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The prevalence of human infections is largely due to commercial antimicrobial
resistant microbial strains. Annually, the health sector invests a lot of money to
combat the problem of microbial resistance. An alternative of antimicrobial active
principles are derived from natural resources due to the chemical complexity of the
metabolome, a motivation to study its metabolites and potential drug side effects.
Some plant species of Jatropha genus are used in traditional medicine including J.
cordata tree that grows in Baja California Sur, Mexico, where the bark infusion is
used as an antiseptic highlights. In order to know its antibacterial and anti-fungal
activity, an /n vitro screening of bacterial and Candida albicans sensitivity to
organic extracts stem from J. cordata by agar diffusion method. For this reason, a
bioassay-guided fractionation of the extracts through microbial sensitivity,
chromatographic and spectroscopic methods were conducted to know the
responsible compounds for the antimicrobial activity. The results showed that J.
cordata organic extracts exhibit antimicrobial activity on pathogens tested.
According to nuclear magnetic resonance (NMR) 'H and 13C, the presence of a
macrocyclic diterpene was determined as responsible for the antimicrobial activity

in vitro.

Keywords: J. cordata, antimicrobial, extracts



La prevalencia de infecciones humanas es debida en gran parte por cepas
microbianas resistentes a los antimicrobianos comerciales. Anualmente, el sector
salud invierte una gran cantidad de dinero para combatir el problema de cepas
microbianas resistentes. Una alternativa son los principios activos antimicrobianos
obtenidos de los recursos naturales por la complejidad quimica de su metaboloma,
una motivacién para estudiar sus metabolitos secundarios y posibles efectos
farmacolégicos. Algunas especies vegetales del género Jafropha se utilizan en la
medicina tradicional entre ellas destaca el arbol de J. cordafa que crece en Baja
California Sur, México, en donde la infusidn de su corteza es utilizada como
antiséptico. Con el objetivo de conocer su actividad antibacteriana y anti-fungica,
un escrutinio /n vitro de la sensibilidad bacteriana y de Candida albicans a los
extractos organicos de tallo de J. cordafa con el método de difusién en agar se
realiz6. Por tal razén, un fraccionamiento de los extractos bioguiado por la
sensibilidad microbiana, por métodos cromatograficos y espectroscopicos se
realiz6 para conocer los componentes responsables de la actividad
antimicrobiana. Los resultados mostraron que los extractos organicos de J.
cordata presentan actividad antimicrobiana sobre los patégenos ensayados. De
acuerdo al método de resonancia magnética nuclear (RMN) de H y de 13C, se
determind la presencia de un compuesto del tipo diterpeno como el responsable

de la actividad antimicrobiana in vitro.

Palabras clave: J. cordata, antimicrobiana, extractos
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La medicina tradicional es la suma de conocimientos y practicas usadas en el
diagnostico, prevencion y eliminacion de los desequilibrios fisicos, mentales o
sociales de los individuos. Este conocimiento se basa en la experiencia practica y
es transmitida de generacién en generacibn de manera oral o escrita. Es
indudable la importancia de las plantas y los arboles para la medicina moderna,
durante mucho tiempo los remedios naturales y las plantas medicinales fueron el
principal e incluso el unico recurso del que disponia el médico (Quesada-
Hernandez, 2008). Actualmente, los extractos de plantas se siguen usando para
proporcionar la cobertura de salud a mas del 80% de la poblacion mundial. La
medicina tradicional se usa para el desarrollo de medicamentos, especialmente en
paises en desarrollo. México tiene una tradicidbn acendrada en la utilizacion de
plantas medicinales, entre sus practicas curativas. Un total de 3,000 especies han
sido compiladas en un atlas de plantas medicinales, empleada por diversos grupos
étnicos. Increiblemente, de éstos sélo aproximadamente el 1% de ellos han sido
estudiados en cuanto a sus posibles propiedades medicinales, debido a que las
plantas presentan una abundancia y complejidad estructural en sus componentes.
Recurrentemente se valida el uso medicinal de las especies vegetales
ampliamente utilizados en la medicina tradicional mexicana para tratar
padecimientos de etiologia infecciosa y se identifican metabolitos secundarios
mayoritarios como responsables de la actividad antimicrobiana /n vitro (Damian-
Badillo ef al,, 2008).

El género Jafropha forma parte de la familia Euphorbeaceae, se encuentra
distribuida en las regiones tropicales de Ameérica, Africa y Asia, e incluye
aproximadamente 186 especies (Fresnedo y Orozco, 2013), tiene usos en la
medicina tradicional, algunas de sus especies son usadas por sus propiedades

analgésicas, antimicrobianas y antitumorales. Los extractos de etanol de la corteza



de tallo de J. curcas presentan actividad antibacteriana y antifungica sobre
Staphylococccus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Candida
albicans, y pueden ser atribuidos a la presencia de algunos metabolitos
secundarios como saponinas, taninos, glucosidos cardiacos, carbohidratos,
flavonoides y terpenoides (Wakirwa ef al, 2013). En México, 50 especies del
género Jafropha se encuentran distribuidas en zonas semiaridas y subtropicales,
entre ellas la especie J. cordala, localizada a lo largo de las costas del Pacifico de
Sonora hasta Oaxaca con uso etnomedicinal debido a que sus infusiones de
corteza son utilizadas por sus propiedades antisépticas.

El presente trabajo aporta evidencia experimental de la bioactividad del tallo
descortezado de J. cordata en patdgenos de importancia clinica y la variacion de
la produccion de metabolitos secundarios como los responsables de tal accion, asi

como una aproximacion del posible blanco de los mismos.

La familia Euphorbiaceae es una de las mas grandes familias vegetales y ocupa el
sexto lugar en diversidad después de Orchidaceae, Asteraceae, Fabaceae,
Poaceae y Rubiaceae. Su distribucion es subcosmopolita, pero estd mejor
presentada en regiones tropicales y subtropicales, varios representantes se
extienden a las zonas templadas de ambos hemisferios. La familia es importante,
debido a que muchas de sus especies se cultivan para su uso medicinal,
industrial, alimenticio y ornamental. Las Euphorbiaceaes son dicotiledéneas y
pertenecen al orden Euphorbiales. La variacion morfolégica en la familia es
enorme, lo que dificulta su caracterizacion. Sin embargo, la mayoria de las

especies se reconocen por sus flores unisexuales, frecuentemente pequefias, la



presencia de un disco floral, un ovario supero con tres loculos, los Iéculos con uno
o dos ovulos, frutos tipicamente esquizocarpicos capsulares con mericarpos
elaticamente dehiscentes. Ademas, mucha especies tienen latex, hojas con
estipula y varias formas de glandulas. La familia Euphorbiaceae es una de las mas
grandes y diversas de México, por ello se constituye como el centro de diversidad
para muchos de sus géneros (Cuadro 1), contribuyen significativamente a la
rigueza de la flora nacional. En México las Euphorbiaceae estan representadas
por 43-50 géneros y 782-826 especies, lo que representa mas de 3% de la flora
vascular calculada para el pais en 22 000 especies. Mas 32 taxa intraespecificos:
8 subespecies y 24 variedades. Los géneros mas grandes son Euphorba (241
spp., 31%), Crofon (124 spp., 16%), Acalypha (108 spp., 14%), Jatropha (48-50
spp., 6%) y Phyllanthus (41 spp., 5%). Juntos representan 72% de las especies de
las Euphorbiaceae conocidas de México. Hay un género endémico del pais,
Enriquebelfrania y se estima que 57% de las especies mexicanas son endémicas
a su territorio, un ejemplo del porque se emplea el concepto de Megameéxico. Los
taxa introducidos estan representados por un género (Ricinus) y 10 especies. Dos
centros de diversidad se destacan que corresponden con las vertientes pacifica y
atlantica. A nivel de género, las euforbiaceas mexicanas muestran una gran
afinidad con las del Centro y Sudamérica. A nivel de especie, en su mayoria son
endémicas, pero de las que no lo son, 200 existen también en Centroamérica,
138 en los Estados Unidos, 85 en Sudamérica y 55 en las Antillas. Casi ninguna
de las especies mexicanas se encuentra de manera natural en el Viejo Mundo.
Tanto sistematica como floristica, el conocimiento de las Euphorbiaceae en

México es aun sumamente pobre (Steinmann., 2002; Martinez ef al., 2002).



Cuadro 1. Géneros con centro de diversificacion en México. (Steinmann, 2002).

Género Numero de especies en Porcentaje
México/Numero de especies en total correspondiente
Pedllanthus 15/15 100
Dalembertia 3/3 100
Garcia 2/2 100
Tetracoccus 4/5 80
Astrocasia 4/6 67
Adelia 6/13 46
Stillingia 12/29 41
Bernardia 25/70 36
Cnidoscolus 24/67 36
Jatropha 48/188 25
Acalypha 108/465 23
Manihot 20/108 19
Euphorbia 241/1840 13
Croton 124/1225 10

El género Jafropha es ampliamente distribuido en zonas tropicales del viejo y
nuevo mundo como América, Africa y el continente de Asia. La palabra Jatropha
es derivada de las palabras griegas Jafras=Médico, 7rophe=Nutricion/alimento. El
género Jatropha pertenece a la tribu Jatrophae y cuenta con aproximadamente
200 especies, arbustos, arboles o hierbas monoicos o doicos. Generalmente, son
arbustos o arboles caracterizados por un exudado transparente o coloreado que
emana cuando la planta sufre algun dano (Rodriguez-Acosta et al, 2009). El
crecimiento es rapido, tiene cortos periodos de gestacion y sirve de barrera en
sistemas agricolas por que no permite el paso de los animales en terrenos baldios.
Las semillas de Jatropha contienen 46-58% de aceite en peso del grano y del 30-

40% en peso de la semilla (Ganesh ef al., 2008).



La riqgueza y el nivel de endemismo del género Jatropha en México inducen a
reflexionar sobre el potencial quimico farmacolégico que puede existir en ésta
biodiversidad, por lo que es de vital importancia conocer mas sobre este recurso y

la distribucion en los diferentes estados (Cuadro 2).

Cuadro 2. Especies del género Jatropha distribuidas en algunos estados de México. (Chazaro-

Baséiiez ef al, 2013).

Nombre de la especie
J. alamani

J. andrieuxii

J. ciliata

J. conzattf

J. curcas

J. fremontoides

J. gossypifolia

J. malacophyila

J. neopauciflora

J. oaxacana

J. podagrica

J. pseudocurcas
J. rzedowskii

J. sympetala (J. stadleyana)
J. tehuantepecana
J. barlettii

J. bullockii

J. cinerea

J. dioica

J. chamelensis

J. deghanii

J. mevaughii

J. playtohylla

J. sympetala (J. standleyii)
J. contrerasii

J. elbae

J. galvanii

J. krusel

J. peltata

Muell.-Arg.
Muell.-Arg.
Sesse ex Cerv.
J. Jiménez-Ram.

Linn

Standl.

Linn.

Standl.

Pax.

J. Jiménez-Ram. & R. Torres
Hook.

Muell.-Arg.

Muell.-Arg.

Standley & Blake (Steyerm)
J. Jiménez-Ram.

Wilbur

E. Lott

(Ort.) Muell.-Arg.

Cerv.

Pérez-Jiménez

J. Jiménez-Ram.

Dehgan & Webster
Muell.-Arg.

Standley & Blake (Steyerm)
J. Jiménez-Ram.

J. Jiménez-Ram.

J. jiménez-Ram.

J. Jiménez-Ram.

Sesse ex Cerv.

Estado

Oaxaca

Oaxaca, Guerrero, Puebla
Oaxaca, Guerreo, Puebla
Oaxaca,

Oaxaca, Jalisco, Puebla

(cultivada), Michoacan, Veracruz

Oaxaca,

Oaxaca, Jalisco, Veracruz
Oaxaca, Jalisco

Oaxaca, Puebla

Oaxaca, Guerrero, Puebla
Oaxaca

Oaxaca, Puebla

Oaxaca, Puebla

Oaxaca

Oaxaca

Jalisco,

Jalisco

Jalisco

Jalisco, Veracruz

Jalisco, Michoacan
Jalisco

Jalisco

Jalisco

Jalisco

Guerrero

Guerrero

Guerrero, Puebla, Michoacan
Guerrero

Guerrero, Michoacan



J. sympetala

J. tlalcozotitlanensis
J. websterif

J. riojae

J. rufescens

J. cordata

J. Jaimejimenezif

J. pereziae

J. stephanii

J. gaumerif

J. sofo-nuneyzif

S. F. Blake

J. Jiménez-Ram.
J. Jiménez-Ram
Muell.-Arg.
Brandegee
(Ort.) Muell.-Arg.
Steinmann

J. Jiménez-Ram.
J. Jiménez-Ram.
Greenm.
Fernandez-Casas & Martinez-

Salas

Guerrero, Michoacan

Guerrero

Guerrero, Puebla

Puebla
Puebla

Jalisco, Michoacan

Michoacan
Michoacan

Michoacan

Veracruz

Veracruz

Las especies de Jafropha son usadas en la medicina tradicional para curar varias

enfermedades en Africa, Asia y América Latina (Cuadro 3), por ejemplo, J. curcas,

J. podagrica, J. multifida y J. gossypiifolia, que son algunas de las especies

distribuidas en China, empleadas como medicamentos herbarios tradicionales

debido a su efecto anti-agregacidon de plaquetas,

antifungico y activides antiinflamatorias (Zhang et al., 2009).

Cuadro 3. Especies del género Jatropha con actividad antimicrobiana.

Especie

J. nana

J. curcas

Semiillas, hojas,

Semillas, corteza

del tallo, fruto,

Partes de la planta  Actividad

farmacologica

antimicrobiano

Antimicrobiano,

antifangico

Uso medicinal

Anti-irritante en
oftalmia
(Maharastra)
Antiséptico
durante el
parto,
tratamiento en
enfermedades
de la piel, en
infecciones de
transmision

sexual,

antioxidante, diurético,

Referencia

Bhagat y Kulkarni,
2010

Devappa et al., 2009;
Wakirwa et al., 2013;
Tarun et al., 2012;
Adamu et al.,, 2013;
Igbinosa et al., 2009;
Arekemase et al.,
2011; Ekundayo y
Ekekwe, 2013



J. gossypifolia

J. podagrica

J. maheshwerif

J. unicostata

J. multifida

J. elliptica

J. weddelliana

J. glandulifera

J. grossydentata

J. [sabelli

Toda la planta

Raiz, corteza, tallo

Tallo

Hojas, fruto,
corteza
Hojas, raiz, corteza

Rizomas

Tallo

Hojas, raiz

Raiz

Rizomas, raiz

antibacteriano

antimicrobiano

antibacteriano

antibacteriano

Antibacteriano,

larvicida contra

Bactrocera zonata,

antiinflamatorio,
analgésico

antibacteriano

Antibacteriano,
antifingico

antibacteriano

Antiprotozoario

Antiprotozoario

antiinflamatorio
Antiinflamatorio,
antidiarréico,

antihipertensivo

Antipirético,
diurético,
colerético,

purgante

En reumatismo,
eccema, tina,
insecticida,
infecciones
dentales y de la
piel,
hemorragias
Heridas, sarna,
eccemas
Antimicrobiano,

antiséptico

Depuraciones,
mordeduras de

serpientes

Analgésico,
antiinflamatorio,
tratamiento en
bronquitis, en
piquetes de
escorpion
Usos en
practicas
chamanicas
(Paraguay)
Abortivo,

reumatismo,

Ravindranath et al.,
2003; Félix-
Silva et al,
2014
Aiyelaagbe efal.,
2000; Aiyelaagbe y
Gloer, 2008;
Bhaskarwar ef al.,
2008
Sumathi y
Uthayakumari, 2014;
Viswanathan et al,
2004

Mothana y
Lindequist, 2005
Rampadarath ef al,
2014; Falodun et al.,
2013

Marquez ef al., 2005

Brum et al., 2001

Bhagat y Kulkarni,
2013

Schmeda-
Hirschmann ef al.,
1996

Schmeda-

Hirschmann ef al.,
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gota humana 1996
J. dioica Hojas, raiz, latex Antifungico Gingivitis, dolor  Oliveira ef al., 2013
de muela,

astringente

Figura 1. Especies de Jafropha. a)Jatropha nana. b) Jatropha curcas L. c) Jatropha elliptica. d)
Jatropha weddelliana. e) Jafropha gossypifolia. f) Jatropha podagrica. g) Jatropha podagrica flor
amarilla. h) Jafropha multifida. i) Jatropha isabelli. j) Jatropha glandulifera.

Las especies de Jatropha, son una fuente de componentes en los que destaca los
taninos, saponinas, alcaloides, flavonoides, fenoles y terpenoides. Entre los
terpenos, los compuestos diterpenos han dominado el area de investigacion de las
especies de Jatropha con respecto a sus nuevas estructuras quimicas y su valor

medicinal. Recientemente, una serie de productos naturales bioactivos,




principalmente diterpenos y triterpenos, se reportaron en los extracto de las

especies de Jatropha, y estos son un bio-recurso prometedor para el desarrollo de

farmacos potenciales y otros productos (Zhang ef al, 2009; Nwokocha ef al,

2011).

Cuadro 4. Compuestos aislados de algunas especies del género Jatropha.

Especie

J. nana;, J.
weddelliana; J.
maheshwerii; J.
dioica

J. curcas

J. gossypifolia

J. weddelliana

J. weddelliana; J.

grossidentata

J. weddelliana

J. weddelliana

J. weddelliana

J. weddelliana

J. weddelliana

J. weddelliana

J. multifida

J. maheshwarii

J. maheshwarif

J. maheshwerif

Compuesto

B-sitosterol

12-desoxi-16-hidroxiforbol
(éster de formol)
Jatrofenona

Jatrowediol
Jatrogrossidiona

4Z-jatrogrossidentadiona

15-epF4Z-jatrogrossiden-
tadiona

2-hidroxiisojatrogrossidiona

2-epF
hidroxiisojatrogrossidiona
Acido 3-acetilalcuritolico
Jatrowediona

Multifolona

fitol

Imidazol 2-amino-5-[(2-
carboxi), vinil)]
1,4-Dioxaspiro[4.5]

Tipo del
compuesto

Esterol

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Diterpeno

Amino

Sulfuro

Actividad

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

*NA
Leishmanicida,

tripanocida

Antibacterial,
antifingica
Antibacterial,
antifungica
Antibacterial,
antifungico
Antibacterial,
antifungico

*NA

*NA

*NA
Antimicrobiano,
antiinflamatorio,
anticancerigeno,
diurético
Antibacteriano,
antiinflamatorio

Antimicrobiano

Referencia

Bhagat y Kulkarni,
2010; Brum et al .,
1998; Sumathiy
Uthayakumari, 2014;
Villareal et al., 1988
Devappa et al.,, 2012

Ravindranath et al.,
2003

Brum et al., 2001
Brum ef al., 2001;
Schmeda-Hirschmann
etal., 1996

Brum ef al., 2001

Brum et a/.,, 2001

Brum et al., 2001

Brum et a/.,, 2001

Brum et al., 1998
Brum et al.,, 198

Sumathiy
Uthayakumari, 2014

Sumathiy
Uthayakumari, 2014
Sumathi y



J. maheshwerif

decande, 8-(metiltio)
Acido 1,2-
bencenedicarboxilico,

diisooctil éster

Plastificante

Antimicrobiano,

Uthayakumari, 2014
Sumathiy
Uthayakumari, 2014

J. dioica Citlalitriona Diterpeno *NA Villareal et al., 1988
J. dioica Riolazatriona Diterpeno Antimicrobiano Dominguez et al.,
1980; Villareal et al.,
1988
J. maheshwerif 3,3’-iminobispropilamina Amino Antimicrobiano, Sumathiy
antiinflamatorio Uthayakumari, 2014
J. maheshwerif Escualeno Triterpeno Antibacteriano, Sumathiy
antioxidante, Uthayakumari, 2014
antitumoral,pestici
da
J. maheshwerii 3- Fluoro Antimicrobiano Sumathiy
Trifluoroacetoxipentadecano Uthayakumari, 2014
J. isabellii Jatrofano Diterpeno Antiprotozoario, Schmeda-
citotdxico Hirschamann ef al.,
1996
J. elliptica 2,6-dimetil-4-fenilpiridina Antibacteriano Marquez et al., 2005
3,5—dicarboxilico del acido
éster dietilico
J. podagrica Japodagrin Diterpeno Antibacteriano Aiyelaagbe et al,
2007
J. podagrica Japodagrona Diterpeno Antibacteriano Aiyelaagbe et al,

2007

*NA = No tiene actividad reportada.

Jatropha cordata es una planta endémica del noroeste de México, su distribuciéon
es en ambos lados del golfo de California, en las montafas de Baja California, y
hasta Sonora, en el sur de Chihuahua, y de Sinaloa hasta Jalisco (Fresnedo y
Orozco, 2013). Cuando la planta madura, tiene la forma de crecimiento de un
pequeno arbol de 6 a 8 m de altura con la apariencia superfical de un arbusto. El
tallo de esta planta es semilefiosa de 13 cm de diametro (Popham 1947).

Su habitat incluye el desierto de Sonora, bosques caducifolios tropicales vy

bosques de roble. Las flores de J. cordata aparecen de agosto a septiembre y las
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hojas en el inicio de lluvias de verano y se mantiene hasta el arido verano del afio
siguiente (Turner ef al, 2005). Esta especie se puede encontrar en colonias
dispersas, comunmente asociado con arboles y arbustos, crece en las laderas
rocosas y suelos arenosos. Es una planta suculenta y su madera es semi-blanda.
Es un importante huésped para larvas Rothschildia cincta; una mariposa mejor
conocida como “Cuatro espejos”. La sabia se ha utilizado para detener el
sangrado de heridas menores (Gamez-Mesa ef al, 2012) y sus infusiones de

corteza son utilizadas por sus propiedades antisépticas.

Figura 2. Planta de la especie Jatropha cordata.

Las semillas de J. cordafa contienen bastante proteina cruda con 283 g/kg
(29.26%). Los acidos grasos presentes en esta planta son acido linoléico y acido
oleico con 49.66% y36.48%, respectivamente. Inhibidores de tripsina (10.4%) y
fitatos (25.16%) y bajos niveles de saponinas (3.56%) estan presentes en las
semillas, el contenido de esteres de formol en J. cordata es de 2.73 mg/g (1.09%),
los aminoacidos esenciales y no esenciales contenidos por kg de proteina mas
abundantes son: leucina (7.03%), valina (5.26%), acido glutamico (16.88%),
arginina (12.39%). (Gamez-Meza et al., 2012).

Cuadro 5. Composicién de acidos grasos en el aceite de J. cordata. (Gamez-Meza ef al.,, 2012).

Acido graso Contenido en g/kg

Miristico (C14:0) 4.2+0.1




Palmitico (C16:0)
Palmitoléico (C16:1)
Estearico (C18:0)
Oleico (C18:1)
Linoleico (C18:2)
Linolénico (C18:3)
Araquidénico (C20:0)
Total saturados

Total monoinsaturados

Total poliinsaturados

Cuadro 6. Composicién quimica aproximada de la harina y aceites de las semillas de J. cordata.

(Gémez-Meza et al., 2012).

componente

Proteina cruda

Lipidos

Ceniza cruda

Fibra detergente neutra
Fibra detergente acido
Lignina detergente acido

Materia seca (g/kg)

Cuadro 7. Composicion de aminoacidos de la harina desengrasada de los granos de J. cordafa.

(Gamez-Meza et al,, 2012).

Aminoacido

Cistina
Metionina
Valina
Isoleucina
Leucina
Tirosina
Fenilalanina
Histidina

Lisina

Esenciales

grano

283
517
47

76.6+£1.2
13.5+0.7
41.6+8.2
366.4+22.3
498.8+13.2
2.3+0.1
0.9+0.2
123.3
379.9
501.1

g/kg de materia seca

g/kg proteina

16.8
16.1
47.9
39.5
64.0
26.3
42.4
31.8
35.1

Cascara

54

10

34
884
720
327
948



Treonina 34.0

Triptéfano 11.3
No esenciales
Acido aspartico 97.7
Prolina 39.5
Serina 48.3
Acido glutamico 153.6
Glicina 44.3
Alanina 47.9
Arginina 112.7
Total 909.5

Cuadro 8. Componentes téxicos y antinutricionales de la harina de los granos de J. cordata.
(Gamez-Meza et al., 2012).

Componente Contenido en g/kg
Inhibidor de tripsina 26 mg/g

Fitatos 62.9

Saponinas 8.9

Formol éster 2.73

La resistencia microbiana a multiples sustancias es un problema de salud publica
a nivel mundial después de la aparicion de los antibidticos. Este problema se
incrementd drasticamente en los ultimos afos en los paises en desarrollo, y se
convertio rapidamente en una preocupacion principal de salud publica. La
prevalencia de la resistencia microbiana a los antibiéticos varia mucho entre
paises y dentro de ellos (Amabile-Cuevas, 2010), sin embargo, una tendencia
general al aumento de la resistencia a los agentes antimicrobianos se observa.
Son varios los factores a quienes se le puede atribuir la rapida aparicion vy
diseminacion de la resistencia a los antimicrobianos (Vila y Pal, 2010).

En México, la informacion sobre las practicas de prescripcion de antimicrobianos,
tanto en la medicina humana como en la veterinaria y en la agricultura, es

insuficiente para establecer estrategias puntuales y disminuir el problema de



resistencia. La disponibilidad de medicamentos “similares”, entre otros y la calidad
de los mismos, propician que México sea un lugar ideal para la seleccion de
microorganismos cada vez mas resistentes (Miranda-Novales, 2011).La
investigacion sobre las resistencia bacteriana a los antibioticos en México se
centro inicialmente en las infecciones gastrointestinales, aunque también se ha
enfocado en la generacion de reportes y en la descripcion de los mecanismos de
resistencia en aislamientos provenientes principalmente de muestras de pacientes
con infecciones hospitalarias, asi como de brotes, endemias o de patdgenos
persistentes. Igualmente, se observa un panorama general de la resistencia en las
infecciones comunitarias mas frecuentes en nuestro pais, como son las de las vias
respiratorias (Rodriguez-Noriega ef al., 2014).

Por ejemplo, las cepas de Stgphylococcus aureus resistentes a la meticilina se
diseminaron por todo el mundo y aunque se mantuvieron como un problema
asociado al ambiente hospitalario, en los afos 90 del siglo XX aparecieron los
primeros casos en pacientes sin antecedentes de hospitalizacion, por lo que estas
nuevas cepas recibieron la denominacion de cepas de adquisicion en la
comunidad. Debido al comportamiento descrito en los hospitales (incremento de
resistencia de 2 a 64% en 30 afos) se teme que la diseminacién se lleve a cabo
eficientemente y se convierta en un problema grave de salud publica en este siglo.
En México, la informacion sobre la magnitud del problema se ha centrado en
reportes de centros hospitalarios de tercer nivel. La frecuencia de cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina es del 50-80% (Miranda-Novales,
2011). En los paises en desarrollo, las enfermedades como el VIH, la tuberculosis,
la malaria y diversas infecciones entéricas y neumocdcicas son consideradas
como las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad de las infecciones
por S. aureus y mas organismos resistentes a los antibioticos en general. Esto
limita considerablemente la atencidn que se presta a la aparicion y propagacion de
la resistencia de este patdégeno en zonas de bajos ingresos (Vila y Pal, 2010).
Escherichia coli es un microorganismo que se asocia con infecciones
extraintestinales e intestinales. Las infecciones del tracto urinario son las mas

frecuentes. Actualmente, seis diferentes patotipos de E. coli se aceptan, con



diferentes rasgos de virulencia, que causan infecciones intestinales. Estos son
denominados como E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli difusa adherirse (DAEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC) y E. coli enterohemorragica o E. coli verotoxigénica
(EHEC/VTEC). EIEC y EHEC tienen una menor prevalencia como una causa de
diarrea en los paises en desarrollo en comparacion con los otros patotipos. Datos
recientes sugieren que en pacientes con infeccion causada por E. coli
enterohemorragica 0157:H7 al tratamiento aumenta el riesgo del sindrome
urémico hemolitico (Vila y Pal, 2010).

Candida albicans es un comensal de la microflora de humanos, reside en la
cavidad oral, el tracto gastrointestinal, en la via vaginal y urinaria, actua como un
patdgeno oportunista. Es la segunda causa de infeccion urinaria nosocomial, tal
vez debido a que en los enfermos hospitalarios se conjuntan otros factores de
riesgo para este tipo de infecciones, entre ellos el uso de antibidticos de amplio
espectro, sondas urinarias, nutricion parenteral y estancia hospitalaria prolongada
(Lundstrom y Sobel, 2001).

Cuadro 9. Resistencia microbiana a los antibiéticos de uso convencional.

Microorganismo

Staphylococcus aureus

Bacillus subtilis

Proteus mirabilis

Escherichia coli

Candida albicans

Resistencia a antibiético
Meticilina, ampicilina, penicilina,
ceftazidima

Tetraciclina

Amoxicilina, nitrofurantoina,
cefalexina, piperaciclina,
ampicilina; trimetroprim-
sulfametoxazol

Amoxicilina, trimetroprim-
sulfametoxazol, acido clavulanico-
amoxicilina,

Fluconazol, ketoconazol,

itraconazol

Referencia

Vila'y Pal, 2010; Morales y Ruiz
de Chavez, 2006;

Andrews y Wise, 2002

Salas y Sancho, 2005

Vila 'y Pal, 2010; Salas y Sancho,
2005

Cowen et al., 2000



El desarrollo de resistencia en patégenos humanos a los antibiéticos de uso
comun requiere la investigacion de nuevas moléculas antimicrobianas procedentes
de fuentes como las plantas. Diversos estudios confirman la bioactividad de
especies de Jafropha, algunas usadas por sus propiedades analgésicas,
antitumorales y antimicrobianas. J. cordata tiene uso en la medicina tradicional
para el tratamiento de diversas enfermedades, sus infusiones de corteza son
utilizadas por sus propiedades antisépticas. Por esta razén es posible encontrar

actividad antimicrobiana.
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IV. HIPOTESIS

Los extractos organicos del tallo descortezado (TD) de J. cordata presentan

actividad antimicrobiana sobre patdgenos de importancia clinica.
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Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos organicos de Jafropha

cordata sobre patogenos de importancia clinica.

. Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos hexanicos,
diclometanicos y aceténicos del TD de J. cordata.
o Separar por cromatografia en columna el extracto con mejor actividad

biocida.



La evaluacion de los extractos de Jafropha cordata se realizd con cinco aislados
clinicos: tres gram positivas y dos gram negativas. Todas ellas caracterizadas
bioquimicamente y obtenidas del Hospital Civil “Dr. Miguel Silva” de la ciudad de
Morelia, Michoacan, México (figura 3). Forman parte de la flora normal del cuerpo
pero en personas inmunocomprometidas pueden causar padecimientos graves
resistentes a diversos antibiéticos de uso convencional (Cuadro 10). Tres cepas
de hongos levaduriformes de Candida albicans, cepa 1 y cepa 2 obtenidas de la
Asociacion para Evitar la Ceguera en México |.A.P. Hospital “Dr. Luis Sanchez
Bulnes” y una ATCC 10231 cepa 5 obtenida del Laboratorio Estatal de Salud

Publica de Michoacan (Figura 4).

Cuadro 10. Resistencia a antibiéticos de los aislados clinicos bacterianos patégenos usados en

este trabajo. (Garcia-Sanchez, 2014).

Bacteria Resistencia a antibiéticos
AM CF CL NET CB SXT NF CRO CTX PE CAZ GE DC TE AK CXM

Staphylococcus R R R R R R
aureus
Staphylococcus R R R R R R R
saprophyticus
Proteus mirabilis R R R
Escherichiacoli R R R R R

Resistencia (R); Ampicilina 10 pg (AM); Amikacina 30 pg (AK); Cefalotina 30 ug (CF); Cloranfenicol 30 pg (CL); Netilmicina
30 pg (NET); Carbencilina 100 ug (CB); Trime/sulfa 1.25/23.75 ug (SXT); Nitrofurantoina (NF); Ceftriaxona 30 ug (CRO);
Cefotaxima 30 ug (CTX); Penicilina 10 unit (PE); Ceftazidima 30 pg (CAZ); Gentamicina 10 pg (GE); Dicloxacilina (DC);
Tetraciclina 30 pg (TE); Cefuroxima 30 pg (CXM).
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Figura 3. Bacterias utilizadas. Gram positivas: a) Staphylococcus aureus, b) S. saprophyficus, c)

Bacillus subtilis, gram negativas d) Proteus mirabilis, ) Escherichia colli.

6.1.2. Cepas de Candida albicans

Figura 4. Cepas utilizadas de C. albicans. a) ATCC 10081 cepa 1, b) ATCC 10170 cepa 2, c) ATCC
10231 cepa 5.

6.2. Medios de cultivo
Los medios de cultivo deshidratados fueron preparados a la concentracidon
indicada por el fabricante (Cuadro 11). El polvo se disolvié con agitacion suave y
calentamiento hasta su completa disolucion y una apariencia transparente.
Posteriormente, la suspension se esterilizd en autoclave a 121 °C (15 libras de
presion) durante 15 min, una vez esterilizado el medio de cultivo se enfrid a una
temperatura entre 40-45 °C, se vacio en placas de petri estériles con un grosor de
aproximadamente 4 mm dentro de una campana de flujo laminar para evitar
cualquier contaminacion. El medio liquido se prepar6é con 5 ml de caldo Mueller
Hinton (MHB) en tubos roscados de vidrio limpios y se esterilizd a las mismas

condiciones antes mencionadas.
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Cuadro 11. Composicion de medios de cultivo utilizados.

Medios de cultivo (Bioxon®)/1 litro de H20 tridestilada

Agar Mueller Hinton (MH)

Infusién de carne 300g
Almidoén 1549
Peptona de caseina H 17.5¢
Agar bacterioldgico 1709
pH 7.410.2
Cantidad de g/L de agua 38¢
Agar Dextrosa Sabouraud (AS)
Digerido enzimatico de caseina 10.0g
Dextrosa 40.0g
Agar bacteriologico 15.0¢g
pH 5.6+0.2
Cantidad de g/L de agua 65¢g

v Acetato de etilo

v Acetona

v Acido sulftrico 58%

v Agua tridestilada

v' Cefotaxima (antibiotico)

Agar Mueller Hinton Caldo (MHB)

Infusién de carne 300g
Peptona acida de Caseina 1759
Almidon 15¢g
pH 7.3+0.2
Cantidad de g/L de agua 22 g

Agar Papa Dextrosa (PDA)

Infusién de papa 40¢9
Dextrosa 200g
Agar 15.0¢9
pH 5.6+0.2
Cantidad de g/L de agua 39¢

Cloruro de metileno
Fluconazol (antifungico)
Hexano

Hipoclorito de sodio

Metanol

AV N N NN

Silice gel 70-230 mesh, 60A



D N NI NN

A N N N N RN

Asas bacteriologicas

Bisturi

Cajas Petri

Columna de vidrio para
cromatografia

Cubrebocas

Discos de papel filtro estériles
Gradillas

Guantes

Hisopos estériles

Matraz Erlenmeyer

v" Autoclave

v Balanza (Denver Instrument

XE-100)

v' Bortex-Genie (Mixer K-550-G)

v' Campana de flujo laminar (IF,

Mod: CFH-90)

A N N N N

Mecheros Fisher

Micropipetas

Pinzas de diseccion

Pipetas Pasteur

Probetas

Puntas estériles para
micropipeta

Tubos de ensayo con tapén de

rosca

v' Tubos Eppendorf

v' Vasos de precipitado

AR NN

Estufa de incubacion (Lumina
IHC-36)

Incubadora (Lumina IBT-165)
Molino (Micron K20)
Refrigerador

Rotavapor (Blchi R-114)
Waterbath (Buchi B-480)

La especie J. cordata fue proporcionada por el Dr. Rafael Ramirez Malagon del

Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad de Guanajuato, México. Los
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especimenes fueron recolectados en Guerrero Negro en Baja California Sur,
México.

El espécimen vegetal se separé en corteza y tallo. Los tallos descortezados
obtenidos se cortaron en trozos pequenos de 1 cm de grosor por 61 cm de alto,
los cuales fueron molidos en pulverizador de la marca Micron modelo K20 para

obtener un polvo (figura 5).

Figura 5. Especimen vegetal. a) Tallos descortezados de J. cordata, b) Molino pulverizador Micron

K20.

6.7. Obtencion de los extractos
Para la obtencidon de los extractos de tallo descortezado (TD) de J. cordata se
realiz6 una maceracion sucesiva con disolventes de polaridad ascendentes, se
inicié con el hexano (no polar), seguido de cloruro de metileno (polaridad media) y
se finalizd con acetona (polar). En la primera etapa, el tallo descortezado y molido
de la planta se colocd en un frasco de vidrio dejandose macerar con hexano
durante tres dias a temperatura ambiente protegiéndolo de la luz, posteriormente
se filtré6 y se concentr6 en un rotavapor R-114 a 65°C, el disolvente obtenido
(hexano) se vertio nuevamente en la misma muestra y se dejéo macerar por tres
dias, repitiéndose el proceso hasta agotar componentes. Este proceso se repitio

con los disolventes cloruro de metileno concentrando a 35 °C y acetona
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concentrando a 55 °C hasta agotar componentes (figura 6). Finalmente, tres

extractos fueron obtenidos: hexanico, diclorometanico y acetonico.

Figura 6. Extracto hexanico de TD de J. cordata.

Una vez obtenido los extractos se colocaron en frascos de vidrio y el disolvente se
dejo evaporar en la campana de extraccion hasta obtener un peso constante,
posteriormente los extractos se prepararon a diferentes concentraciones en

Dimetil Sulféxido (DMSO) y se almacenaron en refrigeracion hasta su utilizacion.

La propagacion de las bacterias se realizé con la técnica de estriado en placas,
que consiste en obtener colonias aisladas, una asada del cultivo a ensayar se
desliza sobre la superficie del agar MH con movimientos en forma de estria de un
lado a otro, en cada cuadrante con la finalidad de obtener colonias aisladas. Una

vez realizado, se prosiguio a incubar a 37 °C por 16-24 h.



En tubos de ensayo con tapas de roscas limpios y estériles se les agregdé 5 ml de
caldo Mueller Hinton (MHB) y se esterilizo a 121 °C (15 libras de presidn) durante
15 min. Del cultivo se tomo6 de 2-4 colonias aisladas de acuerdo al tamafo de las
mismas y se colocaron en los tubos de MHB el cual se incub6 a 37°C hasta
obtener una turbidez de 0.5 en la escala de Mc Farland, para obtener una

densidad de 1x108 ufc/ml.

Cada uno de los tres extractos se disolvio en dimetil sulfoxido (DMSO) puro debido
a que fue inerte con los microorganismos siendo asi el disolvente ideal para ser
ensayados los extractos. El control positivo fue cefotaxima y control negativo
Dimetil DMSO. De cada uno se agreg6 un volumen de 6 pl, teniendo asi: extracto
0.5 mg/pl), cefotaxima (0.125 pg/ul) y DMSO (1.10 mg/pl).

Las cepas crecidas en caldo MH, con la ayuda de un hisopo estéril fueron
inoculadas en cajas de agar MH en forma de césped, hasta cubrir todos los
espacios de la caja, se le colocaron discos de 7 mm de diametro de papel filtro de
poro mediano, a los cuales se le adicionaron los extractos en las concentraciones
correspondientes, en otro se le adicion6 cefotaxima (control positivo) y por ultimo
DMSO (control negativo). Las placas se incubaron a 37 °C durante 18 h y el halo
de inhibicion fue reportado en mm. Este proceso se repitidé para los ensayos de las

fracciones del extracto con mejor actividad antimicrobiana (figura 7).



Estractos de J. cordata (0.5 mg/ul)

Acetdnico
Diclorometanico

©,
@ @ @ Hexanico
Control (+)
Control (-)
®

b)
Extracto hexanico (0.06 mg/ul)

Fraccién 3

@ @ Fraccién 4
@ Fraccién 5

Fraccién 6

@ @ Control (+)

Control (-)

@ Fraccion 7
@ Fracciéon 8
@ Fraccion 9
Fraccion 10
@ Control (+)
Control (-)
c) @ Fraccién 5-6 (0.03 mg/ul)

Fraccion 4
@ @ Fraccién 5
@ Fracciéon 6

Fraccion 7

@ @ Fraccion 8
@ Control (+)

Control (-)

Figura 7. Método de difusién en agar para hongos y bacterias. A) fracciones del extracto hexanico.
B) fraccidon 5-6 del extracto hexanico. Control positivo cefotaxima (0.125 ug/ul) y fluconazol (0.002

Mg) para bacterias y hongo respectivamente; control negativo DMSO (1.10 mg/pl).



La columna de vidrio utilizada se lavé con cloruro de metileno para evitar cualquier
contaminacion por alguna sustancia, se adicionaron 15 g de gel de silice (70X230
mesh 60A, SIGMA-ALDRICH) previamente humedecidos con hexano para
eliminar el aire, se adiciond el gel de silice a la columna de vidrio y quedé una
columna de 2 x 10 cm de longitud. En seguida se adicioné6 1 g de extracto
hexanico disuelto en la minima cantidad de hexano, se colocé un algodon con la
finalidad de que las mezclas de disolventes utilizadas no llegaran directamente a
la muestra y el corrimiento fuera homogéneo. Como fase movil se usaron mezclas
de hexano:acetato de etilo en polaridad ascendente como se muestra en el cuadro
3. Un total de 12 fracciones de cincuenta mililitros cada una se colectaron y las
fracciones se analizaron mediante cromatografia en capa fina (TLC) con la
finalidad de identificar la presencia de compuestos (Cuadro 12). Con las fracciones
obtenidas se realiz6 un ensayo de sensibilidad microbiana. Nuevamente una
cromatografia de las fracciones que presentaron actividad antimicrobiana se
realizé (Cuadro 13) y se analizaron las fracciones obtenidas mediante el método
de resonancia magnética nuclear (RMN), con la finalidad de conocer los

compuestos presentes en el fraccionamiento (figura 8).

Figura 8. Cromatografia en columna de la fraccion 5-6 del extracto hexanico.



Cuadro 12. Mezclas de disolventes utilizados en la cromatografia Cuadro 13. Mezcla de disolventes utilizados en la cromatografia en

en columna del extracto hexanico. columna de la fraccién 5-6.
Volumen (ml) Polaridad Volumen (ml) Polaridad
Hexano Acetato de etilo Hexano Acetato de etilo

50 50 0

100 100 0
50 50 0

50 47.5 2.5
50 45 5

50 45 5
50 40 10

50 42.5 7.5
50 35 15

50 40 10
50 30 20

50 375 12.5
50 25 25

50 35 15
50 20 30

50 325 17.5
50 15 35

50 30 20
50 10 40

50 27.5 22.5
50 5 45

50 25 25
50 0 50

50 22.5 27.5

50 20 30

50 17.5 32.5

50 15 35

50 12.5 37.5

50 10 40

50 7.5 42.5

50 5 45

50 2.5 47.5

50 0 50

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y 13C fueron obtenidos en
un equipo Varian Mercury plus 400. Los espectros de Hidrogeno ('H) se
obtuvieron a 400 MHz en 60 repeticiones, la ventana espectral fue de 6,000 Hz, el
disolvente utilizado fue cloroformo deuterado (CDCIs) y el disolvente de referencia
interna fue tetrametilsilano (TMS), los espectros de Carbono (3C) se obtuvieron a
100 MHz en 30,032 repeticiones, la ventana espectral fue de 25,000 Hz, el
disolvente utilizado fue cloroformo deuterado (CDCIs) y el disolvente de referencia
interna fue cloroformo deuterado, todos obtenidos a temperatura ambiente (Figura

9).



Figura 9. Equipo de resonancia magnética nuclear (RMN) del IQB-UMSNH.

Todos los experimentos se realizaron una vez de forma independiente por
triplicado cada uno. Los datos obtenidos se utilizaron para realizar analisis de
varianza y prueba de comparacion de medias de la inhibicion y el error estandar
(es) con el programa Statistic 7.0. El efecto de los extractos sobre el crecimiento
de bacterias y hongos levaduriformes se determiné con la medicion (mm) de los

halos incluyendo el disco.

De 140.9 g del tallo descortezado (TD) de J. cordafa se obtuvieron un total de tres
extractos. En general, los extractos presentaron un rendimiento aceptable para el trabajo
subsecuente. De mayor a menor los extractos acetonico con 1.22%, seguido del hexanico

con 0.89% vy por ultimo el diclorometénico con 0.2% (Cuadro 14).



Cuadro 14. Rendimiento de los extractos del tallo descortezado de Jafropha cordata.

Nuamero de Extracto
extracciéon Hexanico Diclorometanico Acetonico

Peso (g) Rendimiento Peso (g) Rendimiento Peso (g) Rendimiento

% % %
Primera 0.8821 0.62 0.1595 0.11 0.3629 0.257
Segunda 0.2126 0.15 0.0667 0.047 1.1848 0.84
Tercera 0.1402 0.099 0.0519 0.037 0.1706 0.12
Total 1.2349 0.889 0.2781 0.199 1.718 1.219

El ensayo de sensibilidad microbiana se realizé a una concentracion de 0.5 mg/pl y la
inhibicion del crecimiento se expresé en mm. Los tres extractos del tallo descortezado de
J. cordata se evaluaron con cinco diferentes bacterias tres gram positivas (S. aureus, S.

saprofiticus, B. subtilis) y dos gram negativas (P. mirabilis, E. col)).

Cuadro 15. Sensibilidad bacteriana a los extractos TD de J. cordata. Donde: Sa=S. gqureus;, Ss=S.

saprophyticcus, Bs=B. subtilis, Pm=P. mirabilis, Ec = E. coll.

Extracto TD de J. Inhibicion en mm
cordata Gram positivas Gram negativas
Sa Ss Bs Pm Ec
Hexanico 9.66+1.3 8.33+0.3 7.700.0 0.00+0.0 0.00+0.0
Diclorometanico 8.66+0.3 0.00+0.0 0.00+0.0 0.00+0.0 0.00+0.0
Aceténico 10.66+0.6 9.33+0.3 0.00+0.0 0.0040.0 0.0040.0

El extracto hexanico del tallo descortezado de J. cordata exhibié actividad biocida en las
bacterias gram positivas analizadas. Las bacterias sensibles fueron S. aureus con
inhibicion del crecimiento de 9.66 mm, S. saprophyticus con 8.33 mm y B. subtilis con 7.7
mm. La inhibicion del crecimiento bacteriano con el extracto aceténico fue entre 9.33 mm
hasta 10.66 mm; con el extracto hexanico la inhibicién fue de 7.7 mm hasta 9.66 mm vy
con el de diclorometanico fue de 8.66 mm. Las bacterias gram negativas fueron

insensibles a los extractos (Cuadro 15).
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Figura 10. Sensibilidad bacteriana a los extractos de J. cordafa. a) Por bacteria; b) Por extracto.
Donde: (S.a; S.s; B.s; P.m; E.c).= S. aureus;, S. saprophyticus, B. subtilis, P. mirabilis, E. coli,
respectivamente. Los resultados son promedio de un experimento por triplicado, n=3, + es. Tukey

(0.05).

Una observacion clara fue que el extracto hexanico es el antimicrobiano mas
efectivo con una inhibicion promedio del crecimiento bacteriano de 5.14 mm,
seguido por el extracto aceténico con inhibicidn promedio de 4.0 mm y el extracto
diclometanico con inhibicibn promedio de 1.73 mm. En la grafica se puede
observar que S. aureus fue la bacteria mas sensible para los tres tipos de

extractos del TD. El control positivo utilizado (Cefotaxima) presenté una inhibicion
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promedio de 40 mm (Figura 10). Los resultados de los halos de inhibicion se

pueden apreciar en la figura 11.

Figura 11. Halos de inhibicion del crecimiento bacteriano causada por los extractos del tallo
descortezdo de J. cordata. Bacterias gram positivas: a) S. aureus; b) S. saprophyficus;, c) B.
subtilis, y gram negativas: d) P. mirabilis; ) E. coli 1; 2; 3= extracto aceténico; diclorometanico;

hexanico respectivamente, 4= cefotaxima (+), 5= DMSO (-).

En la evaluacion microbicida de los extractos del TD de J. cordata sobre hongos
levaduriformes se hizo en C. albicans. Solamente, un efecto fungistatico de los extractos
de hexano y acetona sobre la cepa 5 y la cepa 1 se observo. Para el caso de los extractos

diclorometanicos no se observo actividad.

Cuadro 16. Efecto antifungico de los extractos TD de J. cordata sobre Candida albicans. Donde:

(Ca 1; Ca 2; Ca 5)=cepa 1; cepa 2; cepa 5, respectivamente.

Tipo de extraccién Inhibicion en mm

Ca1 Ca2 Cab
Hexanico 8.66+0.33 0.00+0.00 9.66+0.33
Diclorometanico 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
Acetoénico 0.00+0.00 0.00+0.00 6.00+3.00

El extracto hexanico del TD de J. cordata presentd una inhibicion de 8.66 mm hasta 9.66
mm (Cuadro 16). Se puede observar que solamente hubo efecto para las cepas 1y 5 de

C. albicans. El extracto acetonico solo tuvo efecto antifungico en la cepa 5 de C. albicans.
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Figura 12. Efecto fungistatico de los extractos TD de J. cordata en C. albicans. a) Efecto por cepa.
b) Efecto por extracto. Donde: (Ca 1; Ca 2; Ca 5)= cepa 1; cepa 2; cepa 5 respectivamente. Los

resultados se obtuvieron de un experimento por triplicado, n=3, + es. Tukey (0.05).

En la figura 12 se observa que el extracto mas efectivo frente a C. albicans fue el
hexanico con inhibicién promedio de 6.11 mm. La cepa mas sensible de C. albicans fue la
cepa 5 con una inhibicién promedio de 5.22 mm. Par el caso de la cepa 2 no se observo

sensibilidad. El efecto fungistatico se puede observar en la Figura 13.
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Figura 13. Halos del efecto fungistatico de los extractos del TD de J. cordafa en C. albicans, a)
cepa 1; b) cepa 2; c) cepa 5. 1; 2; 3= extracto acetdnico; diclorometanico; hexanico

respectivamente, 4= fluconazol (+), 5= DMSO (-).

7.4. |dentificacion de las mejores fracciones con efecto bactericida del extracto
hexanico del TD de J. cordata
El extracto del tallo descortezado de J. cordata con mejor actividad bactericida fue el
extracto hexanico. Mediante el método de cromatografia en columna se realizé una
separacion del extracto en fracciones de 50 ml obteniendo un total de 12 fracciones. La
sensibilidad microbiana se ensay nuevamente.
Las fracciones del extracto hexanico del tallo descortezado de J. cordata mostraron un
efecto bactericida frente a las bacterias S. aureus, S. saprophyticus 'y B. subtilis a una
concentracién de 0.06 mg/ul. De las 12 fracciones obtenidas, solo fueron ensayadas las
fracciones 3-10 por la presencia de compuestos mayoritarios identificados mediante el

meétodo de cromatografia en capa fina (TLC) previa (Figura 14).
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Figura 14. Sefales del fraccionamiento del extracto hexanico de J. cordata en placa fina. Fase

movil, hexano:AcOEt a) 7.5:2.5; b) 6:4; c) 4:6; d) 2.5:7.5. Revelador H2SO4 al 58% y calor.

Cuadro 17. Sensibilidad bacteriana a las fracciones del extracto hexanico del tallo descortezado de

J. cordata.
Numero de fraccion Inhibicion en mm

S. aureus S. saprophyticus B. subtilis
3 0.00+0.00 0.00+0.00 8.16+0.16
4 0.00+0.00 0.00+0.00 7.50+0.00
5 11.3320.33 10.830.33 15.1610.16
6 8.00+0.00 0.00+0.00 11.00+0.00
7 0.00+0.00 0.00+0.00 8.00+0.00
8 0.00+0.00 0.00£0.00 8.66+0.44
9 0.00+0.00 0.00+0.00 7.83+0.16
10 0.00+0.00 0.00£0.00 8.16+0.16

La fraccion numero 5 del extracto hexanico del tallo descortezado de J. cordata fue el
mejor antimicrobiano con inhibicion de 10.83 mm hasta 15.16 mm. La fraccion numero 6

mostro inhibicion del crecimiento bacteriano de 8 mm hasta 11 mm (Cuadro 17).
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Figura 15. Sensibilidad bacteriana a las fracciones del extracto hexanico del tallo descortezado de
J. cordata. A) Por bacteria. B) Efecto por fraccion. Donde: (Sa; Ss; Bs)= S. aureus;, S.
saprophyticus;, B. subtilis. (F-3; F-4; F-5; F-6; F-7; F-8; F-9; F-10)= fraccion 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9,
respectivamente. Los resultados son la media de un experimento por triplicado, n=3, * es. Tukey

(0.05).

La fraccion 5 fue el de mejor actividad bactericida con inhibicién promedio del crecimiento
bacteriano de 12.44 mm. De las tres bacterias ensayadas B. subtilis fue la mas sensible a

las fracciones 5 y 6 del extracto hexanico (Figura 15).
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Figura 16. Halos de inhibicién de las fracciones del extracto hexanico del TD de J. cordata y
controles. a) S. aureus; b) S. saprophyticus; c) B. subtilis. 1; 2; 3; 4; 7; 8; 9 y 10= fraccion 3; 4; 5; 6;
7; 8; 9y 10 respectivamente, 5; 11= cefotaxima (+), 6; 12= DMSO (-).

7.5. Efecto fungistatico de las fracciones del extracto hexanico del TD de J.
cordafta.
El ensayo se realizé a una concentraciéon de 0.06 mg/ul y la inhibicién fue expresada en
mm. Las fracciones del extracto hexanico del TD de J. cordata se evaluaron con las tres

cepas de C. albicans ensayadas.

Cuadro 18. Efecto fungistatico del extracto hexanico del TD de J. cordata sobre el hongo

levaduriforme C. albicans.

Numero de fraccion Inhibicion en mm
C. albicans 1 C. albicans 2 C. albicans 5
3 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00+0.00
4 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
5 14.33+0.33 9.50+0.29 10.83+0.44
6 11.83+£1.16 8.66+0.33 9.50+0.29
7 0.00+0.00 0.00+0.00 8.66+0.33
8 0.00+0.00 0.00+0.00 8.00+0.00
9 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
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La fraccidn numero 5 tuvo mas efectividad frente al hongo levaduriforme C. albicans con
una inhibicion de 9.5 mm hasta 14.33 mm. Las fracciones 1, 2, 10, 11 y 12 no se
ensayaron debido a que las dos primeras fueron obtenidas del arrastre con hexano, lo que
indico que solo se encontraban acidos grasos en las fracciones 1y 2, para el caso de las
fracciones 11 y 12 su rendimiento fue minimo y fue suficiente para la realizacién los

ensayos (Cuadro 18).
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Figura 17. Efecto fungistatico de las fracciones de J. cordata en C. albicans. a) Por patégeno
donde: (Ca 1; Ca 2; Ca 5)= cepa 1; cepa 2; cepa 5. b) Por fraccién, donde: (F-3; F-4; F-5; F-6; F-7;
F-8; F-9)= fraccién 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9, respectivamente. Los resultados son la media de un

experimento por triplicado, n=3, + es. Tukey (0.05).
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La cepa numero 5 de C. albicans fue la mas sensible a las fracciones con una inhibicion
promedio de 5.28 mm. Las fracciones 5, 6, 7 y 8 presentaron efecto fungistatico en C.
albicans, la fraccion 5 fue la de mejor actividad fungistatica con inhibicion promedio de

11.55 mm seguida por la fraccion 6 con inhibicién promedio de 10 mm (Figura 17).

Figura 18. Halos del efecto fungistatico de las fracciones del extracto hexanico del TD de J. cordata

en C. albicans, a) cepa 1. 1; 2; 3; 6; 7; 8= fraccion 3; 4; 5; 6; 7; 8, 4 y 9= fluconazol (+), 5y 10=
DMSO (-). b) cepa 2; c) cepa 5. 1; 2; 3; 4; 7; 8; 9= fraccion 3; 4; 5; 6; 7; 8 respectivamente, 9y 5y
10= fluconazol (+), 6 y 11= DMSO (-).

7.6. Efecto bactericida de la fraccion 5-6 del extracto hexanico de J. cordata
Para el ensayo biolégico del refraccionamiento cromatografico de la fraccion 5-6 del
extracto hexanico, se realizé6 una cromatografia TLC (Figura 19), para la identificacion de
las fracciones con los compuestos mayoritarios (fracciones 4-8). El ensayo se realizd a
una concentracién de 0.03 mg/pl y la inhibicién se expres6 en mm. Las fracciones se

evaluaron con las tres bacterias gram positivas ensayadas.
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Figura 19. Senales de la fraccion 5,6 del extracto hexanico de J. cordata en placa fina. Fase mévil,

hexano:AcOEt A) 9:1; B) 8:2; C) 7.5:2.5. Revelador H2SO4 al 58% y calor.

Cuadro 19. Sensibilidad bacteriana a la fraccion 5-6 del extracto hexanico.

Numero de fraccion Inhibicién en mm
S. aureus S. saprophyticus B. subtilis
4 0.00+0.00 0.00+0.00 7.66+0.16
5 12.00+0.00 11.00+0.00 15.00+0.00
6 12.00+0.00 10.83+0.16 15.66+0.33
7 0.00+0.00 0.00+0.00 8.00+0.00
8 0.00+0.00 0.00+0.00 7.83+0.16

La fracciones con mejor efecto bactericida fueron la fraccion 5 con inhibicion del
crecimiento bacteriano de 11 mm hasta 15 mm y la fraccion 6 con una inhibicién de 10.83
mm hasta 15.66 mm. B. subtilis fue sensible a las 5 fracciones evaluadas y la inhibicion
fue de 7.66 mm hasta 15.66 mm. S. aureusy S. saprophyfticus presentaron sensibilidad a

las fracciones 5 y 6 evaluadas (Cuadro 19).
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Figura 20. Sensibilidad bacteriana a la fraccion 5-6 del extracto hexanico. a) Por bacteria. b) Por
fraccion, donde: (Sa; Ss; Bs)= S. aureus; S. saprophyticcus, B. subtilis, (F-4; F-5; F-6; F-7; F-8)=
fraccion 4; 5; 6; 7; 8, respectivamente. Los resultados son promedio de un experimento por

triplicado, n=3,  es. Tukey (0.05).

Las fracciones 5 y 6 presentaron un efecto bactericida, con inhibicién promedio del
crecimiento bacteriano de 12.66 mm y 12.83 mm respectivamente, ambas fracciones
fueron numéricamente distintas pero estadisticamente igual de efectivas. La bacteria mas
sensible fue B. subtilis con una inhibicion promedio del crecimiento bacteriano de 10.83
mm. El control positivo (cefotaxima) presentd inhibicién promedio de 31.55 mm (Figura

20). Los resultados de los halos de inhibicidon se aprecian en la figura 21.
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Figura 21. Halos de inhibicion del fraccionamiento de la fraccion 5-6 del extracto hexanico de J.
cordatay controles. a) S. aureus; b) S. saprophyticus; c) B. subfilis. 1; 2; 3; 4; 5= fraccién 4; 5; 6; 7;

8 respectivamente, 6= cefotaxima (+), 7= DMSO (-).

7.7. Efecto fungistatico de la fraccion 5-6 del extracto hexanico de J. cordata
El ensayo se realizd a una concentracion de 0.03 mg/ul y la inhibicién se expres6 en mm.

Las fracciones se evaluaron con las tres cepas de C. albicans ensayadas.

Cuadro 20. Efecto fungistatico de la fraccion 5-6 del extracto hexanico de J. cordata.

Numero de fraccion Inhibicion en mm
C. albicans 1 C. albicans 2 C. albicans 3
4 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00+0.00
5 14.33+0.33 9.33+0.33 9.66+0.33
6 16.33+0.88 10.16+0.16 10.00+0.00
7 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00+0.00
8 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00

Las cepas de C. albicans, mostraron un efecto fungistatico a las fracciones evaluadas. Las
fracciones 5 y 6 presentaron inhibicion de entre 9.33 mm hasta 14.33 mm y de 10 mm
hasta 16.33 mm respectivamente. La cepa 1 fue la mas sensible a las fracciones

evaluadas con inhibicién de 14.33 mm hasta 16.33 mm (cuadro 20).

Celeste Alonso Velazquez 42



)
N 00 W
ooo
)

sy o
oo
L

Inhibicion (mm
w b
o o

Ll g
oo
L

ot
=)

Cepal Cepa 2 Cepa 5
C. albicans

b)

40.0 -
35.0 _
30.0
25.0
20.0 -
15.0 b
10.0 -
5.0
0.0

Inhibiciéon (mm)

Fraccion Q

Figura 22. Efecto fungistatico del fraccionamiento cromatografico de la fraccion 5-6. a) Por cepa de
C. albicans. b) Por fraccion, donde: (F4; F-5; F6; F7; F8)= fraccidn 4; 5; 6; 7; 8 respectivamente.

Los resultados son promedio de un experimento por triplicado, n=3, + es. Tukey (0.05).

En la figura 22 se puede observar claramente que solo las fracciones 5 y 6 presentaron
efecto fungistatico en las cepas de C. albicans con inhibicion promedio de 11.11 mm y
12.16 mm respectivamente, la fraccion 6 mostré mayor efectividad. La cepa 1 fue la mas
sensible de las tres cepas evaluadas con inhibicion promedio de 6.13 mm, la cepa 2y 3
fueron estadisticamente igual de sensibles a las fracciones 5 y 6. El control positivo
(fluconazol) presentd inhibicion promedio de 33.72 mm. El efecto fungistatico se muestra

en la Figura 23.
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Figura 23. Halos del efecto fungistatico del fraccionamiento cromatografico de la fraccion 5-6 del
extracto hexanico de J. cordatfa. a) cepa 1; b) cepa 2; c¢) cepa 5. 1; 2; 3; 4; 5= fraccion 4; 5; 6; 7; 8

respectivamente, 6= fluconazol (+), 7= DMSO (-).

7.8. Identificacién del compuesto

De acuerdo a la seleccién del extracto con mejor actividad antimicrobiana, se realizé una
identificacion de las posibles moléculas responsables por el método de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN 'H), donde se observd que las fracciones 5 y 6 del extracto
hexanico del TD de J. cordata contenian los mismos tipos de compuestos por la similitud
de senales que sus espectros de RMN de 'H presentaron. En los espectros de la figura
24, correspondientes a las fracciones mostraron compuestos del tipo triterpeno
destacando senales caracteristicas del compuesto -sitosterol comparado con la literatura
(Chaturvedula y Prakash, 2012).

Ambas fracciones (5 y 6) se fraccionaron y evaluaron nuevamente. En la fraccion numero
4 eluida con hexano:acetato de etilo (95:5) se observé el B-sitosterol con estigmasterol
(Figura 24), las fracciones 5 y 6 mediante el método de RMN de 'H y 3C mostrd un
compuesto del tipo diterpeno, responsable del efecto bactericida y fungistatica en las

bacterias gram positivas ensayadas y cepas de C. albicans, respectivamente.
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Existen pocos estudios acerca de la actividad biolégica y fitoquimica de la especie J.
cordala. Sin embargo, se han encontrado moléculas con actividad antimicrobiana y
antifungica como diterpenos o triterpenos aislados de otras especies del género Jatropha
(Zhang et al, 2009) lo cual motiva a la busqueda de moléculas con actividad
antimicrobiana en esta especie.

Debido a que en México se encuentran diversas especies del género Jafropha y a los
pocos reportes acerca de la especie J. cordata, el criterio por el cual se determina ensayar
esta especie es que los extractos del tallo descortezado presentan un efecto
antimicrobiano contra los patdégenos S. aureus, S. saprophyticus, B. subtilis, E. coli,
Profeus mirabilis y C. albicans, causantes de infecciones que propician morbilidad y
mortalidad importantes a nivel mundial por la aparicién y propagacion de resistencia a los
antibioticos comerciales en zonas de bajos ingresos (Vila y pal, 2010; Lundstrom y Sobel,
2001).

Los extractos hexanicos y aceténicos del tallo descortezado de J. cordata presentan
efecto bactericida, siendo el mas efectivo el extracto hexanico para inhibir el crecimiento
en gram positivas S. aureus, S. saprophyticus, B. sublfilis. Para el caso de las gram
negativas no tienen sensibilidad a los extractos, esto quizas a la diferencia de pared
bacteriana o a la membrana externa que poseen estas; a diferencia de las gram positivas
que carecen de ella. Otro factor podria deberse al rapido desarrollo de resistencia en E.
coliy P. mirabilis como la adquisicion de betalactamasas plasmidicas en P. mirabilis
segun los reportes de Rodriguez et al., (2005).

Estos resultados son comparables con los reportes de Igbinosa et al., (2009), los cuales a
partir de la corteza de J. curcas realiza extracciones con etanol, metanol y agua, donde
observaron que estos presentan efecto sobre el crecimiento de las bacterias ensayadas
con la diferencial que los extractos presentaron efecto bactericida tanto para gram
positivas como gram negativas, esto debido a la polaridad de las moléculas presentes en

los extractos, en donde para S. aureus y B. subtilis presentan un mayor espectro



bactericida los extractos de etanol y metanol con concentraciones minimas inhibitorias de
5a 6.25 mg/ml.

Viswanathan ef al,, (2004), determinaron la actividad antimicrobiana del tallo de Jatropha
maheshwarii, en el cual, los extractos no polares (hexanicos) contienen compuestos del
tipo triterpénicos y esteroides como el B-sitosterol que inhiben el crecimiento de bacterias
gram positivas S. aureus y B. subtilis, asi como también levaduras de C. albicans a
concetraciones minimas inhibitorias de 8 a 10 mg/ml. Sus resultados muestran lo contrario
a los obtenidos en el presente trabajo, debido a que la fraccion en la cual se encuentra el
B-sitosterol no muestra actividad antimicrobiana.

El extracto hexanico del TD de J. cordata es el mas activo para inhibir el crecimiento de
las tres bacterias gram positivas y hongos levaduriformes de C. albicans, esto se infiere a
que compuestos no polares presentes en el extracto hexanico son mas potentes para
inhibir el crecimiento de bacterias gram positivas y hongos levaduriformes. Los extractos
de diclorometano presentan una inhibicion minima, lo que significa que compuestos de
polaridad media presentes en el extracto no tienen efecto contra el crecimiento de los
microorganismos ensayados.

Entre los diferentes fitoquimicos caracterizados de diferentes especies de Jafropha estan
los diterpenos que tienen una gran actividad bioldgica como antitumoral, citotdxica,
antiinflamatoria, propiedades antimicrobianas y antifungicas (Devappa ef al, 2011).
Diterpenos con esqueleto de tipo lathyrano y Jatrofano (Japodagrin y Japodagrone)
aislados de la raiz de J. podagrica exhiben actividad antibacteriana contra S. aureusy B.
subtilis (Aiyelaagbe et al., 2007). Otros diterpenos macro ciclicos Jatrofenona aislado de
J. gossypifolia y Riolozatriona aislado de la raiz de J. dioica exhiben actividad
antibacteriana contra S. aureus de acuerdo a los reportes de Ravindranath ef a/., (2003) y
Dominguez ef a/,. (1980), estos datos son importantes ya que el compuesto identificado
en el extracto hexanico del TD de J. cordata es del tipo diterpeno.

De acuerdo a los criterios establecidos que son identificar sefales interpretables que sean
de compuestos mayoritarios, asumimos que son los responsables del efecto observado

en los extractos crudos, se logra obtener un compuesto de tipo diterpeno a partir del
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extracto hexanico, este compuesto presenta un efecto bactericida contra las bacterias
gram positivas S. aureus, S. saprophyfticus, B. subtilis y un efecto fungistatico contra el

hongo levaduriforme C. albicans.
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Los extractos hexanicos y acetonicos de TD de J. cordafa presentan actividad
antimicrobiana sobre los patdégenos Staphylococcus aureus, S. saprophyticus, Bacillus
subtilis y Candida albicans. Las fracciones cromatograficas del extracto hexanico
presentaron sensibilidad con los patégenos ensayados y sus espectros de RMN de 'Hy
3C mostraron un compuesto del tipo diterpeno como el responsable del efecto

antimicrobiano.
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