como
bebida diaria en la cura de las purgaciones. Agrega que las semillas tienen
propiedades purgativas drasticas muy poderosas, de manera que muchas veces
ha dado lugar a envenenamientos fatales. En Venezuela los campesinos toman
tantas hojas de tuatla, cuantas deposiciones quieren promover; las pican como
para ensaladay le echan sal, aceite y vinagre, y se las comen al acostarse. Usan
también el cocimiento de la raiz en las hidropesias; ademas lo tienen por un
diurético poderoso muy util en la cura de las purgaciones. Se plantea que las
semillas contienen mucho aceite y tienen propiedades purgantes y eméticas. La
decoccion de las hojas se emplea como purificador de la sangre y para las
enfermedades venéreas y se administran como emético para los dolores de
estdmago. La raiz tiene alguna reputacion como antidoto de las mordeduras de
las serpientes y como remedio para el envenenamiento producido por el
manzanillo y la yamagua. Por otra parte, el latex se emplea para curar
almorranas y quemaduras, y las hojas en emplasto reducen las hinchazones®?),
En general, Juan Tomas Roig en su libro: “Agrupacién de las plantas segun sus
aplicaciones” le confiere a la tuatua diversas actividades como: abortiva,

antialmorranicos, antihemorroidal, antiblenorragica, anticatarral, antidoto,
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antihidropica, contra quemaduras, depurativa, diurética, drastica, dudosa o
peligrosa, emético, emetocatartica, purgante®),

1.1.5 Estudios fitoquimicos y actividad farmacologica.

Varios componentes quimicos han sido detectados en extractos de diferentes
partes de la planta, se ha reportado, en general, la presencia de acidos grasos,
azucares, alcaloides, aminoacidos, coumarinas, esteroides, flavonoides,
lignanos, proteinas, saponinas, taninos y terpenoides. (Tabla 1)®.

Tabla 1: Principales constituyentes quimicos de Jatropha gossypifolia L., con su

respectivo solvente de extraccion y partes vegetales.

: Solvente de
Grupo Sustancia Parte vegetal
extraccion
Acido araquidico
Acido araquidénico Semillas -
Acido benzoico _ i
Acido caprilico Semillas Eter de petroleo
Acido estearico Semillas Eter de petroleo
Acido lignocérico Semillas -
Acidos grasos Acido linoléico Semillas
Acido miristico
Acido oléico Semillas Eter de petroleo
Acido palmitico Semillas Eter de petréleo
Acido palmitoléico Semillas -
Acido ricinoléico Semillas ] -
Acido vernélico Semillas Eter de petroleo
i Arabinosa .
AcUcares Ramnosa Semillas
Xilosa _
Jatrofina Hojas
. . Agua
(Jatrophine) Raiz
Alcaloides
Hojas Agua
. Cloroformo y metanol
Semillas Eter de petréleo
Latex -
Acido aspartico
Acido glutamico
Alanina
Arginina -
Aminoacidos Cistina Semillas
Glicina
Isoleucina
Leucina
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Metionina

Prolina

Treonina

Valina

Cleomiscosina A

Tallo Hexano-Etanol
Cleomiscosin A)
Cumarina
(7,8-dihidréxi-6- metoxi
Cumarinas _ Raiz Acetato de etilo
cumarina)
Fraxetina
Propacina Toda la planta Cloroformo y
(Propacin) metanol
Jatrofenona
Toda la planta  |Cloroformo y metanol
(Jatrophenone)
Jatrofolona A Raiz y hojas Etanol
(Jatropholone A) Raiz -
Dit Jatrofolona B Raiz y hojas Etanol
Iterpenos (Jatropholone B) Raiz Acetato de etilo
P Raiz -
Jatrofona RaiZ EtanOI
Toda la planta -
2a-OH-Jatrofana Rai Eter de petroleo y
-OH- aiz
2B-OH-Jatrofona cloroformo
2 B -OH-5,6- Isojatrofona
Esteréides ) Tallos y hojas Etanol
Hojas -
Tallos y hojas Etanol
Fenoles - .
Latex -
Fibras - Semillas Eter de petréleo
Fitotoxinas - Hojas Agua
Apigenina Hojas Etanol
- Tallos y hojas Etanol
Acido ferulico Raices Acetato de etilo
2,3-bis-
Flavonoides (hidroximetil)-6,7-

metilenodioxi-1- (3'4’-

dimetoxifenil)- naftaleno

Diidroprasantalina

Toda la planta

Gadaina

Raices, tallos y

semillas

Eter de petroleo




Revision Bibliogrdfica

Toda la planta

Gossypidieno

(Goss B ypidien)

Tallo

Hexano

Gossipifana Partes aéreas Eter de pretréleo
(Gossypifan) Toda la planta -
Isogadaina Tallo Eter de petroleo

Toda la planta

Agua, etanol y

Latex i
Ciclo glossina A acetato de etilo
Proteinas _ -
Ciclo glossina B Latex -
- Semillas Eter de petréleo-
_ Eter de petréleo
Saponinas - . Etanol y butanol
Semillas .
Raiz y hojas Etanol
Taninos - Hojas Agua
Tallos y hojas Etanol
Hojas Etanol
Triterpenoides - Tallos y hojas Etanol
Hojas -

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 infusién). Entre las principales actividades que
se han estudiado destacan las actividades antihipertensivas, anticancerigenas,
antimicrobianas, cicatrizantes, antiinflamatorias y analgésicas(® 19,

Teniendo en cuenta el uso popular de té a partir 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 accién
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®?).

La actividad antibitica de diferentes extractos de la planta se informa con
frecuencia®® 182 En general, se observo cierta actividad antibacteriana,
antifngica, antiparasitaria y antiviral. EI compuesto aislado con actividad

antimicrobiana es la jatrofenona, diterpeno macrociclico, que presenté un

9
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importante efecto antibacteriano in vitro contra Staphylococcus aureus®?. En la

tabla 2 se muestran varios estudios microbioldgicos que se le han realizado a la

planta de acuerdo al extracto de planta, técnica empleada y tipo de

microorganismo evaluado.

Tabla 2. Estudios microbiologicos realizados a la Jatropha gossypifolia L.

Parte Extracto Tipo de | Microorganismo | Respuesta Referencia
de la | evaluado estudio | evaluado
planta
Raices | Acuoso Yy Escherichia El extracto (16)
etandlico coli, Bacillus | etandlico es un
subtilis, potente inhibidor
Staphylococcus | del crecimiento
aureus y | de los
Pseudomonas | organismos
aeruginosa. gram +.
Latex, | Acetona, Dilucion | E. coli, S. | MIC=60ug (18)
Hojas | Metandlico, | en agar | typhi, P. | MIC=1200ug
Acuoso aeruginosa,
S. aureus, B.
cereus, K.
aero-genes,
P. vulgaris,
Sh. Boydii, A.
fu-migatus, A.
flavus, A.
niger, C.
albicans
Hojas | Metandlico | Difusion | E.  coli, E.| Se mostro (29)
en agar | faecalis, B. | actividad
subtilis 'y S. | antibacteriana
aureus. significativa

10
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Tallo,
hojas y

raices

Acuoso vy

etandlico

Difusion
en

disco

Bacillus subtilis,
Staphylococcus
aureus,

Escherichia coli
y Pseudomonas

fragi

Los extractos
acuosos y de
etanol se
encontraron
activos tanto
contra bacterias
Gram-positivas

como Gram-
negativas. Los
extractos de
hojas se
encontraron mas
efectivos contra
S. aureus. Por
otro lado,
también el
extracto de
etanol del tallo y
la raiz inhibio el
crecimiento de B.
subtilis, S.
aureus y P. fragi,
respectivamente,

a un nivel alto.

(20)

Hojas,
semilla
y
corteza
del

tallo

Metanolico

Difusion
en
disco

de agar

E. coli, S.
aureus y B.

subtilis.

Los extractos

mostraron  una
actividad
antibacteriana

significativa.

(21)

Muchos usos populares importantes de esta planta estan relacionados con el

proceso inflamatorio. Se demostrd que el extracto metandlico de hojas de esta

especie tiene actividad antiinflamatoria aguda y crénica sistémica significativa.

11
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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(@3. 24),

La actividad analgésica del extracto de las hojas en metanol se evalud en la
prueba de retorcimiento inducida por acido acético en ratones, donde se observo
una inhibicion altamente significativa a dosis orales®®. En el 2016 en el
Departamento de Farmacia se evaluo dicha actividad desarrollando dos métodos
in vivo: Placa Caliente y contorsiones inducidas por acido acético en ratones. El
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L. fue administrado
por via intraperitoneal y oral respectivamente a concentraciones de 100 mg/kg,
200 mg/kg y 300mg/kg permitiendo corroborar experimentalmente la actividad
analgésica de dicho extracto(@®),

El uso de esta planta, especialmente el latex, esta muy extendido como agente
hemostatico para prevenir los trastornos hemorragicos. Los estudios sugieren
actividad procoagulante. En cuanto al posible mecanismo de accién, los autores
sugieren que el latex precipita los factores de coagulacién poniendo en contacto
a los factores de coagulacion, y luego la activacion de la cascada de coagulacion
conduce a la generacién de trombina y se produce la formacion de un coagulo
en cuestién de segundos en comparacién con el control, que tardé minutos en
completar la coagulacion®?),

A partir del alto contenido de fenoles, taninos y flavonoides en las hojas de la
planta en estudio varios investigadores desarrollaron la evaluacion de su
actividad antioxidante. Se utilizaron los métodos de eliminacion de radicales
libres DPPH, tiocianato férrico y Oxido nitrico para analizar la actividad
antioxidante in vitro de los extractos acuoso, metandlico y en etil-acetato. Se le
atribuy6 la actividad a la presencia de los flavonoides®®). Otro estudio demostré
que diferentes extractos de la planta completa (en éter de petréleo, 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
fendlicos en comparacion con los demas extractos®).

En base a su uso popular, la planta se evaludé por su actividad anticonceptiva,
como una alternativa a los agentes anticonceptivos orales. El extracto de las

hojas, por via oral, alteré las principales hormonas implicadas en la regulacion

12
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del ciclo menstrual, lo que indica su efecto anticonceptivo en ratones®0. Al
evaluar otros pardmetros (actividades estrogénicas y abortiva temprana), se
demostré una vez mas el efecto anti-conceptivo del extracto®D.

Con base en la aplicacion etnofarmacoldgica de la planta como remedio
tocolitico, se evaluaron los efectos del extracto etandlico y sus fracciones sobre
la contraccién del musculo liso uterino evocada por calcio. El extracto crudo v,
en mayor medida, la fraccion cloroférmica redujeron la respuesta contractil
evocada por calcio, asi como la reduccion de las contracciones maximas®?).
Una de las actividades farmacologicas mas conocidas de esta planta es su
accion antineoplasica, 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(33-35),

Otra actividad investigada se relaciona con su accion neurolégica. Los
inhibidores de la acetilcolinesterasa son ampliamente utilizados para tratar la
enfermedad de Alzheimer basado en la hip6tesis colinérgica. En el 2005 el latex
de la Jatropha gossypifolia caus6 una reduccion significativa de la actividad de
la fosfatasa acida/alcalina y de la actividad anti-acetilcolinesterasa en el tejido
nervioso de los peces de agua dulce. La reduccién de la actividad tanto de las
fosfatasas como de las AChE fue dependiente del tiempo y de la dosis®®. En el
afio 2011 se realiz6 un estudio del extracto metandlico de las hojas donde
presentd una importante actividad anticolinesterasica (IC50 = 0.05 mg/ml)G?). 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 mostrd 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®8).

La accion antidiarreica se evalué a dosis de 200 mg/kg y 400 mg/kg en ratones
donde el extracto metandlico de las hojas produjo actividad antidiarreica

altamente significativa, después de la diarrea inducida por aceite de ricino@,

13
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La accion inmunomoduladora se evalué mediante el ensayo de proliferacion de
células de bazo de ratén in vitro y se comparo con el extracto de éter de petroleo
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®9),

A pesar de que algunos estudios han demostrado el potencial hepatotoxico de
esta planta, se realiz6 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 petrdleo, metanol y agua, de las partes
aéreas de la planta, presentaron una accion hepatoprotectora significativa en
este modelo®9).

En Cuba se han desarrollado pocas investigaciones relacionadas con la Jatropha
gossypifolia L. que incluyen un estudio etnobotanico de la planta y su utilizacion
en el tratamiento de afecciones circulatorias. En el 2008 otros investigadores
plantean el uso de la decoccion de la planta entera, contra las afecciones
gastrointestinales y como anticatarral. En la Universidad Central “Marta Abreu”
de Las Villas se han desarrollado extractos hidroalcohdlicos de las hojas de la
especie Jatropha gossypifolia L. que crece en diferentes localidades de la region
central del pais, que han mostrado actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus mediante el método de Difusion en Agar, con una CIM
de 2 mg/mL. Recientemente se demostrd, mediante el mismo método su
efectividad frente a Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa®y. Ademas,
dichos investigadores demostraron su efecto antiinflamatorio agudo in vivo, por
via tbpica, en edemas auriculares inducidos por 13-acetato de 12-0-
tetradecanoilforbol?. Este extracto mostrd actividad antioxidante por métodos
in vitro, a través de los ensayos: actividad secuestradora de radicales libres
(DPPH), capacidad antioxidante total, poder reductor y actividad quelante del i6n
ferroso™3). Por otra parte, con vistas al tratamiento del acné se formuld el extracto
hidroalcohdlico en forma de gel y crema cosmecéutica®® 44,

1.1.6 Estudios toxicolégicos.

Las especies de Jatropha son notablemente conocidas por su potencial toxico®®).

Esta toxicidad esta relacionada principalmente con el latex y las semillas. El latex

14
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se libera de las partes aéreas de la planta por una lesidn mecéanica y es
extremadamente céustico e irritante para la piel y las membranas mucosas. Las
semillas son ricas en toxalbuminas que causan aglutinacion y hemolisis a los
eritrocitos, asi como dafios a otros tipos de células y contienen un complejo de
resina lipoide que puede causar dermatitis?® 4% 46) La sintomatologia consiste,
en general, en trastornos gastrointestinales (dolor abdominal, nduseas, vomitos,
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 toxicologicos han demostrado las propiedades téxicas 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®7: 48),

Una evaluacién toxicolégica preclinica del extracto de etanol crudo de hojas
mostré que presenta una toxicidad aguda oral relativamente baja en ratas
Wistar9). 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, reduccion 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 pulmén solo a 5,0
g/kg, lo que sugiere una toxicidad relativamente baja del extracto®?®. Sin
embargo, en el estudio toxicoldgico crénico (trece semanas de tratamiento), este
extracto mostré toxicidad crénica oral significativa en ratas®?. 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
mostro ningun signo de toxicidad en hasta 2 g/kg en ratas, lo que permitié a los
autores concluir que este extracto podria considerarse seguro®?,

En la Universidad Central Martha Abreu de Las Villas se realizaron estudios

toxicoldgicos al extracto hidroalcohdlico de las hojas de la planta. Se llevo a cabo
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un estudio de toxicidad aguda dérmica que no muestra toxicidad dérmica a dosis
inferiores a 500 mg/kg. En este estudio se aplicaron por via topica 4, 1.6 y 0.8
mL del extracto a ratas Sprague Dawley por 14 dias. Los signos de toxicidad
evaluados fueron modificaciones del pelo, la piel tratada, los ojos y las mucosas,
el aparato respiratorio, el sistema circulatorio, el sistema nervioso autbnomo y
central, la actividad somato-motriz y el comportamiento. Se observé con especial
atencion los temblores, las convulsiones, la salivacion, las diarreas, el letargo, el
suefio y el coma®®),

Un segundo estudio de toxicidad realizado tuvo como objetivo evaluar la
toxicidad por dosis repetida (28 dias) del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Jatropha gossypifolia L. en ratas Sprague Dawley. Se confeccionaron cinco
grupos experimentales de 10 animales: el control, el centinela y a tres dosis de
300, 600 y 1200 mg/kg de peso corporal. Se realizaron observaciones clinicas
diarias, determinaciones semanales del peso corporal, andlisis hematolégico y
bioguimico a los 0, 7, 14, 21, 28 y 56 dias (grupo centinela) durante los 28 dias.
Finalmente se sacrificaron los animales y se realizd la autopsia y estudio
anatomopatolégico macroscopico, se pesaron varios Organos internos y se
dispusieron para estudio histolégico. ElI ensayo concluyé con un 100% de
supervivencia en todos los grupos experimentales. No se reportaron alteraciones
en los signos clinicos evaluados, con comportamiento normal para la especie;
con tendencia al aumento del peso corporal en todos los grupos. Las ligeras
variaciones observadas en los indicadores hematol6gicos y bioquimicos carecen
de significacion biolégica. Macroscépicamente no se encontraron lesiones en los
organos evaluados. En conclusién, el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Jatropha gossypifolia L. a las dosis administradas durante 28 dias, no evidencia

efectos toxicos en ratas de la linea Sprague Dawley®b,

1.2 Actividad antimicrobiana.

Un antimicrobiano es una sustancia que elimina o inhibe el crecimiento de
microorganismos, tales como bacterias, hongos o parasitos®?,
1.2.1 Tipos de antimicrobianos.

e Segun el modo de actuacion.
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Los antimicrobianos pueden ser esterilizantes, desinfectantes, antisépticos o
quimioterapicos. Los agentes esterilizantes son sustancias o procedimientos
fisico-quimicos que producen la muerte o inactivacion total de todas las formas
de vida microbiana. Entre los esterilizantes quimicos se encuentran el
glutaraldehido, el 6xido de etileno, etc. Para la esterilizacion fisica se pueden
usar el calor (seco o por vapor), la filtracion y radiacion ionizante(®3),
Los desinfectantes se usan para eliminar microbios de materiales inertes, debido
a los efectos toxicos que suelen presentar sobre tejidos vivos. Al contrario que la
esterilizacion, la desinfeccion no elimina la totalidad de microorganismos. Entre
los desinfectantes habituales se cuentan el alcohol, los compuestos iodados y
otros agentes liquidos®3).
Los antisépticos se aplican directamente a los tejidos vivos para impedir la
proliferacion de microbios. El peroxido de hidrogeno y el yodo son antisépticos.
Se administran de forma externa, al contrario que los quimioterapicos, como los
antibiéticos®3),

e Segun el tipo de microbio.
Algunos antimicrobianos tienen efectos solo sobre un tipo particular de microbio
y se usan para tratar infecciones por organismos especificos. Entre estos se
pueden distinguir los siguientes®3):

o Antibi6ticos.

o Antifangicos o antimicoticos.

o Antiparasitarios, entre ellos los antihelminticos.

o Antivirales.

17


https://es.wikipedia.org/wiki/Esterilizaci%C3%B3n_%28microbiolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Desinfecci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Antis%C3%A9ptico
https://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido_de_hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Yodo
https://es.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3ticos
https://es.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
https://es.wikipedia.org/wiki/Antif%C3%BAngico
https://es.wikipedia.org/wiki/Antiparasitario
https://es.wikipedia.org/wiki/Antihelm%C3%ADntico
https://es.wikipedia.org/wiki/Antiviral

Revision Bibliogrdfica
1.3 Métodos in vitro para evaluar la actividad antimicrobiana.

El estudio de la sensibilidad bacteriana a los antibi6ticos es una de las funciones
mas importantes de los laboratorios de microbiologia clinica®.

La determinacion de la sensibilidad antibiotica, no solo implica realizar un
conjunto de técnicas y medir los resultados. Es necesario saber interpretar los
mismos y darles el significado que realmente tienen. Los parametros que
determinan los resultados de sensibilidad o resistencia, cada vez mas, involucran
informacién proveniente de ambos lados: el paciente y el microorganismo®,
Los métodos para el estudio de sensibilidad antibiética se dividen en métodos
cuantitativos y métodos cualitativos. Los métodos cuantitativos son aquellos
procedimientos que permiten determinar mediante la expresion de los resultados
en pg/mL, la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracion

bactericida minima (CBM)®,

1.3.1 Métodos de difusién.
A. Método de difusién en disco de agar.

La prueba de difusién en disco de Agar, desarrollada en 1940(54), 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®,

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 didametros de las zonas de
crecimiento de la inhibicién. El antibiograma proporciona resultados cualitativos,
clasificando las bacterias como susceptibles, intermedias o resistentes®®, 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
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selecciéon apropiada de tratamientos empiricos iniciales, y antibidticos utilizados
para pacientes individuales en situaciones particulares®”).
Sin embargo, dado que la inhibicién del crecimiento bacteriano no significa la
muerte bacteriana, este método no puede distinguir los efectos bactericidas y
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 Yy antibiéticos comparando las zonas de inhibicion con
algoritmos almacenados®®).
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 infeccidn bacteriana de una antibioterapia basada en el
antibiograma del agente causal®®. Este hecho se debe a la buena correlacion
entre los datos in vitro y la evolucion in vivo®"), Las ventajas ya mencionadas han
contribuido a su uso comun para el cribado de extractos de plantas, aceites
esenciales y otros farmacos©0-63),

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 difusién 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 concentracidn 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, antifUngicos y
antimicobacterianos(®. El valor MIC se determina en la interseccion de la tira y
la elipse de inhibicién del crecimiento. Es simple de implementar; por lo tanto, se
usa de forma rutinaria para satisfacer las demandas de los médicos®4.

C. Otros métodos de difusion
Se utilizan otros métodos de difusidn para seleccionar extractos, fracciones o

sustancias puras por su potencia antimicrobiana o0 para investigar el
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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®* 6%, 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 inéculo microbiano
sobre toda la superficie del agar. A continuacion, se perfora asépticamente un
orificio con un diametro de 6 a 8 mm con un taladro de corcho estéril 0 una punta,
y se introduce en el pocillo un volumen (20-100 ml) del agente antimicrobiano o
solucién de extracto a la concentracién deseada. Luego, las placas de agar se
incuban en condiciones adecuadas dependiendo del microorganismo de prueba.
El agente antimicrobiano se difunde en el medio de agar e inhibe el crecimiento

de la cepa microbiana probada.

b) Método de difusion de tapén de agar
El método de difusion de tapon de agar a menudo se utiliza para resaltar el
antagonismo entre microorganismos(® 7). El procedimiento es similar al utilizado
en el método de difusién 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 incubacion, 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 aparicién 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(®®). La cepa microbiana de interés se
siembra por una sola raya en el centro de la placa de agar. Después de un
periodo de incubacién que depende de la tensién microbiana, la placa se siembra

con los microorganismos probados por una sola raya perpendicular a la veta
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central. Después de una incubacion adicional, las interacciones antimicrobianas
se analizan observando el tamafio de la zona de inhibicion.

d) Método de comida envenenada
El método de comida envenenada se usa principalmente para evaluar el efecto
antifingico contra los mohos®® 79, E| agente antifiingico 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 diametros de crecimiento fungico en las placas de control y de
muestra, y se estima el efecto antifingico.
1.3.2 Cromatografia de capa delgada (TLC) —bioautografia.
En 1946, Goodall y Levi® 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(™ introdujeron la
cromatografia en capa delgada (TLC) en el mismo campo. Esta técnica combina
TLC con métodos de deteccién bioldgicos y quimicos. Se han realizado varios
trabajos sobre la seleccion de extractos organicos, principalmente extractos de
plantas, para la actividad antibacteriana y antifingica mediante TLC-
bioautografia. Como se muestra a continuacién, 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
difusién, 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("2.

Bioautografia directa
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La bioautografia directa es el método mas aplicado entre estos tres métodos. La
placa de TLC desarrollada se sumerge 0 se rocia con una suspension
microbiana. Luego, el bioautograma se incuba a 25 °C durante 48 h en
condiciones himedas(®. Para la visualizacién 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(™* 7). El violeta p-lodonitrotetrazolio es el
reactivo de deteccién mas adecuado("® 76), Estas sales se pulverizan sobre el
bioautograma, que se vuelve a incubar a 25 °C durante 24 h(77) o a 37 °C
durante 3-4 h(®_ El caldo Mueller-Hinton suplementado con agar ha sido
recomendado para proporcionar un fluido de nivel medio que permita una mejor
adherencia a la placa de TLC y mantenga la humedad adecuada para el
crecimiento bacteriano("9).
La bioautografia directa se puede utilizar con hongos o bacterias. Es la técnica
mas sencilla para la deteccion de sustancias antifingicas y también proporciona
resultados consistentes para hongos productores de esporas como Aspergillus,
Penicillium y Cladosporium®® 81 Para las bacterias, las cepas de Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli se utilizan con frecuencia para
identificar compuestos antibacterianos(®?).

B. Bioensayo de superposicion 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 difusion 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 incubacién 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®?)
y mohos®4). Proporciona zonas de inhibicién del crecimiento bien definidas y no
es sensible a la contaminacion("2).
En general, la bioautografia TLC es una técnica simple, efectiva y economica
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
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acceso a un minimo de equipos(’?. A pesar de tener un sofisticado bioensayo de
cromatografia liquida en linea de alto rendimiento, que se esté volviendo cada
vez méas 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 nimero de muestras para
bioactividad y en el fraccionamiento guiado por bioactividad(®. Se puede usar
para la deteccion de antimicrobianos en muestras ambientales y de alimentos,
asi como para buscar nuevos farmacos antimicrobianos.
1.3.3 Métodos de dilucion.
Los métodos de dilucién son los mas apropiados para la determinacién 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 microdilucién o macrodilucién en caldo es uno de los métodos de prueba de
susceptibilidad antimicrobiana més bésicos. 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 (macrodilucién)
0 con volumenes mas pequefios usando una placa de microtitulacion de 96
pocillos (microdilucién). Luego, cada tubo o pocillo se inocula con un inéculo
microbiano preparado en el mismo medio después de la dilucién 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 microdilucion
detectados a simple vista®®. 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®®, Por lo tanto, la reproducibilidad, la economia de los reactivos y el
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espacio que se produce debido a la miniaturizacion de la prueba son las
principales ventajas del método de microdiluciéon. Sin embargo, el resultado final
esta significativamente influenciado por el enfoque, que debe controlarse
cuidadosamente si se quieren obtener resultados reproducibles (intralaboratorio
e interlaboratorio)®®), Para la determinacion del punto final MIC, los dispositivos
de visualizacion pueden facilitar la lectura de pruebas de microdiluciéon y el
registro de resultados con una alta 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 concentracion
fungicida minima (MFC), también conocida como la concentracion letal minima
(MLC), es la estimacion mas comun de la actividad bactericida o fungicida. El
MBC se define como la concentracion mas baja de agente antimicrobiano
necesaria para matar el 99.9% del inoculo 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®4).

B. Método de dilucion en agar
El método de dilucibn en agar implica la incorporacién 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 indculo microbiano definido en la superficie de
la placa de agar. El punto final MIC se registra como la concentracién 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 mdultiples aislados contra un solo compuesto, o si el
compuesto (0 extracto) probado enmascara la deteccidon del crecimiento
microbiano en el medio liquido con su coloracion, a menudo se prefiere el método
de dilucion de agar a la dilucion de caldo para la determinacién de MIC. Hoy en

dia, los replicadores de indculo producidos comercialmente estan disponibles y
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pueden transferir entre 32 y 60 in6culos bacterianos diferentes a cada placa de
agar. La dilucibn 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
antimicéticos contra Candida sp., Aspergillus, Fusariu y dermatofitos®6-88),
Ademas, las comparaciones de categorias de los métodos de dilucién en agar,
difusiéon en disco y microdilucion en caldo dan excelentes resultados®9).

1.3.4 Prueba de tiempo muerto (curva de tiempo muerto).

La prueba de tiempo muerto es el método méas apropiado para determinar el
efecto bactericida o fungicida. Es una herramienta sdélida para obtener
informacion sobre la interaccion dindmica 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®0).

Se realiza en medio de cultivo en caldo utilizando tres tubos que contienen una
suspension bacteriana de 5x10° UFC/m. El primero y el segundo tubo contienen
la molécula o el extracto probado, generalmente en concentraciones finales de
0.25xMIC y 1xXMIC, y el tercero se considera como control del crecimiento. La
incubacion se realiza en condiciones adecuadas para intervalos de tiempo
variados (0, 4, 6, 8, 10, 12y 24 h)61.99)_[_uego, el porcentaje de células muertas
se calcula con relacion al control del crecimiento determinando el numero 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®0: 91,

1.3.5 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 quimica de la energia de todas las células vivas, esta presente en
una cantidad mas o 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

lumindbmetro y se expresa como unidad de luz relativa (RLU) que puede

25



Revision Bibliogrdfica

convertirse en RLU / mol de ATP. Por lo tanto, existe una relacion lineal entre la
viabilidad celular y la luminiscencia medida®2.

El ensayo de bioluminiscencia tiene una amplia gama de aplicaciones, como la
prueba de citotoxicidad, la evaluacién in situ del impacto de los biofilms in situ(®3),
y deteccién de drogas en Leishmania®¥. Ademas, ha sido utilizado por varios
autores para pruebas antibacterianas®, pruebas antimicobacterianas®® 97),
antimicético contra levadura®® y mohos®9. 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(96, 97). El ensayo de bioluminiscencia también tiene la ventaja de
ser utilizado para pruebas antimicrobianas in vivo o in situ(09),

1.3.6 Método citofluorométrico de flujo.

La deteccion rapida de células dafiadas por este enfoque depende del uso de
colorantes apropiados@9%192), Por |o tanto, el yoduro de propidio (PI), un agente
fluorescente e intercalante, se usa ampliamente como tincion de ADN®0D, Se
informaron varios estudios sobre la efectividad del citometro de flujo como
herramienta para el analisis 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®®,

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®®. La cuantificacion de las células lesionadas tiene un resultado
interesante en la microbiologia de los alimentos, ya que esta subpoblacién puede
ser critica si la recuperacion celular es posible, como en condiciones de abuso
de temperatura durante el almacenamiento de alimentos(:®), De hecho, el
método de flujo citofluorométrico permite la deteccion de resistencia a los
antimicrobianos y estima el impacto de la molécula probada sobre la viabilidad y

el dafio celular del microorganismo probado@%), Ademas, da resultados
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reproducibles rapidamente (2-6 h en comparacion con 24-72 h para el método

de microdilucion)0oD).
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Materiales y Métodos

Capitulo Il. MATERIALES Y METODOS.

2.1 Tipo de estudio.

El presente estudio experimental se realizd6 en la Universidad Central Marta

Abreu de Las Villas (UCLV), en el periodo comprendido entre noviembre del

2018 y junio del 2019. La evaluacion fitoquimica y farmacogndstica en los

laboratorios del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica—

Farmacia. Las evaluaciones biol6gicas en los laboratorios del Centro de

Bioactivos Quimicos de la UCLV.

2.2 Equipos, materiales y reactivos empleados.

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)

Bafio de agua (Grant Sub14)

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

Lampara UV (CAMAG, Espafia)

Mufla (Nabertherm, Alemania)

Micropipetas (100 - 1000 pL, 20 — 200 pL, EPPENDORF).
Lector de fluorescencia (SUMA®, Habana, Cuba)
Incubadora (Heraeus, Alemania)

Autoclave (SELECTA)

Cristaleria de laboratorio.

Reactivos y otros productos

Acido clorhidrico concentrado (UNI-CHEM)
Acido sulfarico concentrado (UNI-CHEM)
Agua destilada
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e Alcohol amilico. (UNI-CHEM)

e Anhidrido acético (UNI-CHEM)

e Cinta de magnesio metdlica (Analar)

e Cloroformo. (UNI-CHEM)

e Cloruro férrico (Analar)

e Etanol 70 % (UNI-CHEM)

e Hidréxido de sodio (UNI-CHEM)

e Reactivo de Baljet Ay B (UNI-CHEM)

e Reactivo de Dragendorff

¢ Reactivo de Fehling Ay B (UNI-CHEM)
¢ Reactivo de Kedde Ay B. (UNI-CHEM)
e Solucién de Ninhidrina 2%. (UNI-CHEM)
e Agar de Mueller — Hinton (BioCen)

e Caldo de Mueller — Hinton (BioCen)

2.3 Recoleccion e identificacion.

La recoleccibn del material vegetal se realizd en lotes bimensuales
independientes (noviembre-diciembre, enero-febrero, marzo-abril, mayo-junio)
en los primeros 5 dias de cada mes, en horas tempranas de la mafiana en areas
rurales del municipio de Encrucijada en la provincia de Villa Clara, entre los
meses de noviembre del 2018 y junio del 2019. (Latitud: N 22° 35' 25.45"
Longitud: O 79° 47' 4.658").

El material recolectado se trasladé en bolsas de nylon al Laboratorio de Quimica
Farmacéutica de la UCLV. Previo al procesamiento del material, se realizo la
comprobaciéon botanica de la especie por el MSc. Idelfonso Castafieda Noa,
profesor auxiliar del Centro de Estudios del Jardin Botanico de la UCLV.
Ejemplares de la planta se compararon con muestras identificadas en el herbario
(UCLV) localizado en la citada institucion, bajo el nimero 1305.

2.4 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.
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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 envaso el
material molinado en bolsas de nylon negro bien cerradas.

Hasta la realizacion de los estudios siguientes el material seco molinado y

envasado se conservo en desecadora en un lugar fresco®®.

2.5 Prueba de control de la calidad de la droga cruda.

2.5.1 Determinacion de indices numéricos de la droga seca en forma de
solidos pulverulentos.

2.5.1.1 Contenido de humedad residual.

La determinacion se realiz6é por el método gravimétrico segun se especifica en
la Norma Ramal de Salud Publica # 309(106),

Procedimiento: De la muestra de ensayo con el grado de trituracion que

determina la norma especifica, se pesaron 1,0g con un error maximo de 0,5mg
y se trasfirié a una placa petri previamente tarada y se desec6 a 105 °C durante
tres horas. La placa petri se pas6 a una desecadora donde se dej6 enfriar hasta
temperatura ambiente y se peso, colocandose nuevamente en la estufa durante
una hora, repitiendo esta operacion hasta obtener un peso constante.

Expresion de los resultados: El contenido de humedad (Hg) de la muestra de

ensayo expresada en por ciento se calculé mediante la formula siguiente:

_ M2-M1

Hg = * 100

Donde:

Hg: Contenido de humedad (%).

M2: Masa de la placa petri con la muestra de ensayo (Q).

M1: Masa de la placa petri con la muestra de ensayo desecada ().
M: Masa de ensayo.

100: Factor matematico para los célculos.

2.5.1.2 Cenizas totales.

Para la determinacion de cenizas totales se procedio de la siguiente forma,
segun lo descrito en las Normas Ramales de Salud Publica para la determinacién
de drogas crudas 309/3100196),
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1. En un crisol de porcelana, previamente tarado se pesaron, con un error
maximo de 0,5 mg, 1 g de la muestra de ensayo molinada y tamizada.
2. Se calent6 la muestra aumentando la temperatura hasta carbonizacion en
una plancha.
3. Seincineré en una mufla a 750 °C por 8 horas.
4. Se enfrio el crisol en una desecadora y se pesé 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 (Ct) en base anhidra se calculd por la formula
siguiente:
C = —M100% C, = w
M,-M 100-H
Donde:
Ca: Cenizas totales en base hidratadas.
M: Masa del crisol vacio (g).
Mz1: Masa del crisol con la muestra de ensayo (g).
M2: Masa del crisol con la ceniza (Q).
100: Factor matematico para los célculos.
H: Porcentaje de humedad.
El ensayo se realizé por triplicado y se informé el porcentaje de cenizas totales
como el promedio y la desviacién estandar de los datos determinados. Para esto

se empled la hoja de calculo Excel de Microsoft Office (2013).

2.6 Obtencion y caracterizacion fisico-quimica de los extractos

hidroalcohélicos y acuoso de las hojas de Jatropha gossypifolia L.
2.6.1 Obtencion de los extractos.

Una vez que el material vegetal esta seco y molinado se procedi6 a la obtencion
de los extractos. Se elaboraron cuatro extractos hidroalcohélicos (EHA) a partir
del material vegetal seco y uno acuoso (EA), los cuales fueron sometidos a
caracterizacion fitoquimica.

Para la obtencion de los extractos hidroalcohdlicos (EHA) se reflujan 40 gramos

(g) de la planta con una solucion hidroalcohdlica [30%:70%] por 2 horas (h),
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posteriormente se filtra y se rotoevapora hasta eliminar el solvente. El diagrama
de flujo se refleja en la (Figura 1).

El extracto acuoso (EA) fue preparado reflujando 40g del material vegetal seco
y molinado en agua destilada, relacion 1:10, por 2 horas. Posteriormente se filtra
y se rotoevapora hasta eliminar el solvente.

Este procedimiento se realiz6 para la muestra de ensayo solo con las hojas de
la planta.

40 g de Droga

U

Humectar la droga
con el solvente

11

Extraccion por reflujo 2h
(100 mL de solvente).

Rotoevaporacion

Obtencion del
extracto

Figura 1. Metodologia de extraccion.

2.6.2 Caracteristicas organolépticas de los extractos.

2.6.2.1 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(106),

2.6.2.2 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 observo el color, la transparencia, la

presencia de particulas y la separacion en capas®%),
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2.6.3 Pruebas de control de la calidad de los extractos.
2.6.3.1 Determinacion del pH.

Se ajustod el equipo con la solucion reguladora de pH adecuada. Se introdujo
directamente los electrodos del pH-metro en la muestra y se realiz6 la lectura@®),
2.6.3.2 Determinacion del indice de refraccion.

Se colocd sobre el prisma de medicion del refractometro una gota de agua
destilada, utilizando para ello una varilla de vidrio sin cantos agudos, se ajusto el
instrumento seleccionando la zona del espectro visible que aparece en la
linea limite del campo visual, moviendo el compensador cromatico y
colocando la interseccion del reticulo sobre la linea limite de los campos
claro y oscuro. Se realizaron tres lecturas y se calculo el promedio de las
mismas(9),

2.6.3.3 Determinacion de la densidad relativa.

Se determiné la densidad relativa a las cinco muestras de ensayo con un
densitometro digital°6),

2.6.3.4 Determinacion de solidos totales.

Procedimiento: De la muestra de ensayo previamente homogeneizada se
transfirieron 1 mL a una capsula de porcelana limpia, seca y previamente
tarada; la capsula se colocé en bafio de agua y se evaporOd hasta que el
residuo estuvo aparentemente seco; posteriormente se pasé a una estufa a una
temperatura de 105 £ 2 °C durante tres horas. Se retirg la capsula de la estufa,
se coloco en una desecadora hasta alcanzar temperatura ambiente y se pesoé.
Se repitid el proceso anterior las veces necesarias, hasta obtener masa
constante(106),

Expresion de los resultados: Los sélidos totales (St) se calcularon mediante
la férmula siguiente.

S = F’f_leoo
V

Donde:
P: Masa de la capsula vacia (Q).
Pr: Masa de la capsula mas el residuo (g).

V: Volumen de ensayo (mL).
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2.7 Evaluacién fitoquimica de los extractos.

2.7.1 Tamizaje fitoquimico.

Para evaluar cualitativamente la posible composicion quimica de los extractos
de Jatropha gossypifolia Linn en cuanto a metabolitos secundarios, se llevé a
cabo el tamizaje fitoquimico siguiendo la técnica descrita por Miranda y Cuellar,
2012107 (Tabla 3)

Tabla 3. Ensayos para identificacion de metabolitos en el material vegetal.

Tipo de extracto

Ensayos Metabolitos Etandlico Acuoso
Resinas Resinas X
Liebermann- Triterpenos y/o X
Burchard esteroides
Espuma Saponinas X X
Nihidrina Aminoécidos X
Dragendorff Alcaloides X X
Baljet Coumarinas X

Glicésidos
Kedde o X

cardiotonicos

_ Azlcares

Felhing X X

reductores
Cloruro férrico | Taninos X X
Borntrager Quinonas X
Shinoda Flavonoides X X
Sudan Acidos grasos X
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Antocianidas Antocianidas X

Mucilagos Polisacéaridos X

Ensayos cualitativos del tamizaje fitoquimico@%7),
Ensayo de Resinas
Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de resinas.

Procedimiento: Se adicionaron a 2mL de la solucién alcohdlica del extracto,

10mL de agua destilada, se agit0 y se dejo reposar.

Evidencia: La aparicion de un precipitado indica un ensayo positivo (+).

Ensayo de Liebermann- Burchard

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o
esteroides.

Reactivos: Anhidrido acético, acido sulfurico.

Procedimiento: Se evapor6 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.
Evidencia: Un ensayo positivo se tiene por un cambio de coloracion:

1. Rosado — azul muy rapido.

2. Verde intenso, visible aunque rapido.

3. Verde oscuro — negro, final de la raccion.
Ensayo de Espuma
Fundamento: Permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo
esteroidal como triterpénicas.

Procedimiento: Se tomd una alicuota de cada extracto (acuoso y etandlico), en

el caso del etandlico se diluy6 en 5 veces su volumen en agua. En ambos casos
se agito fuertemente durante 5-10min.

Evidencia: 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 reaccién
positiva.

Ensayo de Ninhidrina

Fundamento: Permite reconocer la presencia de aminoacidos libres o de aminas
en general.
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Reactivos: Solucion de ninhidrina al 2%.

Procedimiento: 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.

Evidencia: Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color
violaceo.

Ensayo de Dragendorff

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides.
Reactivos: Reactivo de Dragendorff.

Procedimiento: En el extracto alcohélico, se tomd una alicuota del extracto, se

evaporé en bafio de agua y el residuo se redisolvio en 1mL de HCI (1%). En el
extracto acuoso a la alicuota de ensayo se le afiadi6 una gota de HCI
concentrado, se calentdé suavemente y se dejoé enfriar hasta acidez. A las
soluciones acuosas acidas, obtenidas anteriormente, se le afladieron 3 gotas del
reactivo de Dragendorff.

Evidencia: 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:

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con
agrupamiento lactonico, en particular coumarinas.

Reactivos: A. Solucion de &cido picrico.  B. Solucion de hidréxido de sodio.
Procedimiento: A la alicuota del extracto etandlico se le adicion6 1 mL del

reactivo de Baljet.

Evidencia: La aparicion de una coloracion se considera positivo (+) y de un
precipitado (++).

Ensayo de Kedde

Fundamento: Permite reconocer la presencia de glicésidos cardiotonicos.
Reactivos: Ay B partes iguales.

Procedimiento: Una alicuota del extracto en etanol se mezclé con 1mL del

reactivo y se dejo reposar durante 5-10 minutos, y se observan los cambios de
coloracion.
Evidencia: Un ensayo positivo es aquel en el que se desarrolla una coloracién

violacea, persistente durante 1-2 horas.
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Ensayo de Felhing

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de azlcares
reductores.

Reactivos: Soluciones A y B mezcladas en iguales cantidades y justo en el
momento de realizar el ensayo.

Procedimiento: El extracto alcohdlico se evapor6 en bafio de agua y el residuo

se redisolvio en 1-2 mL de agua. A los extractos acuoso y alcohdlico, tratado
segun se describio previamente, se les adicionaron 2 mL del reactivo (recién
preparado) y se calentaron en bafio de agua de 5-10 min.

Evidencia: Si la solucion se colorea de rojo 0 aparece un precipitado rojo, indica
una reaccion positiva.

Ensayo de cloruro férrico

Fundamento: Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o
taninos. En el extracto etandlico el ensayo determina tanto fenoles como taninos.
En el extracto acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos.
Reactivos: Solucion de tricloruro férrico al 5% en solucién salina fisiologica.

Procedimiento: A una alicuota del extracto etandlico se le adicionaron 3 gotas de

una solucion de tricloruro férrico al 5%, en solucién salina fisioldgica. A una
alicuota del extracto acuoso se le afiadié acetato de sodio, para neutralizar, y 3
gotas de la solucion reactiva.
Evidencia: Un ensayo positivo puede dar la siguiente informacién general:
» Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendélicos en general.
» Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo
pirocatecolicos.
= Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos.
Ensayo de Bdrntrager
Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas.
Reactivos: NaOH al 5% en agua.

Procedimiento: Los extractos se evaporaron en bafio de agua y el residuo

obtenido en cada caso se redisolvio en 1 mL de cloroformo. Se adicion6 1mL de
NaOH, al 5% en agua. Se agitd, mezclando las fases, y se dejo en reposo hasta

su ulterior separacion.
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Evidencia: Una reaccion positiva se evidencia si la fase acuosa alcalina
(superior) se colorea de rosado a rojo (+), coloracion rosada (++) y coloracion
roja (+++).

Ensayo de Shinoda

Fundamento: Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto
vegetal.

Reactivos: Acido clorhidrico concentrado. Cinta de magnesio metalico.

Procedimiento: A un mililitro de los extractos disuelto en etanol, se les adiciond

un pedacito de cinta de magnesio metalica. Se les afadi6 0.5mL de acido
clorhidrico concentrado gota a gota. Después de la reaccién se esperaron 5
minutos hasta la aparicion del color. Al no observarse bien los colores se
afiadieron 2mL de agua y se agitd la mezcla con 1mL de alcohol amilico y se
observan los colores en esta fase. Con el extracto acuoso se procedio de igual
forma hasta la adicion del &cido clorhidrico concentrado y se afiadié 1mL de
alcohol amilico, se mezclaron las fases y se dejé reposar hasta que las mismas
se separaron.

Evidencia: El ensayo se consideré positivo cuando aparecié una coloracion o el

alcohol amilico se colore6 de diferentes colores, intensos en todos los casos.

Flavonas Amarillo, Naranja a rojo
Flavonoles y Flavononoles Amarillo - carmin
Flavononas Carmin - magenta

Ensayo Sudan lli

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos
grasos.

Reactivos: Solucion del colorante Sudan lll.

Procedimiento: A la alicuota del extracto se le afiadi® 1 mL de una solucién

diluida en agua del colorante Sudan Ill. Se calentd en bafio de agua hasta
evaporacion del solvente.

Evidencia: Se consider6 positivo al aparecer gotas o una pelicula coloreada de
rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayos.

Ensayo de antocianidas

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de antocianidas.
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Procedimiento: Se calientan 2ml del extracto alcohdlico durante 10 min con 1ml

de HCI concentrado, se deja enfriar y se adiciona 1ml de agua y 2ml de alcohol
amilico, se agitan y se dejan separar las dos fases.

Evidencia: Se consider6 positivo al aparecer un color rojo a marron en la fase
amilica.

Ensayo de Mucilagos

Fundamento: Permite reconocer en un extracto la presencia de polisacaridos.

Procedimiento: Una alicuota del extracto en agua se enfria a 0-5°C durante 15

minutos.

Evidencia: Se consider6 positivo si la solucién tomaba una consistencia

gelatinosa.

2.8 Determinacién del indice de polifenoles totales (IPT).

Se diluy6 1 mL de los extractos obtenidos en 50 mL de agua destilada. Se realiz6

la lectura de la absorbancia a 280 nm utilizando el espectrofotometro (marca

Thermo SCINTIFIC, modelo G10S UV-VIS, de procedencia china), como blanco

se empled agua destilada. En el calculo del indice se aplica la siguiente

ecuacion0®):;

IPT=A280 x 50

2.8.1 Cuantificacién del contenido de Fenoles totales y Flavonoides.

2.8.1.1 Determinacion del contenido de Fenoles totales.

El contenido total de compuestos fendlicos en los extractos de Jatropha
gossypifolia L. se determindé empleando la reaccion de Folin-Ciocalteau, segun el
método de Pekal (2014) con algunas variaciones, utilizando acido galico como el
compuesto fendlico de referencia(?),

Preparacion de la curva de calibracién de acido galico:

Soluciéon madre de acido galico: Se pes6é 10 mg del mismo y se disolvié en
agua destilada y se enras6 a un volumen de 10 mL para obtener una solucion
madre con concentracion 1 mg/mL.

Procedimiento: Se pipetearon a partir de la disolucion madre de acido galico las
siguientes alicuotas: 68, 136, 272, 408, 544 uL. De cada una de ellas se tomaron
0.5 ml y se adicion6 a continuacion 100 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau, 0.3
ml de etanol y 1.1 ml de agua destilada y se incubé durante 5 minutos.
Posteriormente se adiciond 1 ml de Na2COs 7% y 0.4 ml de agua destilada. La

mezcla se homogenizo y transcurridos 30 minutos en la oscuridad se midi6 la
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absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro marca Ray Leigh, utilizando la
solucion preparada con el mismo procedimiento sin la muestra como blanco.
Preparacion de las muestras de los extractos de Jatropha gossypifolia L.:
Extracto acuoso: a 500uL del extracto acuoso se le afiadieron 0,3 mL de etanol,
100 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 1,75 mL de agua. Se encubo durante 5
minutos y posteriormente se le afiadi6 0,4 mL de aguay 1mL de Na2COs3 7%. La
mezcla se homogenizo6 y transcurridos 30 minutos se midio la absorbancia a 765
nm en el espectrofotometro utilizando como blanco la solucién preparada por el
mismo procedimiento, pero sin la muestra.

Extractos hidroalcohdlicos: a (50 pL (EHA noviembre-diciembre), 100 puL (EHA
enero-febrero), 100 puL (EHA marzo-abril) y 100 yL (EHA mayo-junio)) de los
extractos hidroalcohdlicos (a concentracion de 1mg/mL) se le afiadieron 0,275
mL de etanol, 100 yL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 1,6 mL de agua. Se
encubd durante 5 minutos y posteriormente se le afiadio 0,4 mL de agua y 1mL
de Na2COs 7%. La mezcla se homogenizé y transcurridos 30 minutos se midio
la absorbancia a 765 nm en el espectrofotometro utilizando como blanco la
solucion preparada por el mismo procedimiento, pero sin la muestra.

La cantidad de compuestos fendlicos en cada extracto se determiné a partir de
la ecuacion de la recta obtenida en la curva de calibracion del acido gélico y se
expresdé como miligramos de contenido fendlico equivalentes a acido galico por
gramo de extracto seco (mg EAG/g ES).

2.8.1.2 Determinacion del contenido de Flavonoides totales.

El contenido de flavonoides totales se estim6 segun la metodologia descrita en
la literatura®9. A 1 mL de extracto se le adicioné 0.5 mL de AICIz (2%) y 0.5 ml
de H20. La mezcla reactiva se agito e incubo 10 min, leyéndose la absorbancia
a 420 nm contra un blanco de AICI3 en mezcla hidroalcohdlica. Los extractos se
prepararon a 500 pg/mL. La quercetina se preparoé en etanol10),

2.9 Evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana del extracto
hidroalchdlico y acuoso de Jatropha gossypiifolia L.

2.9.1 Prueba de sensibilidad antibacteriana mediante el Método Difusién
en Agar:

2.9.1.1 Microorganismos de ensayo.

Los microorganismos utilizados para el estudio fueron las cepas estandar de

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y

40



Materiales y Métodos

Escherichia coli ATCC 25922; ademas de dos cepas aisladas de casos clinicos
de foranculos y secreciones de heridas en el caso del Staphylococcus aureus,
una cepa de Pseudomonas aeruginosa y una de Escherichia coli, obtenidas del
Laboratorio Provincial de Microbiologia de Santa Clara, Villa Clara.

2.9.1.2 Medios de cultivos.

Se preparoé el caldo de Mueller-Hinton para hacer el pase de las cepas y Agar
Mueller-Hinton para evaluar la sensibilidad de los microorganismos ante los
extractos evaluados.

Caldo de Mueller-Hinton:

Se peso 5,25 gramos del caldo en balanza analitica, se pasé a un matraz con
250 mL de agua destilada o desionizada, se filtr6, se midi6 el pH, ajustandolo
hasta 7,3 £ 0,2 con papel indicador de pH y se esterilizé6 a 121 grados Celsius
(°C) por 15 minutos (min) en autoclave. Se paso las cepas y se incubaron a 37
°C por 24 h.

Agar Mueller-Hinton:

Se pes6 19 gramos del Agar en balanza analitica, se pas6 a un matraz,
completandolo con 500 mL de agua destilada o desionizada, se coloco en un
agitador magnético sin calor. Se midi6é el pH, ajustandolo hasta 7.3 + 0.2 con
papel indicador de pH. Se distribuy6 en erlenmeyer y esterilizé a 121 °C por 15
minutos en autoclave. Inmediatamente después del autoclaveado, se dejo enfriar
el agar en un bafio maria entre 45 y 50 °C. Luego se vertidé el medio recién
preparado y enfriado a temperatura ambiente en placas Petri de vidrio con fondo
plano, colocadas sobre una superficie horizontal nivelada para obtener una
profundidad uniforme de aproximadamente 4 milimetros (mm), esto corresponde

entre 25 mL y 30 mL para las placas de 100 mm de diametro.
2.9.1.3 Preparacion del Indculo.

El inoculo se preparé por el método, suspension directa de colonias de la
siguiente manera. Se afiadié 5 mL de solucion salina fisiol6gica estéril a un tubo
de ensayo, se tomaron de 3 a 5 colonias de las cepas a evaluar y se afiadieron
al tubo con la solucion salina fisiolégica, el cual se homogeniz6 vigorosamente.

Finalmente se comparo la turbidez con el patron 0,5 de la escala de McFarland
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para lograr la estandarizacion del inéculo aproximadamente entre 4 y 5 x 108
UFC mL™.

2.9.1.4 Preparacién de las placas para la prueba de sensibilidad.

Se inocularon las placas, estriando con el hisopo toda la superficie del agar
estéril rotando 3 veces la placa aproximadamente 60° cada vez, para asegurar
una distribucién homogénea del in6culo. Como paso final, se paso el hisopo
sobre el agar del borde de la placa.

2.9.1.5 Procedimiento.

Mediante el método de los pozos (M02-A10, CLSI, 2010), se hicieron 3 pozos en
las placas para afadir 100 microlitros (UL) del extracto hidroalcohdlico y acuoso
de Jatropha gossypiifolia L. Las placas se incubaron a 37 °C y se procedio a la
lectura a las 24h, 48h y 72h(5 111,112)

2.10 Andlisis estadistico.

Para los datos obtenidos en los indices numéricos de humedad residual, cenizas
totales, indices de polifenoles totales, cuantificacion de fenoles y flavonoides
luego de registrados se confecciona una base de datos para la técnica empleada.
En los analisis se utiliz6 el paquete de programas estadisticos IBM SPSS
Statistics, para Windows version 23 del 2015. Para el andlisis de los grupos de
la droga cruda, teniendo en cuenta las variables humedad y cenizas totales se
realizé un andlisis de varianza no paramétrico con el test de Kruskal Wallis, y el
test de Mann Whitney para el andlisis de las diferencias entre los grupos. En el
caso de las variables polifenoles, fenoles y flavonoides para comparar los grupos
de los extractos, se realiz6 un analisis de varianzas paramétrico, es decir un One
Way ANOVA, y para comparar las parejas de grupos, se utilizaron los intervalos

LSD de Fisher. En todos los casos se empled un nivel de confianza del 95%
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Resultados y Discusion

Capitulo Ill. Resultados y Discusion.

3.1 Obtencioén del material vegetal.

La recoleccion se realiz6 en horas tempranas de la mafiana, y de forma manual,
como se recomienda para plantas. Se procurd tomar las hojas, y dejar ramas
suficientes que garantizaran el normal desarrollo de la planta y un uso sostenible
de este recurso.

El material vegetal se colectd en buen estado vegetativo y exento de materias
extrafias, identificandose a través de herramientas taxonomicas por el MSc.
Idelfonso Castafieda Noa, Profesor Auxiliar del Centro de Estudios del Jardin
Botanico de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, como Jatropha
gossypifolia Linn (JG). Se compard con la muestra correspondiente a la serie
UCLYV 1305 del Herbario ULV del citado Centro de Estudios, correspondiendo en
su totalidad con las caracteristicas botanicas para la especie citada.

Las hojas recolectadas fueron lavadas cuidadosamente con abundante agua
potable garantizando la limpieza del material vegetal.

3.2 Secado y molinado.

El material vegetal, luego de secado y molinado, conservé las caracteristicas
organolépticas propias de las hojas de la Jatropha gossypifolia L. (color verde
intenso, olor caracteristico a la planta). Posteriormente se almacen6 en bolsas
de polietileno en una desecadora protegida de la luz y la humedad, hasta el
momento de su utilizacion.

Las caracteristicas organolépticas del polvo se muestran en la Figura 2,
observandose que el polvo secado presentd un color distintivo (verde oscuro) y

un olor caracteristico.

Figura 2: Droga seca y molinada.
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3.3 Pruebas de control de la calidad de la droga cruda.

3.3.1 Determinacion de indices numéricos de la droga seca en forma de

sdlidos pulverulentos.

Una vez secado el material vegetal se procedio a la determinacion de los indices
numericos de cada una de las muestras obtenidas de la planta segun las Normas
Ramales 309(106),

3.3.1.1 Contenido de humedad residual.

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 microbiol6gico, asi como de la hidrélisis 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 determinacion del contenido de humedad es de suma importancia®3).

El valor medio de humedad para las drogas recolectadas en nuestro estudio se
muestran en la tabla 4.Todos los valores se encuentran por debajo de 6.6466 %
con una media de 6.2308 % lo que coincide con estudios anteriores de la planta
y evidencia que la época del afio no influye en el contenido de humedad®14. Por
lo tanto, dicha droga seca cumple con los limites permisibles (8-14%) y
establecidos por Miranda y Cuéllar®”), lo que indica que las condiciones de
secado fueron las adecuadas.

Tabla 4 Valores de humedad residual obtenidos para las hojas de Jatropha

gossypifolia L.

Droga Humedad residual
%(media = DS, n=3)
Noviembre-Diciembre 6.6033+0.43 a
Enero-Febrero 5.9100 £ 0.16 a
Marzo-Abril 5.7633+£0.34 a
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Mayo-Junio 6.6466 + 1.58 a
Media 6.2308 £ 0.45

*Letras diferentes muestran diferencias significativas con sig. p<0.05.

El test de Kruskall Wallis arrojé como resultado que los grupos eran homogéneos
en cuanto a su humedad, es decir las diferencias encontradas no fueron
significativas, esto mismo se aprecio con el test de Mann Whitney, el cual no
arrojo diferencias entre las parejas de grupo. Por lo tanto podemos plantear que

la recoleccion en distintas épocas del afio no afecto el contenido de humedad.

3.3.1.2 Cenizas totales.

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

Se denomina ceniza fisiolégica a aquella derivada de los componentes minerales
de la propia planta. La que se deriva de materia extrafia, principalmente suelo y
arena, que se adhieren a la superficie de la droga se denomina ceniza no
fisiolégica. El proceso consiste en determinar la cantidad de residuo no volatil
después de la calcinacion 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(13),

Los valores de cenizas totales para las drogas recolectadas en nuestro estudio se
muestran en la tabla 5.Todos se encuentran por debajo de 11.9646 % con una
media de 10.1351 % lo que coincide con estudios anteriores de la planta*'4)., Sin
embargo, existe variacion de los valores dependiendo de la época de recoleccién
siendo inferiores durante los meses de enero a abril. En general, los valores de
cenizas totales del material vegetal en estudio en diferentes épocas del afio

cumplen con lo establecido por la USP # 28, cuyo limite es de 12 %.
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El test de Kruskall Wallis arroj6 como resultado que existen diferencias
significativas (con significacion p<0.05) en cuanto a las cenizas totales, al igual
que a traves del test de Mann Whitney. Por lo tanto, podemos plantear que la
recoleccion en distintas épocas del afio influy6 en los valores de cenizas totales
lo que puede estar influenciado por variaciones en el contenido inorganico del

suelo.

Tabla 5. Valores de cenizas totales obtenidos para las hojas de Jatropha

gossypifolia L.

Droga Cenizas totales

%(media = DS, n=4)
Noviembre-Diciembre 11.9646 +1.94 a
Enero-Febrero 8.2948 £+ 1.08 b
Marzo-Abril 8.5519 + 4.64 bc
Mayo-Junio 11.7291 +£1.16 ac
Media 10.1351 +1.98

*Letras diferentes muestran diferencias significativas con sig. p<0.05.

En el caso del estudio se tuvo especial cuidado en la seleccién y tratamiento del
material vegetal, lavando con agua potable y eliminando toda la materia extrafia,
por lo que se considerd que estos valores debi6 corresponderse con las cenizas
fisioldgicas de la especie. Existen referentes en la literatura® de este parametro
para la especie vegetal en estudio que son similares (15,8 %). Otras especies de
la familia como: Alcaiypha fimbriata, Euphorbia hirta y Jatropha curcas L.
muestran valores similares (tabla 6). No obstante, se considera que deben
calcularse las cenizas insolubles en acido clorhidrico para establecer si las
mismas estan vinculadas al contenido de material inorganico extrafio y por lo
tanto conocer si estan presentes metales pesados®1%),

Tabla 6: Valor de cenizas para plantas de la familia Euphorbiaceae.

Planta Cenizas totales (%)
Alcaiypha fimbriata (116) 11,50 + 0,32
Euphorbia hirta(116) 18,66 + 0,17
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Jatropha curcas L.(17) 7,40 £ 3,7
Jatropha gossypifolia L.®* 15,8 £ 0,57

3.4 Obtencion y caracterizacion del extracto.

Al elaborar los extractos, se utilizan solventes que no son téxicos y son mas
amigables con el medio ambiente. Ademas, es el tipo de extracto que se ha
empleado en los estudios precedentes sobre las hojas de la especie, realizados
en la region central de Cuba y que ha manifestado diferentes actividades
farmacoldgicas®? 43, Se incluye por primera vez el extracto acuoso teniendo en
cuenta el uso tradicional de la planta en forma de decoccion e igualmente su
empleo posterior en ensayos farmacoldgicos.

Los extractos se obtuvieron por reflujo durante 2 h a partir de 40 g del material
vegetal seco y molinado en la mezcla hidroalcohdlica citada (70%) y acuosa. Se
procedio a su rotoevaporacion dando lugar a extractos hidroalcohdlicos de color
verde oscuro intenso, caracteristico de los extractos hidroalcohdlicos obtenidos
a partir de hojas con una significativa extraccion de pigmentos clorofilicos. En el
caso del extracto acuoso igualmente se observa un color verde intenso.

Dichos extractos se caracterizaron a través de variables fisicoquimicas como: la
determinacién del pH, densidad e indice de refraccion. Los resultados aparecen
en la Tabla 7.

Tabla 7: Parametros quimico-fisicos del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Jatropha gossypifolia L.

Extractos pH indice de | Densidad Sdlidos totales
refraccion (media relativa (g/100mL)
DS, n=3) (media = DS,
n=3)

EHA 7.08 1.3644 £ 0.002 0.9524 0.0489 + 0.0005

(noviembre-

diciembre)

EHA 7.00 1.3652 + 0.0008 0.9238 0.0411 +0.00

(enero-

febrero)
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EHA 7.05 1.3648 + 0.0007 0.9225 0.0399 £ 0.0004
(marzo-

abril)

EHA (mayo- | 7.00 1.3646 + 0.001 0.9210 0.0297 + 0.0005
junio)

EA 6.59 1.3360 £ 0.00 1.0067 0.1913 £ 0.003
Media 6.944 1.3590 + 0.01 0.9452 0.0701 £ 0.06

Los solidos totales permiten tener elementos sobre la masa de metabolitos que
el sistema de solventes empleado fue capaz de extraer del material vegetal.
Aungue este parametro no estad normado para el EHA de la planta en estudio, es
importante ensayarlo. El valor medio obtenido es de 0.0701 g/100mL. Los
valores de cada uno de los extractos son similares a los obtenidos por Medina
Albert en el 2018“Y. Se debe considerar que los extractos de la planta no estan
estandarizados, y que los valores obtenidos pueden estar influido por el estadio
del desarrollo fenolégico de la planta y por las condiciones edafoclimaticas del
sitio de recoleccion.

3.5 Evaluacion fitoquimica de extracto.

Un elemento importante en la valoracion de los extractos que van a ser
sometidos a evaluaciones farmacologicas es la naturaleza quimica de los
componentes, pues esta informacion puede orientar hacia la posible accion
farmacoldgica que puedan ejercer y a los posibles metabolitos responsables de
tales efectos. En correspondencia a este criterio se realizd la evaluacién
fitoquimica del extracto obtenido a partir de las hojas de la Jatropha gossypifolia
L. (118)_

3.5.1 Tamizaje fitoquimico.

El tamizaje fitoquimico es ampliamente usado para evaluar la composicién de
las drogas vegetales, pero es importante sefialar que los resultados obtenidos
mediante estas técnicas ofrecen solo una vision de la composicion quimica de la
planta a estudiar y que no puede tomarse en ningun caso como un resultado

concluyente, ya que en la presencia o ausencia de un metabolito pueden influir
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la concentracion de los mismos, la solubilidad en el disolvente empleado y las

interferencias de otros componentes.

En la tabla 8 se hace referencia a los resultados obtenidos en la realizacion de

los ensayos para la determinacion de metabolitos presentes en los extractos

analizados. Se evidencia la presencia de un gran numero de metabolitos

presentes en el extracto hidroalcohdlico de la Jatropha gossypifolia L. como

fenoles y/o taninos, flavonoides, saponinas, azlucares reductores, alcaloides,

coumarinas y quinonas.

Tabla 8: Tamizaje fitoquimico de los extractos analizados de las hojas de

Jatropha gossypifolia L.

Metabolito | Ensayo EHA EHA EHA EHA EA
(noviembre | (enero- | (marzo- | (mayo | (enero
-diciembre) | febrero) | abril) -junio) | -

febrer
0)

Resinas Resinas ) ) () ) ()

Saponinas | Espuma +) (+) (+) (+) (+)

Alcaloides | Dragendorf (+) (+) (+) (+) (+)

Glicosidos | Kedde ) ) () ) ()

cardiotonic

0s

Fenoles Cloruro (+) (+) (+) (+) (+)

y/o taninos | férrico

Flavonoide | Shinoda (+) (+) (+) (+) (+)

S

Aminoacid | Ninhidrina (+) (+) (+) (+) (+)

os libres

Coumarina | Baljet (++) (++) (++) (++) (++)

S

Azlcares | Fehling (+) (+) (+) (+) (+)

reductores

Quinonas | Borntrager (+++) (+++) (+++) | (F++) | (++4)
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Compuest | Sudan (+) (+) (+) (+) (+)
0S grasos
Triterpeno | Lieberman (+) (+) (+) (+) (+)
sylo n-Burchard
esteroides
Antocianid | Antocianid (+) (+) (+) (+) (+)
as as
Polisacarid | Mucilagos (-) -) ) ) )
0s

Leyenda:

(+; ++; +++): Respuesta positiva de presencia del metabolito en el extracto.

(-): Respuesta negativa de presencia del metabolito en el extracto.

Al realizar el tamizaje fitoquimico, se detectd en los extractos hidroalcohdlicos y
acuoso la presencia de coumarinas a las que se les atribuyen propiedades
antitumorales, antiarritmicas, antiinflamatorias, antisépticas, analgésicas y
contra la hipertension, la osteoporosis y el VIH. Estas son usadas en tratamientos
contra el asma y contra el linfoedema(19),

También se observo la presencia de saponinas a las cuales se le atribuyen
acciones expectorante, diurética, depurativa, tonico-venosa y de disminucion del
colesterol. Ademas de disminuir el riesgo de padecer cancer, pues un estudio
del 2004 publicado en el “Journal of Medicinal Food”, demostré que el cancer de
colon, de mama, de Utero y las tasas de cancer de prostata son mas bajas en los
paises donde los habitantes consumen grandes cantidades de legumbres. Esto
puede ser debido a los efectos moduladores del sistema inmunitario de las
saponinas que aumentan la actividad antitumoral en el cuerpo®20),

También se detect6 la presencia de flavonoides, de los cuales se han descrito
efectos terapéuticos en patologias tales como diabetes mellitus, cancer,
cardiopatias, infecciones viricas, ulcera estomacal y duodenal, e inflamaciones.
Otras actividades que merecen ser destacadas son sus acciones antivirales y
antialérgicas,?Y asi como sus propiedades antitrombotica y antiinflamatoria. Los
flavonoides contienen en su estructura quimica un namero variable de grupos
hidroxilo fenolicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros
metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Por

ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fenémenos de
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dafio oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de
patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer(122
123)_

Por otra parte, los fenoles, en la actualidad se utilizan para cauterizar en ciertos
procedimientos como la matriceptomia por onicocriptosis*?. También se usan
como: desinfectantes, preparacion de resinas y polimeros, preparacion del &cido
picrico, usado en la preparacion de explosivos, sintesis de la aspirina y de otros
medicamentos.

Los taninos forman parte de los constituyentes quimicos del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L. y su accién antioxidante
ayuda a prevenir enfermedades degenerativas. Poseen propiedades
astringentes y antiinflamatorias, desinflaman la mucosa intestinal por lo que es
un tratamiento eficaz contra la diarrea y también ayudan a que la sangre coagule,
ejerciendo accion antihemorragica local y resultando Gtil para el tratamiento de
las hemorroides. Ofrecen una accion antiséptica frente a bacterias, hongos y
virus, las plantas que contienen taninos atacan a los microorganismos
aglutinando las proteinas de su superficie(118),

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 extraccién 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:
glicésidos). A pesar de que se han aislado, e incluso obtenido por sintesis,
numerosos compuestos a partir de Jatropha gossypifolia L, con diferentes
actividades farmacoldgicas, incluida la antimicrobiana, dentro de ellos no se
reporta ninguna quinona.

La presencia de estos metabolitos en el extracto pudiera estar relacionada con
algunas de las acciones atribuidas de la planta como son su efecto diurético,
procoagulante, analgésico, antiinflamatorio y antibacteriano. Varios estudios
realizados a diferentes extractos de Jatropha gossypifolia L., relacionan la
presencia de sus componentes quimicos con las posibles acciones de la

misma®,
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Estos resultados se encontraron en correspondencia con los informes
fitoquimicos de la planta, de la cual han sido aislados y caracterizados diferentes
compuestos que aparecen referenciados en la tabla 1 de la revision

bibliografica®: 16),
3.6 Determinacion del indice polifenoles totales.

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos mas numerosos y
ampliamente distribuidos en el reino vegetal con mas de 8000 estructuras
conocidas. Son principalmente productos derivados del metabolismo secundario
de las plantas que se forman a partir de las rutas metabdlicas de los
fenilpropanoides y del acido siquimico®.

Se caracterizan por presentar uno o0 mas ndcleos aromaticos sustituidos, como
minimo con una funcién hidroxilo que les confiere la propiedad de donar atomos
de hidrégeno. Esta cualidad, les permite actuar como antioxidantes y
desempeiiar importantes funciones fisioldgicas en los vegetales®.

Los compuestos fendlicos, se generan durante el desarrollo normal de la planta,
pero el contenido en algunos de ellos puede incrementarse bajo condiciones de
estrés como por ejemplo la radiacién ultravioleta, infecciébn por patégenos o
parasitos, polucion del aire y exposicion a temperaturas extremas®.

Estos compuestos fendlicos de la planta incluyen los flavonoides, acidos
fendlicos, taninos y los menos frecuentes estilbenos y lignanos. De ellos los méas
abundantes en nuestra dieta son los flavonoides y los taninos. La concentracion
de todos estos compuestos fendlicos en los vegetales, se pueden ver afectadas
por factores tales como las diferentes técnicas de cultivo, condiciones de
crecimiento, proceso de maduracion, asi como condiciones de procesado y
almacenamiento. Es importante destacar, que la distribucion de los compuestos
fendlicos en las plantas a nivel tisular, celular y subcelular no es uniforme, las
capas externas de las plantas contienen niveles mas altos que las internas y en
el interior de la célula estos compuestos se localizan principalmente en las
vacuolas, aunque los polifenoles insolubles se acumulan en las paredes

celulares®,
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En la tabla 9 se observan los valores obtenidos en la determinacion del indice de
polifenoles totales en cada uno de los extractos estudiados donde se observaron
diferencias significativas (con significacion p<0.05).

Tabla 9. Valores del indice de Polifenoles Totales obtenidos para los extractos

de las hojas de Jatropha gossypifolia L.

Extractos indice de Polifenoles Totales
EHA (noviembre-diciembre) | 47.85+0.05b

EHA (enero-febrero) 49.75+0.12 a

EHA (marzo-abril) 47.35%+0.23 ¢

EHA (mayo-junio) 47.75+0.10 b

EA 22.8+0.16 d

Media 43.1 £11.39

*Letras diferentes muestran diferencias significativas con sig. p<0.05.

3.7 Determinacién del contenido de fenoles totales.

Los resultados obtenidos para el contenido de fenoles totales de los extractos
hidroalcohdlicos de las hojas de Jatropha gossypifolia L. se muestran en la tabla
10, algunos resultados son superiores a los reportados en la bibliografia para
otras especies de su misma familia (Euphorbiaceae) como por ejemplo: la
Euphorbia helioscopia L. obtenidos por lixiviacion utilizando metanol como
solvente y menores si se compara con Alchornes calophlla, la Acalypha
diversifolia y la Euphorbia hirta Linn.(Tabla 11). En dichos resultados se observa

gue existen diferencias significativas (con significacion p<0.05.)

Tabla 10. Valores del contenido de fenoles totales obtenidos para los extractos

de las hojas de Jatropha gossypifolia L.

Extractos Contenido de fenoles
(ug EAG/mg ES)
EHA (noviembre-diciembre) 39.7148 £ 0.0001 d

EHA (enero-febrero) 53.8773 £ 0.0007 a
EHA (marzo-abril) 53.7359 + 0.0005 b
EHA (mayo-junio) 44.7760 + 0.0006 c
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EA (enero-febrero) 9.2265 + 0.0003 e

*Letras diferentes muestran diferencias significativas con sig. p<0.05

Tabla 11. Contenido total de compuestos fendlicos para especies de la familia

Euphorbiaceae(125 126),

Planta Contenido de fenoles totales
(ug EAG/mg ES)
Euphorbia helioscopia L. 51,49 + 4,02
Euphorbia hirta Linn. 120,97 £ 7,07
Alchornes calophlla 314,0£0,01
Acalypha diversifolia 424,0 + 0,03

El contenido total de compuestos fendlicos fue calculado empleando la curva de
calibracion del &cido gélico como patron, los resultados se expresaron como
microgramos equivalentes de acido gélico por miligramos de extracto seco (ug
EAG/mg ES) (Figura 3).

Curva de calibracion del acido galico

0.7

0.6 y =0.1005x - 0.0063
05 R? = 0.9971

0.4
0.3
0.2
0.1

0
0 2 4 6 8

- ~

3.8 Determinacion de flavonoides totales.

Dentro de la composicion quimica de la especie Jatropha gossypifolia Linn, los
flavonoides constituyen unos de los metabolitos mas importante a los cuales se
le atribuyen una gran diversidad de actividades farmacoldgicas como por
ejemplo propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, antitrombéticas y
analgésicas(1??),

Los resultados obtenidos para el contenido de flavonoides totales de los

extractos hidroalcohdlicos de Jatropha gossypifolia L. son superiores a los
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reportados en la bibliografia para otras especies de su misma familia
(Euphorbiaceae) como por ejemplo: la Euphorbia helioscopia L. (Tabla 12)128),
Los resultados se expresaron como microgramos equivalentes de Quercetina

por miligramos de extracto seco (ug EQ/mg ES). (Tabla 13).

Tabla 12: Contenido de flavonoides totales para la Euphorbia helioscopia L.

Planta Contenido de flavonoides
totales (ug EQ/mg ES)
Euphorbia helioscopia L. 11,38 £0.04

Tabla 13: Contenido de flavonoides totales del extracto hidroalcohdlico de

Jatropha gossypifolia Linn.

Extractos Contenido de flavonoides
totales (ug EQ/mg ES)

EHA (noviembre-diciembre) 33.3143 £ 0.0003 d

EHA (enero-febrero) 41.8635 + 0.0003 a

EHA (marzo-abril) 38.2194 + 0.0002 c

EHA (mayo-junio) 39.1315 + 0.0003 b

EA (enero-febrero) 3.3219 £ 0.0002 e

*Letras diferentes muestran diferencias significativas con sig. p<0.05

Estos valores permiten reafirmar la presencia de los flavonoides en el extracto
hidroalcohdlico de Jatropha gossypifolia Linn comprobando los resultados
obtenidos cualitativamente a través del tamizaje fitoquimico donde la presencia
de ellos resulto ser acentuada.

El contenido total de flavonoides fue calculado empleando la curva de calibracion
de la quercetina como patrén, los resultados se expresaron como microgramos
equivalentes de quercetina por miligramos de extracto seco (ug EAG/mg ES)
(Figura 4).
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Curva de calibracion de la Quercetina
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Figura 4.Curva de calibracion de la Quercetina.

La Jatropha gossypifolia L. presenta varios flavonoides en sus hojas que ya han
sido aislados con anterioridad. Entre ellos estan: la apigenina que fue extraida
utilizando como solvente el etanol, el 2,3-bis-(hidroximetil)-6,7- metilenodioxi-1-
(3'4’-dimetoxifenil)- naftaleno, la gossipifana (Gossypifan) extraida con éter de
petréleo y la isogadaina que fue extraida también con éter de petréleo. La
apigenina es un flavonoide natural, del grupo de las flavonas y cuya formulacién
quimica es 4,5, 7-trihydroxyflavona. Las flavonas presentan accion
antimicrobiana, aunque a concentraciones muy elevadas en comparacién con
los antibidticos(2% 139, No obstante, se han encontrado que algunas flavanonas
de citricos presentan actividad frente al Staphylocus aureus, Escherichia coli y
Bacillus typhosus129),

Este resultado es de gran importancia en el analisis de la actividad biologica de
los productos naturales, dada la gran variedad de investigaciones que se han
reportado relacionando la presencia de estos compuestos y una determinada

propiedad farmacolégica®3d).

3.10 Evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana del extracto
hidroalchodlico y acuoso de Jatropha gossypiifolia L.

3.10.1 Prueba de sensibilidad antibacteriana mediante el Método Difusion
en Agar.

Varios estudios informados 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®
132) Los extractos acuoso y etandlico de las hojas de Jatropha gossypifolia L se
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han mostrado activos frente a bacterias Gram positivas (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
fragi)??). 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 antifiingica®. 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®33),

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 y sus fracciones frente a Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia coli: 42 44 Los resultados de los mismos son
contradictorios. Por estas razones se decidio evaluar su efectividad frente a los
mismos microorganismos e incluir el extracto acuoso por su amplia utilizacion

por la poblacién.

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 que presenta la ventaja de ser altamente reproducible y sensible(34

por lo que se selecciond para el presente estudio.

Al aplicar el método de difusion en pozo con el extracto hidroalcohdlico y acuoso
de Jatropha gossypiifolia L. se observé el halo de inhibicién a las 24 horas (h)
para el caso del extracto hidroalcohdlico frente a Staphylococcus aureus ATCC
y ambas cepas clinicas aisladas de forinculos y de secrecion de heridas; con un
halo de inhibicion de 15, 12 y 13 mm respectivamente. El extracto acuoso ni el
control mostraron halo de inhibicién. En el caso del control puede deberse a que
en el proceso de extraccion algiin componente activa en las bacterias bombas
de flujo que reconocen el etanol e impiden que penetre en las bacterias Estos
resultados se observan en la tabla 14 y las figuras 5,6 y 7.

Tabla 14. Resultados obtenidos en la evaluacion in vitro de la actividad
antibacteriana del extracto hidroalcoholico y acuoso de Jatropha gossypiifolia L.

Microorganismo Extracto Halo de inhibicion (mm)

Hidroalcoholico 15

57



Resultados y Discusion

Staphylococcus aureus | Acuoso -
ATCC 25923 Control -
Staphylococcus aureus | Hidroalcohdlico 12
Cepa clinica 1 Acuoso -
Control -
Staphylococcus aureus | Hidroalcohdlico 13
Cepa clinica 2 Acuoso -
Control -
Pseudomonas Hidroalcohdlico -
aeruginosa Acuoso -
ATCC 27853 Control -
Pseudomonas Hidroalcohdlico -
aeruginosa Acuoso -
Cepa clinica Control 5
Escherichia coli Hidroalcohdlico -
ATCC 25922 Acuoso -
Control 5
Escherichia coli Hidroalcohdlico -
Cepa clinica Acuoso -
Control -

Ambos extractos no mostraron actividad frente a Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli, que resultan bacterias Gram negativas las cuales muestran una
mayor resistencia a los antibidticos y desinfectantes. El control negativo
evaluado es el etanol con un halo de inhibicibn de 5 mm que no resulta
significativo teniendo en cuenta el plu del disco de agar el cual fue de 6 mm.
Estos resultados pueden estar dados por algin componente que se ha formado
en el proceso de extraccion y que induzca un cambio en la permeabilidad de la
membrana, disminuyendo la entrada del extracto a la célula. Ademas el etanol

puede mostrar actividad antimicrobiana per se.
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Figura 5. Placas de Staphylococcus aureus ATCC actividad positiva del EHA 'y
negativa del EA.

Figura 6. Placas de Staphylococcus aureus (cepa clinica 1) actividad positiva
del EHA y negativa del EA.

Figura 7. Placas de Staphylococcus aureus (cepa clinica 2) actividad positiva
del EHA y negativa del EA.
La literatura plantea que el tamafio del halo de inhibicion es influenciado por
varios factores, entre ellos; medio de cultivo en que se realiza la prueba,
capacidad de difusion del compuesto, cantidad de in6culo, tiempo de generacién
del microorganismo y periodo de incubacion. Cualquier variacion de estos

factores puede afectar el resultado de la prueba.
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Varios estudios demuestran que la solubilidad, en el solvente empleado, de los
compuestos presentes en el extracto puede influir en el tiempo de difusion del
mismo en la placa“d). Se deben tener consideraciones generales para el estudio
de la actividad antimicrobiana en extractos de plantas. Asi para extractos no
polares o sustancias que no difundan bien en el agar es mas recomendable
técnicas de dilucion que las de difusion. Trabajos previos han demostrado que la
composicion del medio de cultivo puede influir en la actividad de los extractos o
compuestos evaluados®d.

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®?. 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
extracto hidroalcohdlico y no asi para el extracto acuoso.

Otro elemento que pudiera influir en los resultados es el tipo de método
empleado en la evaluaciéon de la actividad antimicrobiana. Los extractos
hidroalcohdlico y acuoso de Jatropha gossypiifolia L. tienen entre sus
constituyentes quimicos compuestos polares y no polares. Estudios realizados
recomiendan usar los métodos de difusion (en papel o en pozo) para estudiar
compuestos polares, y los métodos de dilucion para sustancias polares y no
polares(34).,

Por otra parte, se debe tener en cuenta que en el caso de las plantas
medicinales, los mecanismos de accion son mas complicados, debido a la
variedad en su composicion. Entre los metabolitos pueden aparecer
interacciones de sinergismo y de antagonismo, que juegan un papel importante
en la actividad biolégica®3>.

Mediante la misma técnica utilizada, otros investigadores en el 2008,
demostraron que el extracto etandlico 70% de las hojas de Polylepis australis
presenta actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa. Esto evidencia que el etanol 70 % es un solvente eficaz para la
extraccion de productos antimicrobianos en concordancia con lo demostrado por
otros autores3®), Muchos de los compuestos con actividad antibidtica

identificados en las plantas son sustancias aromaticas o moléculas organicas
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saturadas, para los cuales el etanol es un solvente ideal. Es relevante el hecho
de que en la medicina indigena es una practica comudn el uso de preparaciones
con alcohol o aguardiente®3”).,

El extracto hidroalcohdlico de Jatropha gossypifolia L. mostrd actividad contra
cepas clinicas de Staphylococcus aureus que es uno de los microorganismos
patbgenos humanos méas importantes y resulta muy comdn en infecciones
nosocomiales muy dificiles de erradicar. Estos resultados confirman el potencial
antibacteriano de las hojas de Jatropha gossypifolia L. que crece en la region

central de nuestro pais, especialmente frente a bacterias Gram positivas.

3.11 Correlacion entre los compuestos fendlicos presentes en la plantay la
actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana de los polifenoles se ha atribuido en diversos
estudios cientificos a extractos de plantas, mezclas de extractos de plantas y a
compuestos purificados a partir de las mismas. Algunos de estos compuestos
son bien conocidos y pertenecen a la familia de los flavonoides, alcaloides,
terpenos y taninos de numerosas fuentes naturales. De todas estas familias, esta
siendo cada vez mas documentada la actividad antibacteriana de los
flavonoides. Ademas, es interesante destacar que la materia prima seleccionada
para realizar el estudio pertinente in vitro sobre la actividad antibacteriana,
proceden de extractos de plantas con antecedentes de uso en la medicina
popular®.

Durante el estudio realizado con tinturas de las hojas de tamarindo, en la década
de los afios 90, Balbuena plante6 que los flavonoides, producto de su estructura,
podrian ser los responsables del efecto de inhibicidon de crecimiento bacteriano
por la induccién de la ruptura de su ADN en un sitio determinado; por bloqueo
del complejo aminoacil transferasa, por intercalacion entre bases de ADN
alterando la sintesis de acido nucleico o por la formacién de dimeros de
timina39),

También consideré que otros mecanismos provocados por los flavonoides
pudieran propiciar resultados semejantes, alterando la composicion de las
membranas y el metabolismo celular por medio de inhibicion de la fosforilacion
de proteinas o por la formacion de complejos con proteinas solubles de la pared

de las células bacterianas. Afios después, Domingo D y Lépez-Brea M.
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plantearon que la actividad de las flavonas frente a los microorganismos
probablemente se debe a que forman complejos con las proteinas solubles y
extracelulares y con las células de la pared bacteriana, de forma similar a las
quinonas, lo que refuerza el efecto observado y resulta concordante con alguna
de las especulaciones realizadas en relacion con el posible mecanismo de

accion(138)
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Conclusiones

Conclusiones:

Los principales metabolitos secundarios identificados en los extractos
hidroalcohdlico y acuoso de las hojas de Jatropha gossypifolia L. fueron:
saponinas, alcaloides, fenoles, flavonoides, aminoéacidos libres,
coumarinas, azucares reductores y quinonas; los cuales estuvieron

presentes en todas las épocas del afio estudiadas.

El contenido de polifenoles, fenoles y flavonoides totales varié en las

diferentes épocas de recoleccion de la especie (noviembre-junio).

De los extractos evaluados solo mostrd actividad antimicrobiana frente a

Staphylococuss aureus el extracto hidroalcohdlico.
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Recomendaciones

Recomendaciones:
» Continuar el estudio antimicrobiano del extracto acuoso y sus fracciones.

» Completar el estudio de la influencia de la época del afio en los meses
restantes (julio-octubre).
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Anexo 2. Hojas, flores y frutos de la Jatropha gossypifolia L.



