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RESUMEN

La buasqueda de compuestos con actividad antimicrobiana es de gran trascendencia
debido a la dificultad que se presenta al combatir enfermedades causadas por
microorganismos patdgenos. En el presente trabajo se realizd un estudio biodirigido
utilizando extractos de Euphorbia pulcherrima, Euphorbia trigona, Jatropha dioica,
Ricinus communis y Schinus molle con la finalidad de encontrar metabolitos secundarios
para combatir bacterias y hongos patogenos. Se determind la actividad antimicrobiana
de los extractos hexanicos, acetdnicos y etandlicos sobre Bacillus cereus, Escherichia
coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium, Criptococcus neoformans,
Candida albicans, Candida parapsilosis, Trichophyton tonsurans, Sporotrix schenkii.
Los extractos de mayor actividad fueron fraccionados por cromatografia en capa fina, el
efecto antimicrobiano se evalud por bioautografia. La concentracion minima inhibitoria
de las fracciones, asi como su efecto citotoxico se determinaron por el método de
reduccion del MTT. Ademas se analizo la actividad citotoxica de los mismos sobre las
lineas celulares normales CHANG (higado humano), OK (rifibn de zarigiieya) y
LLCPK-1 (rifion de cerdo). Los extractos mas activos fueron el extracto etandlico de
hoja de R. communis que presenté mayor efecto sobre E. coli, S. aureus, C. albicans y C.
parapsilosis; el extracto etandlico de hoja de S. molle que mostré mayor efecto sobre
sobre E. coli, S. aureus, C. albicans y T. Tonsurans Y el extracto hexanico de raiz de J.
dioica el cual mostro actividad fuerte sobre S. aureus. En los extractos etandlicos de S.
molle y R. communis no se observo actividad en las fracciones separadas, a diferencia de
lo encontrado en el extracto crudo, por lo que se sugiere un efecto sinérgico. En el
extracto hexanico de la raiz de J. dioica se obtuvieron 3 bandas con efecto
antimicrobiano con Rfs de 0.36, 0.46, y 0.84. La concentracion minima inhibitoria
(CMI) de las fracciones activas con Rf de 0.36, 0.46 y 0.84 fue de 100, 200 y 400 pg/mL
sobre C. albicans, E. coli y S. aureus respectivamente. Las CMI’s de las fracciones 0.84
y 0.36 fueron 50 y 25 ug/mL sobre C. neoformans, respectivamente. Las fracciones
obtenidas del extracto hexanico de raiz de J. dioica no presentaron citotoxicidad sobre
las tres lineas normales utilizadas, obteniéndose una 1Cso > 1000 ug/mL. Se evidencio la
presencia de esteroles y metilesteroles en las 3 fracciones asi como en el extracto del
cual provenian. Las fracciones 0.36 y 0.84 poseen grupo carbonilo e instauraciones,
ademas la de 0.36 reveld la presencia de triterpenos. Del analisis espectroscopico de
masas realizado a las fracciones activas se elucidd la estructura quimica de la fraccién
0.84 la cual correspondi¢ al Stigmast-5-en-3-ol.
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ABSTRACT

The search of composed with antimicrobial activity is of great importance due to the
difficulty that appears when fighting diseases caused by pathogenic microorganisms. In
the present work a directed study was made using extracts of Euphorbia pulcherrima,
Euphorbia trigona, Jatropha dioica, Ricinus communis and Schinus molle with the
purpose of finding secondary metabolites to fight pathogenic bacteria and fungi. The
antimicrobial activity of the hexanic, acetonic and etanolic extracts was determined on
Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Salmonella
typhimurium, Criptococcus neoformans, Candida albicans, Candida parapsilosis,
Trichophyton tonsurans, Sporotrix schenkii. The extracts of greater activity were divided
by thin layer chromatography, the antimicrobial effect was evaluated by bioautography.
The minimum inhibition concentration of the fractions, as well as their cytotoxic effect
was determined by the method of reduction of the MTT. In addition the cytotoxic
activity of such was analyzed on cellular lines normal CHANG (human liver), OK
(opossum kidney) and LLCPK-1 (pig kidney). The most active extracts were: the
etanolic of leaf of R. communis that presented greater effect on E. coli, S. aureus, C.
albicans and C. parapsilosis; the etanolic extract of leaf of S. molle that showed greater
effect on E. coli, S. aureus, C. albicans and T. tonsurans and the hexanic extract by root
of J. dioica which showed to strong activity on S. aureus. In the etanolic extracts of S.
molle and R. communis was not observed activity in the separated fractions, unlike the
found thing in the crude extract, reason why a synergic effect is suggested. In the
hexanic extract by the root of J. dioica 3 bands with antimicrobial effect with Rfs of
0.36 were obtained, 0.46 and 0.84. The MIC of the active fractions with Rf’s of 0.36,
0.46 and 0.84 was of 100, 200 and 400 ug/mL on C. albicans, E. coli and S. aureus
respectively. The MIC’s of 25 fractions 0.84 and 0.36 was 50 and pg/mL on C.
neoformans, respectively. The obtained fractions of the hexanic extract by root of J.
dioica did not present citotoxicity of on the three used normal lines, obtaining an 1Csg
1000 pg/mL. The presence of sterols and methysterols in the 3 fractions as well as in the
extract was demonstrated from which they came. Fractions 0.36 and 0.84 have group
carbonyl and restorations, in addition the one to 0.36 it revealed the presence of
triterpens. Of the spectroscopic analysis of masses made to the active fractions showed
the chemical structure of the fraction 0.84 which corresponded to Stigmast-5-in-3-ol.
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1.- INTRODUCCION

El inicio de la antibidticoterapia con el descubrimiento de la penicilina marca una parte
crucial en la historia de la medicina. Los antibidticos se consideraban farmacos
milagrosos, ya que las curaciones que se obtuvieron con penicilina y con estreptomicina
asombraron al mundo, la primera en el manejo y curacién de neumonias graves y la
segunda en pacientes con tuberculosis (Levy S. B. y Marshall B., 2004; Crudu V., et al.,
2003).

La aparicién de resistencia bacteriana a penicilina y estreptomicina impulsé la basqueda
de nuevos y mejores antibidticos; pronto aparecieron estos, cada uno con la expectativa
de ser activo contra todo tipo de microorganismos sensibles o resistentes, o de
convertirse en el farmaco magico que terminaria con todas las infecciones. EI mundo fue
testigo de la introduccion de cefalosporinas, aminoglicésidos, inhibidores de
betalactamasas, macroélidos, glicopéptidos, carbapems, tetraciclinas, quinolonas vy
monobetalactdmicos. Cada uno tenia cualidades exclusivas y se crearon grandes
expectativas con estos compuestos. Sin embargo la aparicion de resistencia a cada nuevo
grupo de antibidticos fue destruyendo el suefio de encontrar un compuesto
indefinidamente eficaz (Nordmann P. y Poirel L., 2002; Livermore D. M. y Woodford
N., 2000; Wang H. et al; 2001).

El fenébmeno de la resistencia bacteriana se considera una crisis mundial. Tanto los
enfermos como los clinicos enfrentan la aparicion de bacterias multi-drogo resistentes y
reaparicion de infecciones emergentes que precisan de nuevos tratamientos debido a la
presencia de bacterias para las cuales no existe terapia antimicrobiana actual. Aunque el
arsenal de antibidticos es abundante y se ha logrado un gran avance en el tratamiento de
infecciones cada vez mas complejas, durante los Gltimos 60 afios no se han descubierto
medicamentos realmente novedosos, con mecanismos de accion capaces de modificar el
espectro actual de cubrimiento y, lo que es mas grave, de superar los mecanismos de

resistencia bacteriana (Levy S. B., 2002).
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Debido a esto, es de gran trascendencia la busqueda de nuevos compuestos con
actividad antimicrobiana de origen vegetal; para lograr esto se hace necesario el uso de
la investigacion fitoquimica la cual cubre un amplio campo de trabajo cuyos objetivos
principales son: aislar principios activos, identificarlos, determinar su estructura y

encontrar sus posibles aplicaciones (Bilboa M., 1971).

Por lo cual la importancia en el estudio de las plantas medicinales es realizar analisis
quimicos y determinar su actividad biologica para de esta manera contribuir con validez
cientifica al uso de las mismas como tratamiento (Huacuja E. R., 1995). La importancia
de los productos naturales en medicinas se basa no solamente en sus efectos
farmacoldgicos o quimioterapéuticos, sino en la posibilidad que ofrecen para poder
desarrollar a partir de sus estructuras nuevas drogas, las cuales no deben ser mas toxicas
para los 6rganos del ser humano que para el microorganismo a tratar (Phillipson J. D.,
1994).

Existe un gran numero de plantas de uso terapéutico para enfermedades provocadas por
bacterias Gram negativas, Gram positivas y algunas especies de hongos que son
oportunistas en pacientes inmunosuprimidos; para evaluar su eficiencia y garantizar su
inocuidad se necesita tener programas de control de calidad donde exista identificacion
de especies con potencial, preparacion de extractos, pruebas microbiologicas, ademas de
la evaluacion de la citotoxicidad de los mismos sobre lineas celulares de los 6rganos
comunmente afectados por los antibiéticos conocidos, entre otras (Hodoshima N. et al;
2004; Huacuja E. R., 1995).

Numerosas son las investigaciones enfocadas a la busqueda de nuevos compuestos con
actividades bioldgicas a partir de fuentes naturales, dentro de ellos un gran nimero de
estudios han sido dirigidos hacia la evaluacion de actividades antimicrobianas en
extractos y aceites esenciales de plantas medicinales y aromaticas. Para ello, se han
empleado técnicas in vitro dada la sencillez y la reproducibilidad de las mismas.
(Hernéndez D. L. y M. Rodriguez. 2001); por lo cual México ha ido sumandose a la

corriente mundial en la busqueda de nuevos antimicrobianos y a lo largo del pais existen
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instituciones cientificas que se dedican a la bulsqueda de diferentes actividades
farmacoldgicas dentro del reino vegetal para lo cual la riqueza de la flora mexicana
ofrece inagotables posibilidades. Por lo que con el objeto encontrar nuevas fuentes de
metabolitos secundarios con esta actividad se seleccionaron Jatropha dioica, Euphorbia

pulcherrima, Euphorbia trigona, Ricinus communis y Schinus molle.
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2.- ANTECEDENTES

2.1.- COMPUESTOS DE PLANTAS CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Algunas especies de la familia Euphorbiaceae y Anacardiaceae son cultivadas en
México y se utilizan ampliamente en la medicina tradicional mexicana, que ha sabido
aprovechar su rica flora y su basta tradicion en el empleo de fitofarmacos, pero su
aplicacion sin aval cientifico representa un riesgo para la salud humana. Por esta razén
en este estudio se propuso evaluar la actividad antimicrobiana y citotoxica de algunas
plantas de estas familias.

Las familias Euphorbiaceae y Anacardiaceae son ricas en compuestos quimicos tales
como terpenoides, alcaloides, fenoles y 4acidos grasos los cuales tienen usos
etnofarmacedticos; sin embargo algunos extractos de la familia de Eurphorbiaceae
presentan mezclas biologicamente activas las cuales son altamente corrosivas e irritantes
para los organismos que las consumen y pueden activar la produccién de plaquetas y
prostaglandinas y aunque algunas promueven la formacion de tumores otras exhiben
actividad antineoplasica (Whelan L. C. y M. F. Ryan., 2003); por lo que es de vital
importancia la evaluacion de la actividad citotdxica de especies pertenecientes a estas

familias.

Muchos metabolitos obtenidos de distintas especies de plantas presentan efectos
antimicrobianos, como lo encontrado por Cateni F. et al., 2003 quienes determinaron
que los glucocerebrosidos 1-O-(beta-D-glucopiranosil)-(2S,3S,4E,8E)-2N-[(2'R)-2'-
hidroxi-hexadecanoil]-4 (E), 8-(E)-octadecadieno-1,3-diol y el 1-O-(beta-D-
glucopiranosil)-(2S,3S,4R,82)-2N-[(2'R)-2'-hidroxitetracosanoil]-8(Z)-octadecenol,3,4-
triol del extracto metanolico de Euphorbia peplis L. presentaron actividad antiflngica
(Cateni F. et al., 2003).
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2.2.- ACTIVIDAD BIOLOGICA Y COMPUESTOS ACTIVOS DE PLANTAS DE
LA FAMILIA EUPHORBIACEAE

Existe una gran variedad de plantas de la familia Euphorbiaceae que presentan actividad
antimicrobiana entre otras actividades bioldgicas; como el Croton draco el cual es una
planta cominmente llamada sangre de drago, presenta compuestos tales como 1-
hidroxijunenol, p-hidroxibenzaldehido, acido p-metoxibenzoico, la scopoletina, dos
alcaloides aporfinicos, acidos diterpenicos 9(11)-dehidrokaurenico, clerodanos y éster
forbol (Murillo R. M. et al., 2001).

Los usos mas comunes de esta planta originaria de México, son la aplicacion directa del
latex y la corteza en infecciones de la piel como herpes, sarna, caspa, seborrea y heridas
externas leves; la infusiébn de la misma para dolor estomacal, diarrea, vomito,
tuberculosis, Ulceras bucales y lesiones en las encias; en lavados para los casos de llagas;
como gargaras, en dolor de garganta y otras afecciones bucales; y la corteza molida es
usada en medicina tradicional para mordedura de vibora utilizada sobre la herida, se ha
observando una inhibicién total del area hemorragica con los extractos acuosos,
etandlicos y en etil acetato en bioensayos realizados en ratones basados en la inyeccién

intradérmica del veneno de serpiente Bothrops asper (Castro O. et al., 1999).

Debido a sus propiedades antivirales y antimicrobianas, Shaman Pharmaceuticals, una
compafiia de EE.UU., ha desarrollado productos a partir de Croton lecheri tales como
Provir, un antidiarreico, y Virend, un antiherpético. (King S. R. y Tempesta M. S., 1994;
DiCesare D. et al., 2002).

En los extractos metanodlicos de Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae) se
encuentran un gran numero de compuestos tales como el acido acetil aleuritolico,
stigmasterol, b-sitosterol, campesterol, beta-sitosterol-O-glucosido, sonderianina,
catechina y gallocatechina. Peres M. T. et al., 1997 probaron la actividad antimicrobiana
del extracto acuoso-etanolico y algunas fracciones del extracto metanolico y los

compuestos aislados y se determind que el acido acetil aleuritolico mostraba mejor
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concentracion minima inhibitoria (MIC) contra Staphylococcus aureus y Salmonella
typhimurium (Peres M. T. et al., 1997).

Wai H. et a,l (1976) identificaron triterpenos de 2 especies de la familia Euphorbiaceae
en Hong Kong. De Claoxylon polot identificaron 3 B-hidroxi-30-nor-lupan-20-ona y de
Fluggea virosa fridelina, fridelano-3-a-ol, fridelano-3-$-ol, lupeol, glochilocudiol, acido

betuldnico y sitosterol.

Desde hace afios la medicina tradicional ha utilizado las hojas y los tallos de Mallotus
peltatus (Geist) Muell. Arg. var acuminatus (Euphorbiaceae) para tratar infecciones
intestinales, en piel y para disminuir la inflamacién ocasionada por estas por lo cual
Chattopadhyay D. et al., 2002 probaron la actividad antimicrobiana de los extractos
metandlicos de hoja de esta especie observandose mayor actividad del extracto
metandlico crudo sobre Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus,
Streptococcus faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli y Proteus mirabilis y el hongo
dermatofito Microsporum gypseum y ademas de probar la actividad antiinflamatoria del
extracto y las fracciones obtenidas del mismo con n-butanol sobre ratas albinas
observandose que el extracto metandlico presentaba actividad antiinflamatoria a 200 y
400 mg/kg, y las fracciones A y B obtenidas en n-butanol a 25 mg/kg. El estudio
fitoquimico reveld la presencia de taninos, saponinas, terpenoides, esteroides en el
extracto crudo y acido ursolico, beta-sitosterol y algunos &cidos grasos como principales
compuestos (Chattopadhyay D. et al., 2002). Por otra parte Taylor R. S. et al., 1996;
observaron gue la exposicion a la luz ultravioleta aumentaba la actividad antimicrobiana
del extracto metandlico de Mallotus phillppensis (Euphorbiaceae) sobre bacterias gram-

positivas y gram-negativas (Taylor R. S. et al., 1996).

Irobi O. N. et al., 1994; determinaron las propiedades antimicrobiana y fitoquimica de
los extractos etandlicos de Bridelia ferruginea (Euphorbiaceae), los extractos se
probaron a una concentracion de 5 mg / mL produciendo actividad sobre Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Streptococcus

lactis, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Streptococcus pyogenes y Klebsiella sp. Los
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exadmenes fitoquimicos mostraron la presencia de fenoles y taninos (Irobi O. N. et al.,
1994).

Euphorbia resinifera Berg./Syn E. oficinarum (Euphorbiaceae) presenta sustancias
activas irritantes para la piel, principios amargos, euforbon, sales de calcio y sodio,
caucho y otras. El latex seco de la planta es el producto medicinal de la planta llamado
Euphorbium; esta planta se ha utilizado como componente de preparados laxantes y de
emplastos para veterinaria; en homeopatia se emplea contra las afecciones cutaneas,

catarros y contra la diarrea (Hergenhahn M. et al., 1984).

Seung H. L. et al. (1990) realizaron una investigacion quimica de Euphorbia thymifolia
gue es una planta medicinal usada en Taiwan como diurética, laxante y en problemas
intestinales y de la piel. La planta tiene propiedades astringentes. Ellos aislaron y
caracterizaron un compuesto hidrolizable llamado &cido isomalotinico junto con 15
taninos conocidos, las estructura de esté acido fue determinada por bases

espectroscopicas y pruebas quimicas.

Starratt A. N., (1971) identific alcoholes de cadena larga en especies de Euphorbia. La
estructura de estos alcoholes provenientes de 4 especies de Euphorbia ha sido
investigada por cromatografia de gases-liquidos. El alcohol aislado de E. polygonifolia,
previamente reportado como 1-hexacosanol, se identific6 como 1-octacosanol,
contrariamente a lo que otros investigadores sugieren; el principal constituyente de la
mezcla de alcoholes de E. cyparissias y E. esula ha sido confirmado como 1-
hexacosanol (Starratt A. N., 1971).

Euforbia trigona también se conoce como Euphorbia neriifola, el jugo de esta planta es
usado como purgativo y expectorante y aplicado localmente como rubefaciente; ademas
la raiz se utiliza como antiespasmodico, el latex es usado externamente como catartico
para aliviar el dolor de oidos, remover verrugas, se aplica también en hemorroides,
Ulceras, costras, inflamacion glandular para prevenir la formacion de pus y exudacion,
ademés de administrarse internamente en desordenes de higado y bazo, sifilis, edema,

enfermedades de la piel, tos y asma (Mitchell J. y G. Breyer., 1962).
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Euphorbia pulcherrima también llamada aijoyo (lengua de zoque, Chiapas), bandera
(Durango), bebeta (Veracruz), catalina (Oaxaca), cuitlazochitl (lengua nahuatl) vy
euforbia de catargo. El color de sus flores puede ser blanco, rojo o rosa, las partes

venenosas de esta planta son las hojas y la savia. (Martinez M., 1936).

Euphorbia pulcherrima se encuentra dentro de la lista de plantas toxicas conocidas y
causa dafio al humano. Como casi todas las Euphorbias, E. pulcherrima contiene en las
hojas, flores y tallo un latex extremadamente venenoso que al contacto con la piel y en
las mucosas produce lesiones de consideracion. Este latex contiene cantidades variables
de resina, glucosa, fenoles, alcaloides, diastasas, y protéidos. Produce estomatitis,
descamacion del epitelio de los labios y de la nariz, la mucosa bucal presenta focos
necroticos y vesiculas; en ocasiones el proceso inflamatorio se generaliza y hay
estomatitis ulcerosa y gastroenteritis. A pesar de que no se produzca la muerte, las
afecciones pueden ser severas, generalmente se observa que en casos de intoxicacion
accidental en humanos podria producirse la muerte por ingestién de las hojas de esta
especie (Smith K. I. et al., 1996).

En los estudios realizados no se han encontrado diterpenos que se encuentran en otras
especies de Euphorbias y estudios realizados en ratas demuestran que altas dosis de los
extractos de E. pulcherrima no producen mortalidad o sintomas de toxicidad y tampoco

hay cambios en la conducta de estos animales (Stone R. P., W. J. Collins., 1971).

Sekula C. y Nes W. R., 1980 identificaron colesterol y otros esteroides en E.
pulcherrima. Encontraron un 0.07 % del compuesto dimetil tetraciclico por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *H (Sekula C. y Nes W. R., 1980).

Ricinus communis es conocido vulgarmente como ricino o higuerilla, entre otros
nombres comunes como palmacristi y xoxopajtzi. La semilla contiene un aceite y un
alcaloide Ilamado ricina. Cuando se purifica, el aceite de ricino toma un leve color
amarillo y funciona como purgante el cual se emplea a dosis limitadas (Villacis L.,
1978).

10
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La ricina es uno de los venenos mas potentes que se conocen, la ricina de una sola
semilla puede producir la muerte a un nifio. Sin embargo gracias al método que se
emplea para extraer el aceite de ricino, este queda libre del veneno sin perder la
ricinoleina, a la que se deben sus propiedades purgantes. Para los pobladores del antiguo
Egipto, el aceite de ricino no solo servia de purgante, sino de ungliento y combustible
para lamparas. Tres veces al mes lo bebian mezclado con cerveza para mantener limpio
el intestino. Los griegos y romanos, quizas por temor a la toxicidad de la planta, lo
destinaban exclusivamente al uso externo, y ningun pueblo volvié a emplearlo como
purgante sino hasta finales del siglo XVIII (Sdnchez O., 1980; Argent R. H. et al.,
1994).

La infusion de las hojas de ricino es un remedio Zull para el estbmago y se administra
oralmente 0 como un enema; también se aplica una pasta de la raiz para dolor de
muelas, la raiz se utiliza como un remedio Chaga para la diarrea. Las pruebas contra
bacterias han dado resultados positivos o negativos dudosos. En otros estudios se ha
encontrado inhibicién de las hojas contra M. tuberculosis (Mitchell J. y G. Breyer.,
1962).

Malcom J. T. and W. S. Bowers (1967) aislaron de R. communis L. el lupaneol y lo
identificaron como el principal constituyente con apariencia de una capa fina cristalina
ademas de aislar e identificar la 30-Norlupan-3p-o0l-20 ona (Malcom J. T. and W. S.
Bowers., 1967).

En las investigaciones realizadas por Aiyelaagbe O., (2000) se observé que todos los
extractos (hexanicos, cloroférmicos y metandlicos) de la raiz de Jatropha podagrica
mostraban actividad antimicrobiana a 20 mg/mL. Los extractos hexanicos resultaron ser
los més activos sobre S. auerus y B. cereus mostrando actividad antimicrobiana
comparable a la gentamicina y sobre C. albicans se observd actividad antifungica
moderada (Aiyelaagbe O., et al., 2000).

El latex de Jatropha curcas L. es usado para tratar hemorroides y quemaduras debido a

sus propiedades antiinflamatorias y antisépticas, ademas se utiliza para fumigar chinches
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y los venenos pueden mezclarse con aceite palmitico para envenenar ratas. En Bayano
Cuna se utiliza esta planta como purgativa. En ensayos realizados por Mujumdar A. M.
Y Misar han demostrado que reduce la formacion de tejido granular y la migracién de

leucocitos hacia los vasos (Mujumdar A. M. y Misar A. V., 2004).

Jatropha multifida L. es una planta descrita por Seemann en Panama en el siglo XIX.
Los tubérculos cocidos son comestibles, el fruto, latex y las semillas son venenosos,
purgativos y se usan como antifebrifugos y en enfermedades venéreas. Los extractos
hexanicos, etil acetato, cloroférmicos y metandlicos de la raiz de J. multifida, inhiben el

crecimiento de B. subtilis y S. aureus a concentracion de 200 ug/disco (Levin Y. 2000).

Can A., et al (2004); encontraron que los compuestos 2-epi-jatrogrossidiona y el
diterpenramnofolano obtenidos de J. gaumeri presentaban actividad antimicrobiana.
Ademas identificaron p-sitosterol, y los terpenos a.[1 y B-amirina y taraxsasterol como

metabolitos con actividad antioxidante

Adolf W., et al., (1983) estudiaron los derivados irritantes del forbol de 4 especies de
Jatropha que se usan en medicina tradicional los cuales fueron analizados mediante
cromatografia. Los constituyentes encontrados fueron esteres poliinsaturados de

diterpeniodes tipo tiglianos y 16 hidroxiforbol.

Chatterjee A., et al., (1981) mediante analisis de rayos X describieron la estructura
cristalizable de un lignano, el compuesto 2-piperonilideno-3veritril-3-R-y-butirolactona

de Jatropha gossypifolia,

Jatropha dioica se conoce cominmente como sangre de drago, drago, sangregrado,
batacora, coatli, gualulo, pifion de cerro, tacote prieto, teleondilla y tlapalezpatli. Es una
planta medicinal muy conocida, contiene un latex acuoso casi incoloro que se vuelve
rojo al contacto con el aire y mancha como si fuera sangre, de ahi el origen de su
nombre comdn. La fama medicinal de la que goza la sangre de drago se debe al alto
contenido de taninos en su latex, que le confiere propiedad astringente; todas sus

aplicaciones terapéuticas se basan en ésta caracteristica (Yougken W., 1951).
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Es utilizado en la medicina doméstica preparando cocimientos para diversos fines:
ingerido sirve para controlar la diarrea, en enemas para desinflamar las hemorroides, en
la boca para afirmar los dientes y endurecer las encias, en gargarismos para tratar la
irritacion e inflamacion de la garganta y en lavados es ampliamente utilizada en toda la
region amazonica para curar heridas, problemas cutaneos, en diversas erupciones de la
piel, como cicatrizante y antiséptico. Como shampoo para evitar la caida del pelo y para
darle brillo, algunos herbolarios recomiendan darse fricciones en el cuero cabelludo con
la raiz macerada en alcohol. En Oaxaca se usa la sangre de drago para el escorbuto y la
piorrea. Localmente se aplica el cocimiento de la raiz contra las hemorroides y al interior
como astringente débil, también se utiliza como agente antirreumatico (Martinez M.
1936; Villarreal A. M. y X. Dominguez.., 1988; Yougken W., 1951).

Villarreal A. M. y X. Dominguez., (1988) mencionan que los extractos de las raices y
tallos de especies de Jatropha (Euphorbiacae) presentan diterpeniodes bioldgicamente
activos; ademas de otros compuestos como el alcohol triciclico denominado jaherina,
aislada de Jatropha zeyheri, el cual presenta actividad antimicrobiana. Ademas se ha
demostrado que Jatropha macrohiza contiene un diterpenoide tetraciclico llamado
jatrophatriona el cual inhibe el crecimiento de células de leucemia linfocitica. En los
estudios llevados a cabo por Villarreal se encontraron citralitriona el cual es un
diterpenoide epdxido que se aislo de los extractos de raiz de J. dioica, en este estudio
también se identifico la presencia de B-sitosterol, jatropholona B y riolozatriona. Se sabe
también que J. dioica es usada en el tratamiento de enfermedades bucales y el cancer de
piel y que el B- sitosterol es un componente con efectos antimicrobianos que también se
encuentra presente en otras especies de plantas de la misma familia (Villarreal A. M. y
X. Dominguez., 1988).

Sanchez, C. A., (1995) encontrd que los extractos alcohdlicos y acuosos de 33 plantas
incluyendo Jatropha dioica y Schinus molle (pirul) inhibian con diferente intensidad el
crecimiento de algunas bacterias que causan enfermedades gastrointestinales, como
Bacillus cereus, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Listeria monocytogenes,

Salmonella thyphimurium, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Yersinia
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enterocolitica, Shigella dysenteriae, Clostridium perfringens y Proteus vulgaris. Se
encontr6 que los extractos etandlicos de Jatropha dioica inhibian a B. cereus y S.
aureus; mientras que los extractos acuosos no mostraban inhibicién sobre ninguno de
los microorganismos estudiados. Los extractos acuosos de S. molle mostraron inhibicion
sobre B. cereus, E. aerogenes, E. coli, L. monocytogenes, S. thyphimurium, Proteus
vulgaris y S. aereus. Mientras que los extractos etanolicos de Schinus molle solo

presentaron efecto sobre S. aereus y V. cholerae.

2.3.- ACTIVIDAD BIOLOGICA Y COMPUESTOS ACTIVOS DE PLANTAS DE
LA FAMILIA ANACARDIACEAE

El S. molle (pirul) pertenece a esta familia, la que debid ser introducida a México
durante los primeros afios de la colonia por Francisco Hernandez, botanico espafol que
realiz6 aqui sus investigaciones entre 1570 y 1577; Molle es el nombre quechua del
pirul, que Linneo conservo al designar cientificamente la especie, con el que también lo

conocieron los antiguos mexicanos (Martinez M., 1936).

Todas las partes del arbol S. molle incluyendo sus hojas, corteza, frutos, semillas, resina
y oleoresina o balsamo han sido usadas en la medicina tradicional de regiones
tropicales,. Todas las partes de este arbol tienen gran contenido de aceite y aceites
esenciales los cuales poseen una esencia aromatica picante. Las hojas liberan el aceite al
ser calentadas en agua. Esta planta también se ha utilizado en sur y centro América
donde ha sido reportada como analgésico, antibacteriano, antidepresivo, antifungico,
antiviral, antiespasmddico, astringente, balsamico, citotdxico, diurético, expectorante,
hipotensivo, purgante, estomatico, tonico, uterino, estimulante (Kramer F. L., 1957;
Ross S., 1980).
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Nurit B., et al (1981) determinaron las propiedades de la lacasa aislada de S. molle
como una glicoproteina que cataliza la oxidacién de o y p-difenoles, también

describieron su composicion de aminoacidos y carbohidratos.

Dominguez X. A., 1970 trabajo con los exudados gomosos del fruto del pirul que fue
colectado en Monterrey N. L. La extraccion de los compuestos fue realizada en éter de
petrdleo, éter etilico y etanol. A estos extractos se les realizé cromatografia en silica gel.
En el extracto con éter de petr6leo se determind &cido lignocérico C24Hag02, se detecto
también (- sitosterol eluido con benceno-CHCIz y quercetina eluida con EtOH
(Dominguez X. A., 1970).

Gundidza M., (1993) probo el aceite esencial de las hojas frescas de S. molle aisladas
por hidrolisis para determinar la actividad antibacteriana por el método de difusion y
actividad antifungica usando el micelio o el crecimiento de una sola célula para el
método de inhibicion. Los resultados obtenidos muestran que el aceite volatil posee
actividad significativa contra las siguientes especies de bacterias: Klebsiella
pneumoniae, Alcaligenes faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Leuconostoc cremoris,
Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Clostridium esporogenes, Acinetobacter
calcoaceticus, Escherichia coli, Benecka nitrigens, Citrobacter freundii, Serratia
marscecens, Bacillus subtilis y Brochotrix thermosphacata y con las especies fungicas
Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus, Fusarium colmorum y Alternaria

alternata.

Dikshit A., et al., 1986 encontraron que el aceite esencial de S. molle mostraba una
actividad fungistatica maxima sobre algunos hongos comunes de almacén como
Alternaria alternata, Aspergillus flavus Link, y Penicillium italicum o sobre hongos
patogenos de animales como Epidermophyton floccosum, Histoplasma capsulatum,
Microsporum canis, Microsporum ferrugineum, Trichophyton equinum, y Trichophyton
tonsurans. Las concentraciones fungistaticas minimas del aceite esencial de S. molle

fueron de 300, 200, y 200 ppm sobre M. gypseum, T. mentagrophytes, y T. rubrum,
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respectivamente y de 900 ppm sobre T. mentagrophytes y 400 ppm sobre T. rubrum
(Dikshit A., et al., 1986).

S. molle y S. terebinthifolius son inhibidores de algunos virus y se han usado para
preservar algunos productos alimenticios; en 1963 se hizo un estudio de varias plantas
que inhiben virus en el que se incluyen estas 2 especies y se mencionan datos sobre los

tipos de virus que inhiben (Carmona F. J., 1970).

Martinez M. J. et al., 1996 probaron los extractos de Schinus terebenthifolius sobre
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Candida albicans encontrando que una mayor inhibicién sobre Staphylococcus aureus
(Martinez M. J. et al., 1996).

S. molle se ha usado también como pesticida formando algunos compuestos clorados
(Hylin JW. y E. E Spenyer., 1966). Por otra parte existen estudios estructurales de S.
terebinhifolius donde se aislaron 2 triterpenos: el Schinol y la Terebintona (Nufiez M. S.,
1953).

Ruffa M. J., 2002 encontrd que el extracto metanolico de S. molle presentaba actividad
sobre la linea de carcinoma hepatocelular Hep G2 con una IC50 de 50 £ 7 pg / mL
(Ruffa M. J., 2002).
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2.4.- JUSTIFICACION

Las enfermedades microbianas son una preocupacion mundial y representan una
amenaza para la salud publica, sobre todo en pacientes inmunosuprimidos. Debido a la
resistencia antimicrobiana adquirida por un gran nimero de microorganismos dentro de
los cuales encontramos bacterias, hongos, virus y parasitos, es necesaria la busqueda de
nuevos compuestos antimicrobianos. Por otro lado los antibidticos de nueva generacion
ademas de su costo elevado, producen efectos secundarios adversos y son toxicos para
organos vitales como higado y rifion. Por estos motivos, la utilizacion de plantas para el
descubrimiento de nuevos agentes antimicrobianos, que sean capaces de destruir
microorganismos y que produzcan menos efectos tdxicos en el organismo humano ha

adquirido gran importancia.

Por los motivos anteriormente expuestos, en esta investigacion consideramos relevante
la evaluacion de la actividad antimicrobiana y citotoxica de algunas especies de las
familias Euphorbiaceae (Jatropha dioica, Euphorbia pulcherrima, Euphorbia trigona y
Ricinus communis) y Anacardiaceae  (Schinus molle) las cuales se encuentran
ampliamente distribuidas en México y han sido usadas en medicina tradicional en

algunos padecimientos infecciosos.
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2.5.- PLANTAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO

Schinus molle

Clasificacion botanica

REINO: Plantae, DIVISION: Spermatophyta, SUBCLASE: Monocotyledonea, CLASE:
Angiospermae, ORDEN: Sapindales, SUBORDEN: Anacardiinae, FAMILIA:
Anacardiaceae, GENERO: Schinus ESPECIE: molle

Descripcion botanica

S. molle de la familia Anacardiaceae perteneciente al orden Sapindales, contiene
alrededor de 60 géneros y 400 especies (Brickell C., 1989; Cano. G. y Cano., 1994). Es
un arbol de 15 m de alto, ramas numerosas, delgadas y colgantes como de 3 m de largo,
desarrollandose desde el nivel del suelo; hojas con peciolos de 2-3 cm de largo
arregladas imparipinadamente, largos gruesos y membranosos; hojuelas de 15-40 mm,
sésiles, lanceoladas o linerlanceoladas, de 6 cm de largo, cuneadas u obtusas en la base,
acuminadas o raramente agudas en el apice, la punta usualmente curveada, entera o casi
entera, ligeramente café arriba; paniculas blanco-amarillas, con tricoma simple; pétalos
angostamente ovados; truncados y glabros de 12 mm de largo (Yougken W., 1951; Maiti
R.,1991; Brickell C., 1992).

Presenta flores unisexuales muy pequefias agrupadas en paniculas axilares; caliz de 4-5
piezas, corola de 4-5 pétalos de color amarillo verdoso en las flores masculinas y blanco
verdoso en las femeninas; 10 estambres; un estilo trifido. El fruto en una drupa pequefia,
carnosa que va secando al madurar y contiene una sola semilla. Florece de marzo a
mayo y se multiplica mediante semillas en primavera o bien a través de los esquejes

semimaduros obtenidos en verano (Brickell C., 1992).
Distribucion geografica

Nativo de Sudamérica, se ha hecho silvestre en la Meseta Central y esta naturalizado en

nuestro pais. Es un arbol procedente del Peru; se encuentra en matorrales xerofilos,
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pastizales o se cultiva como arbol de sombra en plazas, jardines y orillas de caminos
(Brickell C., 1992).

Jatropha dioica

Clasificacion boténica

REINO: Plantae, DIVISION: Spermatophyta, SUBCLASE: Dicotyledoneae, CLASE:
Dicotyledoneae, CLASE: Angiospermae, ORDEN: Geraniales, SUBORDEN:
Tricocceae, FAMILIA: Euphorbiaceae, GENERO: Jatropha ESPECIE: dioica

Descripcion botanica

Arbusto subarbusto dioico, de 0.5 a 1.50 m de altura. Tallos suculentos, gruesos de color
parduzco, marcados por las cicatrices que dejan las hojas al caer. Hojas carnosas
agrupadas en hacecillos, sésiles o con peciolo, muy corto, espatuladas, de bordes lisos, a
veces lobulados, y nervaduras manifiestas, sobre todo por el envés. Flores también
agrupadas en hacecillos junto a las hojas, con corola blanquecina de 5 pétalos unidos que
forman un tubo; las masculinas tienen 10 estambres y el caliz méas corto que la corola;
las femeninas tienen el céliz del mismo largo que la corola y el ovario con uno o dos
I6bulos y 1 6 2 estilos. El fruto es una capsula ligeramente alada, con frecuencia, se

encierra en una sola semilla. Florece alrededor de septiembre (Rzedowsky J., 1981).

Distribucion geogréfica
Habita en matorrales Xeréfilos de zonas desérticas y semidesérticas; es nativa de
Norteamérica, se extiende del suroeste de los Estados Unidos a México; donde crece

silvestre desde Chihuahua hasta Oaxaca (Rzedowsky J., 1981).

Ricinus communis

Clasificacion botanica

REINO: Plantae, DIVISION: Spermatophyta, SUBCLASE: Dicotyledoneae, CLASE:
Angiospermae, ORDEN: Geraniales, SUBORDEN: Tricocceae, FAMILIA:
Euphorbiaceae, GENERO: Ricinus ESPECIE: communis
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Descripcion botanica

Arbusto o arbolito de tallo hueco, glabro. Hojas alternas palmeadas, palmatilobuladas,
con l6bulos acuminados y dentados. Racimos terminales; las flores superiores
masculinas y las inferiores femeninas. El fruto es una capsula erizada, con aguijones
rojizos (Villacis L., 1978).

Distribucion geografica

Es una planta originaria de Africa tropical, del mediterraneo; cultivada en zonas célidas;
en muchos lugares se le encuentra semi-silvestre. En México se introdujo desde Europa;
se encuentra silvestre y cultivado en regiones calidas de Jalisco, Colima, Michoacan,
Guerrero, Oaxaca, Veracruz, Tabasco y Chiapas; aunque crece en abundancia en el
estado de Oaxaca, se encuentra en campos de cultivos abandonados, encinares,
vegetacion costera y mezcla arvense y ruderal. Es una planta herbacea y vivaz, a veces
arbustiva, que llega a medir hasta 6 m de altura; tallo grueso, irregular, hueco, nudoso,
verde rojizo, Hojas alternas con nervaduras rojizas y peciolo largo, peltadas, palmeadas,
con l6bulos lanceolados de bordes irregularmente dentados. Flores unisexuales, apétalas,
agrupadas en racimos paniculados terminales, las masculinas en la parte inferior, y las
femeninas en la parte superior.

El fruto es una capsula erizada de pelos, ovalada, que se abre en 3 valvas bipartidas y
contiene 3 semillas grandes, elipticas algo aplanadas, lisas, brillantes de color gris
jaspeado. Los frutos maduran entre agosto y octubre. El aceite de ricino se emplea como
emoliente en ungientos y cosméticos, pero sobre todo como laxante de accion suave y
muy eficaz (Martinez M., 1936; Villacis L., 1978).

Euphorbia pulcherrima

Clasificacion boténica

REINO: Plantae, DIVISION: Spermatophyta, SUBCLASE: Dicotyledoneae, CLASE:
Angiospermae, ORDEN: Geraniales, SUBORDEN: Tricocceae, FAMILIA:
Euphorbiaceae, GENERO: Euphorbia, ESPECIE: pulcherrima
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Descripcion botanica
Es un &rbol o arbusto de 2 a 6 metros de altura, de ramas glabras, con jugo lechoso,
hojas grandes y oblongas con pequefios 16bulos, largamente pecioladas; bracteas de las

infloresencias, desnudas como hojas de color rojo (Villacis L., 1978).

Distribucion geografica

Es originaria de México; se distribuye en Chiapas, Distrito federal, Durango, Estado de
México, Guerrero, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Tlaxcala y Veracruz. (Villacis L.,
1978).

Euphorbia trigona

Clasificacion botanica

REINO: Plantae, DIVISION: Spermatophyta, SUBCLASE: Dicotyledoneae, CLASE:
Angiospermae, ORDEN: Geraniales, SUBORDEN: Tricocceae, FAMILIA:
Euphorbiaceae, GENERO: Euphorbia ESPECIE: trigona

Descripcion botanica

Son diversos los ejemplares de Euphorbiaceae entre los cuales se destacan, por su
belleza y por el porte majestuoso, algunos ejemplares gigantescos de Euphorbia
abyssinica y de E. candelabrum; mientras otros, como Euphorbia trigona, E.

caerulescens y E. resinifera, forman densas matas.

Euphorbia trigona es un arbusto espinoso de hasta 6 pies de alto (1.8 m) necesidades de
riego moderado en verano, debe mantenerse seco para los cortes de propagacion del
invierno. Es una planta que necesita proteccién a las heladas en Phoenix. Necesita una
temperatura minima de exposicion a el sol de 55°F (12°C), tiene habitos occidentales
tropicales del crecimiento de Africa. Esta planta pudiera ser que alguien la confundiera
con una cactacea con hojas, pero estd mas estrechamente relacionada con las flores de
nochebuena que con las cactaceas, in embargo ocupa los mismos ecosistemas que los
cactos. Las flores son insignificantes, segin descripciones extranjeras, no hay registros

sobre de que florece en Brasil, aunque esta muy bien adaptado al clima, presenta
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espinas dorsales minusculas y las hojas pequefias en la extremidad. Tiene una savia
lechosa que puede ser venenosa y causar la irritacion de piel. Puede ser propagada de
cortes del vastago (Mitchell J. y G. Breyer., 1962).

Distribucion geogréfica
Es originaria de Sudafrica occidental, de la india se ha dicho que crece en varias partes

de Brasil como: Bellevue, Clayton, Encino, Mil robles, Forsyth y Rockledge, ademas se

encuentra distribuida en el norte de México como planta ornamental. (Mitchell J. y G.
Breyer., 1962)

Figura 3.- Euphorbia pulcherrima  Figura 4.- Euphorbia trigona Figura 5.- Schinus molle
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2.6.- HIPOTESIS

Los metabolitos secundarios obtenidos de los extractos Jatropha dioica, Euphorbia
pulcherrima, Euphorbia trigona, Ricinus communis y Schinus molle presentan actividad

antimicrobiana y/o citotoxica.
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3.- OBJETIVO GENERAL

Identificacion de los componentes que presenten actividad antimicrobiana y citotoxica
de Euphorbia pulcherrima, Euphorbia trigona, Jatropha dioica, Ricinus communis y
Schinus molle.

3.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Colectar e identificar el material vegetal de estudio.

2. Obtener extractos de las plantas: Jatropha dioica, Euphorbia pulcherrima,
Euphorbia trigona, Ricinus communis y Schinus molle con solventes de diferente
polaridad.

3. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos sobre: Bacillus cereus,
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619, Enterobacter cloacae,
Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium, Criptococcus neoformans,
Candida albicans ATCC 752, Candida parapsilosis, Trichophyton tonsurans,
Sporotrix schenkii.

4. Separar las fracciones del extracto activo y evaluar su actividad antimicrobiana
por bioautografia

5. Evaluar la citotoxicidad de los extractos y facciones activas de las plantas en
estudio sobre: células CHANG (higado humano) y OK (Rifién de zarigleya),
LLCPK-1 (rifion de cerdo).

6. Identificar los grupos funcionales y metabolitos secundarios de las fracciones
activas separados por cromatografia en capa fina por medio de reacciones
quimicas

7. Elucidar la estructura de las fracciones activas aisladas mediante la técnica

espectroscopica de masas acoplada a cromatografia de gases
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4.- MATERIAL Y METODOS

4.1.- RECOLECCION DE LAS PLANTAS E IDENTIFICACION DEL
MATERIAL VEGETAL

La recoleccion de Ricinus communis, Euphorbia trigona; Jatropha dioica y Schinus
molle, se llevé a cabo en Santa Catarina NL. Euphorbia pulcherrima fue recolectada en
San Nicolas de los Garza NL. La identificacion de las plantas se realizé en el Herbario
de la Facultad de Ciencias Biologicas, donde se depositd una muestra para obtener los

nameros de voucher correspondientes.

4.2.- EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL

La extraccion de las plantas se llevd a cabo una vez que el material se secd a
temperatura ambiente; las partes utilizadas de las plantas fueron las hojas de S. molle y
E. pulcherrima, hojas y semillas de R. communis, tallo y raiz de J. dioica y tallo de E.
trigona. Las partes de las plantas secas se trituraron en un molino por separado,
posteriormente se tomaron 30 g de cada una y se depositaron en un matraz erlenmeyer
de 500 mL donde se le adicionaron 150 mL de hexano y se sellé herméticamente para
evitar evaporacion del mismo durante la extraccion. Los principios activos del material
seco y molido se extrajeron con solventes de diferente polaridad por 7 dias con agitacién
constante. Se obtuvieron extractos en: hexano, acetona y etanol, el cambio de solvente se
realizd a los 7 dias de haber iniciado la extraccion con el primer solvente sobre la planta
previamente filtrada y el orden de adicion de los solventes fue de menor a mayor
polaridad. Los extractos obtenidos se evaporaron hasta sequedad a temperatura ambiente
(Huacuja E. R., 1995; Velédsquez C. 1997).

43.- PRUEBAS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA
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MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron los siguientes microorganismos: Bacillus cereus, Escherichia coli (ATCC
25922), Salmonella typhi, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 25619), Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Salmonella
typhimurium, Criptococcus neoformans, Candida albicans (ATCC 752), Candida
parapsilosis, Trichophyton  tonsurans, Sporotrix schenkii proporcionadas por la
Division de Biologia Celular y Molecular del Centro de Investigacion Biomédica del
Noreste del IMSS y el Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la
UANL.

4.3.1.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Con los extractos obtenidos se realizaron las pruebas para la determinacion de la
actividad antimicrobiana sobre los microorganismos mencionados anteriormente. El
método empleado para el ensayo microbiolégico fue el de difusion en placa con discos
de papel filtro. Las soluciones de prueba se esterilizaron por filtracién con membranas
de 0.25 um (Koneman W., et al 1989).

4.3.2.- ACTIVACION DE BACTERIAS

Para la activacion de las bacterias se usé medio liquido preparado con 5 g de medio C.
Rivas (patente en tramite No. 9810892) en 100 mL de agua destilada, ajustando a pH
7.0. Para el ensayo se utilizaron tubos de ensaye 18 X 150 mm a lo que se les agregaron
5 mL de medio a cada uno, se esterilizaron a 15 Lb/10 min, se inocularon con las
diferentes cepas en estudio adicionando una asada a cada tubo previamente identificado
y se incubaron durante 12-18 h a 37°C (Rivas C., 1998; Silva S. Y., 1999).

4.3.3.- CULTIVO DE BACTERIAS
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Para el cultivo de bacterias se utilizé el medio sélido C. Rivas 8.5 g en 100 mL de agua
destilada, se esteriliz0 y se adicion6 sobre cajas Petri (20 mL) para posteriormente ser

utilizadas en las pruebas de inhibicion "in vitro™ (Velasquez, C. C., 1997).

4.3.4.- ACTIVACION DE HONGOS

Los hongos se activaron utilizando medio liquido preparado con 6.5 g de medio C. Rivas
en 100 mL de agua destilada. Para el ensayo se utilizaron tubos de ensaye 18 X 150
mm se les agregaron 5 mL de medio a cada uno, se esterilizaron a 15 Lb/10 min, se
inocularon con las diferentes cepas en estudio adicionando una asada a cada tubo
previamente identificado, se incubaron de 2-15 dias a 25 °C (Padrén B., 1999; Murphy
C. M., 1999).

4.3.5.- METODO DE DIFUSION EN PLACA

Las pruebas microbioldgicas se realizaron mediante el método de difusién en placa
colocando 10 pL de cada uno de los extractos obtenidos, los cuales se prepararon a una
concentracion de 50 mg/mL en etanol absoluto en discos de papel filtro Whatman No. 1
sobre una placa sélida de medio C. Rivas, previamente inoculada con 100 p L de una
suspension bacteriana de 1x10° UFC o una asada con las diferentes cepas de hongos.
Como control negativo se utilizo 10 pL del solvente empleado para disolver el extracto y
10 uL de cloranfenicol o ketoconazol como control positivo, para bacterias y hongos
respectivamente. Las placas se incubaron a 37°C por 24 h; después de este periodo se
midieron los halos de inhibicion en mm para cada prueba (Rios J. L., et al., 1988;
Koneman W., et a.l., 1989; Murphy C. M., 1999).

4.4.- SEPARACION DE LAS FRACCIONES CON EFECTO INHIBITORIO

La separacion de las fracciones de los extractos activos se realiz6 por cromatografia en
capa fina (Huacuja E. R., 1995; Velasquez, C. C., 1997).
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4.4.1.- CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

Las placas cromatograficas se prepararon utilizando 10 g de silica gel J. T Baker 7G en
40 mL agua destilada, ésta mezcla se coloco sobre placas de vidrio de 7.5 x 2.5 cm,
después se secaron por un periodo de una hora en la estufa de secado (Felisa modelo F) a
110 °C. Una vez preparadas las placas cromatograficas se realiz6 la cromatografia
utilizando un capilar para colocar la muestra, la placa se introdujo en una camara de
vidrio de boca ancha que contenia el eluente éter de petroleo, benceno, acetona, metanol
en una relacion 9:9:2:2. El Rf se calcul6 midiendo la distancia del punto de aplicacion
de la muestra a la mitad de la mancha detectada y se dividié el valor obtenido sobre la
distancia del punto de aplicacion de la muestra y la distancia recorrida por el eluente.
(Huacuja E. R., 1995)

4.4.2.- AGENTES CROMOGENICOS

Se usé luz ultravioleta para observar el cromatograma y localizar los componentes, que

no eran apreciables a la luz visible.

4.43.- IDENTIFICACION DE LAS FRACCIONES CON ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA POR EL METODO DE BIOAUTOGRAFIA

Se utilizé la técnica de Hamburger modificada por Verastegui en 1998; se seleccionaron
las cromatoplacas en las cuales las fracciones mostraron mayor separaciéon. En una caja
Petri se colocd el cromatograma desarrollado con luz ultravioleta por una hora y sobre él
se coloco una tira de medio solido C. Rivas de 1x 6 cm x 0.3 mm de espesor para
bacterias u hongos segun fuera el caso, Posteriormente se afiadieron sobre la tira de agar
150 pL de la dilucién 1x 10® UFC de la suspension bacteriana o de hongos
levaduriformes y una asada de la cepa en el caso de los hongos filamentosos y se
distribuyé homogéneamente. Las condiciones de humedad se mantuvieron colocando
dentro de una caja Petri algodén humedecido con agua destilada estéril. Se utiliz6 como

control de crecimiento un cuadro de agar inoculado con el mismo microorganismo pero
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separado del cromatograma. Las bacterias se incubaron 24 h a una temperatura de 37°C,
las levaduras a 25 °C por 24 — 48 h, y los hongos filamentosos hasta 7 dias a 25 °C y los
hongos no filamentosos durante 24 a 48 h a 25 °C. La zona de inhibicién de los
microorganismos en la tira de agar se midid y se correlacion6 con el registro previo de
las fracciones separadas cromatograficamente (Hamburger M. O., 1987; Verastegui M.
M., et al., 1998).

45- DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD EN CELULAS DE
MAMIFERO

45.1.- MATERIAL CELULAR

Se emplearon las lineas celulares normales LLCPK-1 de rifion de cerdo, CHANG de
higado humano y OK de rifion de zariglieya cultivadas en frascos de poliestireno de 25
cm? que contenian 4 ml de medio esencial minimo (MEM) de Eagle, suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) y una mezcla de antibidticos (estreptomicina y

penicilina).

452- PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE
CITOTOXICIDAD EN MICROPLACAS

En condiciones de esterilidad se lavaron las células con buffer de fosfatos salino (PBS) a
37 °C y se adiciond tripsina al 0.25 %, se incub0 a 37°C durante 5-15 min, se inactivé la
tripsina por adicion de 5 mL de MEM con 10 % (SFB). Posteriormente la suspension
celular se centrifug6 a 1000 rpm durante 10 min, se eliminé el sobrenadante con vacio y
se resuspendi6 suavemente en 5-10 mL de medio con suero de acuerdo a la linea. Las
células se contaron con un hemocitometro y se prepard una suspension celular para
sembrar 25,000 cel/pozo en un volumen de 200 uL en microplacas de 96 pozos. Se
incubd a 37 °C durante 24h para obtener una monocapa confluente. Posteriormente se
prepararon las diluciones de trabajo de las muestras en medio de cultivo sin suero y bajo

condiciones de esterilidad, se retird el medio de cultivo utilizando vacio y se lavé dos
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veces con PBS a 37 °C, se agregaron 200 uL de medio preparado con las diluciones de
las muestras. Se incub6 a 37 °C y atmosfera hiumeda por 24 h. Posteriormente se
retiraron los tratamientos, se lavaron las células con PBS y se adiciond 100 pL de una
mezcla 5:1 de Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio] MTT (2
mg/mL) y Metasulfato de fenazina (PMS, 3.5 mg/mL y se incubaron a 37 °C durante 75
min, después se decantaron los reactivos y se lavaron los pozos con 200 uL de PBS.
Luego se agregaron 200 uL de alcohol isopropilico acidificado, se dejaron reposar las
microplacas por 15 minutos y se resuspendié vigorosamente en alcohol. El sobrenadante
se pasd a una placa nueva y se leyd la absorbancia en un lector de microplacas (EIA
Multiwell Reader, Sigma Diagnostics) a 570 nm. La absorbancia fue directamente
proporcional al numero de células viables. A partir de las absorbancias obtenidas se
determind el porcentaje de viabilidad de cada linea celular probadas con los extractos y
fracciones activas (Mosmann 1983, Conforti F., et al., 2004; Rosa L. M., et al., 2004).

4.6.- METODOS QUIMICOS DE IDENTIFICACION

4.6.1.- PRUEBAS PARA GRUPOS FUNCIONALES

Para la realizacion de las pruebas se utilizaron soluciones a 50 mg/mL de los extractos y
de las fracciones activas disueltas en etanol. (Rios J. L., 1988)

Prueba de Liebermann-Burchard: La prueba fue usada para determinar triterpenos y
compuestos esteroidales. Se coloc6 una gota de la solucion del extracto o la fraccion
activa sobre placas de porcelana de 12 pozos, se evapord el solvente y posteriormente se
agreg6 una gota de cloroformo y dos gotas del reactivo; posteriormente se observaron
cambios de coloracion. El reactivo se prepar6 utilizando una gota de acido sulfurico a

una mezcla de 1.0 mL de anhidrido acético y 1.0 mL de cloroformo.
Prueba de Salkowski: Se usé para determinar esteroles y metilesteroles, es similar a la

de Liebermann-Burchard, la muestra en cloroformo se puso en contacto con una gota de

acido sulfurico, la prueba fue positiva si se desarrollaban colores amarillo o rojo.

30



ECB., UANL. TESIS DOCTORAL SONIA YESENIA SILVA BELMARES

Prueba de Shinoda: Se utiliz6 para identificacién de compuestos de tipo flavonoide;
1.0 mg de la muestra se disolvio en etanol y unas limaduras de magnesio, se le aplico
calor (60 °C) y después unas gotas de HCI por las paredes. Se considerd positiva con la

aparicion de colores naranja, rojo, rosa, azul o violeta.

Prueba de Baljet: Para sesquiterpenlactonas, se utilizaron 2 soluciones que se
mezclaron en volumenes iguales antes de usarse, la solucion A, un gramo de acido
picrico en 100 mL de etanol; solucion B, 10 g de hidroxido de sodio en 100 mL de agua.
Para la prueba se colocd 10 mg de compuesto y unas 3-4 gotas de reactivo, la prueba fue

positiva si se formaba una coloracion naranja o roja obscura.

Prueba de Dragendorff: Se usé la modificacion de Munier y Machelobuf para la
determinacion de alcaloides. Para ello se prepararon dos soluciones, la solucién A con
0.85 g de nitrato de bismuto, los cuales se mezclaron con 10 mL de acido acético glacial
y 40 mL de agua y Solucion B con 8 g de yoduro de potasio disuelto en 20 mL de agua.
El reactivo se prepar6 mezclando 5 mL de A, 4 mL de B y 100 mL de agua, la prueba
fue positiva si se presentan coloraciones rojo o naranja, persistentes por 24 h.

Prueba de bromo en tetracloruro de carbono: Para insaturaciones, a 2 mg de la
muestra se le agreg6 una solucién de bromo al 2 % en tetracloruro de carbono; la prueba
se consider¢ positiva si la coloracion de la solucion desaparecia al principio.

Prueba del permanganato de Potasio: Para dobles enlaces, se prepard una solucion de
permanganato de potasio al 2 % en agua, se disolvieron 0.2 mg de muestra en agua,
acetona, 0 metanol, se tomo con un capilar y se le agregé la solucion de permanganato

de potasio. La prueba fue positiva si se producia la decoloracion del reactivo.
Prueba de 2,4- Dinitrofenilhidracina: Para grupo carbonilo. En un tubo de ensaye se

disolvieron 50 mg de 2,4-dinitrofenilhidracina en 1 mL de etanol caliente. Se agregaron
50 mg del compuesto carbonilico y se calent a bafio Maria por 10 a 15 minutos; se dejo
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en reposo y se enfrié en bafio de hielo, la aparicion de un precipitado indicé la presencia
de un grupo carbonilo.

Prueba de Molisch: Para azlcares. En un tubo de ensaye se colocd la muestra, se
afiadieron 3 gotas del reactivo de Molisch, y se agitd. Después se inclind el tubo y se
depositaron por la pared 2 mL de &cido sulfurico concentrado. La prueba fue positiva si
se formaba un anillo coloreado en la interfase. El reactivo se prepar6 disolviendo 1 g de
a-naftol en 100 mL de etanol al 95 %. (Dominguez X. A., 1979; Huacuja E. R., 1995)

Prueba de NaOH: Para determinacion de Lactonas. Se disolvieron 1-2 mg de muestra
en solucion alcoholica de NaOH al 10 %. La presencia de color naranja que desaparecia

al agregar HCL indicé la presencia de un anillo lactonico. (Cruz V. D., 2002)

4.7.- METODOS ESPECTROSCOPICOS

Se utilizé6 un espectrofotometro de masas acoplado a cromatografia de gases para
identificar los compuestos de las fracciones con efecto inhibitorio sobre los
microorganismos en estudio. El andlisis se realizd en un espectrofotometro de masas
gases HP19091J-433 Hewelwt Packard, Abonadle, PA utilizando columnas capilares de
apolares de silica fundida. (Dominguez, X. A., 1982)

4.8.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

En una microplaca de 96 pozos se agregaron 100 uL de medio liquido C. Rivas y se
afiadieron 100 pL de cada una de las muestras partiendo de la concentracion inicial de
1600 pg/mL y se hicieron microdiluciones seriadas. Una vez realizadas las diluciones se
adicionaron 100 pL de la suspension bacteriana o fingica a una concentracion de 1 x 108
UFC, que corresponde al tubo uno de la escala de Mc Farland. Posteriormente la
microplaca se incubd por 24 h a 37 °C, luego se determind la concentraciéon minima
inhibitoria de cada una de las fracciones aplicando 40 pL de una solucion de MTT a una

concentracion de 2.5 mg/mL a cada pozo e incubando por 4 h a 37 °C, posteriormente se
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observd la viabilidad microbiana de color pdrpura de las diluciones probadas (Eloff, X.,
1998; Gehrt A., et al., 1995).
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5.- RESULTADOS

5.1.- IDENTIFICACION DEL MATERIAL VEGETAL

La identificacion de las plantas se realizd en el Herbario de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas, donde se depositd una muestra obteniéndose los siguientes numeros de
voucher: UNL 023710, UNL 024176, UNL 023709, UNL023490 y UNL 024177
respectivamente para las especies Ricinus communis, Euphorbia trigona; Jatropha

dioica, Schinus molle y Euphorbia pulcherrima.

5.2.- RENDIMIENTO OBTENIDO EN LA EXTRACCION DEL MATERIAL
VEGETAL

En los rendimientos de los extractos obtenidos se observé que el extracto mas abundante
fue el acetdnico de semillas de R. communis seguido por el de hojas de la misma planta;
las hojas de S. molle mostraron mayor rendimiento en el extracto acetonico; E. trigona
mostrd6 mayor rendimiento en el extracto hexanico, mientras que las hojas de E.
pulcherrima se obtuvieron en forma mas abundante en el extracto etanélico lo mismo
que los extractos con este solvente de tallos y raiz de J. dioica. Los datos numéricos de

rendimiento obtenido se observan en la tabla 1.

Tabla 1.- Porcentaje de rendimiento obtenido a partir de las especies utilizadas.

ESPECIE VEGETAL % DE RENDIMIENTO
Hexéanico Acetonico Etanolico
Euphorbia trigona (tallo) 1.67 0.96 0.82
Euphorbia pulcherrima (hoja) 241 2.70 3.39
Jatropha dioica (raiz) 0.54 2.37 3.13
Jatropha dioica (tallo) 1.03 1.88 2.58
Ricinus communis (hoja) 1.63 10.23 3.79
Ricinus communis (semilla) 5.10 14.68 6.83
Schinus molle (hoja) 7.29 8.39 2.23
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5.3- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS
EXTRACTOS PROBADOS

Los extractos que presentaron actividad con la mayoria de los microorganismos fueron
los etandlicos de todas las plantas. Los resultados obtenidos muestran que el extracto
etandlico de hojas de S. molle presenta actividad fuerte sobre E. coli, S. aureus, C.
albicans y T. tonsurans. El extracto etandlico de hojas de R. communis mostré un
marcado efecto antimicrobiano sobre E. coli, S. aureus, C. albicans y C. parapsilosis
mientras que los extractos etandlico y acetonico de semilla de esta planta mostraron
mayor actividad sobre T. tonsurans. De las tres polaridades de extracto obtenidas de la
raiz de J. dioica se encontrd que el extracto hexanico poseia actividad en un espectro
méas amplio sobre los microorganismos probados observandose un efecto inhibitorio
fuerte con S. aureus y moderado con E. coli, S. typhimurium, C. neoformans, C.
albicans y S. schenkii; sin embargo el hexanico de los tallos de J. dioica solo present6
actividad fuerte sobre T. tonsurans. E. pulcherrima mostr6 mayor efecto sobre C.
parapsilosis y el extracto etandlico de tallo de E. trigona tuvo actividad moderada sobre
B. cereus, E. coli, S. aureus. En las tablas 1-7 se muestran los resultados de las pruebas
de la actividad antimicrobiana de los diferentes extractos. El control positivo utilizado
fue cloranfenicol para bacterias y ketoconazol para hongos. La actividad antimicrobiana
se midid en milimetros (mm), determinandose como débilmente activos aquellos
extractos que presentaban de 5 a 10 mm de didametro (+), medianamente activos aquellos
que mostraban una inhibicion de 10 a 15 mm (++), altamente activos aquellos que

presentaron actividad antimicrobiana por arriba de 15 mm (+++).
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Tabla 2.- Actividad antimicrobiana de los extractos de hojas de S. molle.

CEPAS PROBADAS EXTRACTOS DE HOJAS DE S. molle
HEXANICO | ACETONICO | ETANOLICO | CONTROL
POSITIVO
B. cereus - - - +++
E. coli - ++ +++ +4+
S. typhi - - - 4+
S. aureus ++ - +++ F++
P. aeruginosa + - - F++
E. aerogenes - - ++ +++
E. cloacae - - - .
S. typhimurium - - + ++
C. neoformans - - - F++
C. albicans - - F++ ;
C. parapsilosis - - - ++
T. tonsurans ++ ++ +++ +++
S. schenkii - - - +++

Tabla 3.- Actividad antimicrobiana de los extractos de hojas de R. communis.

CEPAS PROBADAS EXTRACTOS DE HOJAS DE R. communis

HEXANICO | ACETONICO | ETANOLICO | CONTROL
POSITIVO

B. cereus - - + F++

E. coli - - 4+ T+

S._typhi - - + +++

S. aureus + - +++ F++

P. aeruginosa - - - 4+

E. aerogenes - - - F++

E. cloacae + ++ - I

S. typhimurium - ++ + 4+

C. neoformans - - + F++

C. albicans - 1+ T+ N

C. parapsilosis - - +++ -+

T. tonsurans - - +++

S. schenkii + - - +++
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Tabla 4.- Actividad antimicrobiana de los extractos de semilla de R. communis.

CEPAS PROBADAS EXTRACTOS DE SEMILLA DE R. communis
HEXANICO | ACETONICO | ETANOLICO | CONTROL
POSITIVO
B. cereus - + - +++
E. coli - - ++ +++
S. typhi + - - +++
S. aureus - + - +++
P. aeruginosa - + - +++
E. aerogenes - - - +++
E. cloacae - - - +++
S. typhimurium - - - +++
C. neoformans - + - +++
C. albicans - - - -
C. parapsilosis - + - +++
T. tonsurans - +++ +++ +++
S. schenkii - - - +++

Tabla 5.- Actividad antimicrobiana de los extractos de raiz de J. dioica.

CEPAS PROBADAS EXTRACTOS DE RAIZ DE J. dioica
HEXANICO | ACETONICO | ETANOLICO | CONTROL
POSITIVO
B. cereus - - + F++
E. coli ++ - + +++
S._typhi - - + +++
S. aureus +++ ++ ++ 4+
P. aeruginosa - - - F++
E. aerogenes ++ + +++
E. cloacae + - - T+
S. typhimurium ++ - - T+
C. neoformans ++ - - F++
C. albicans ++ - ++ _
C. parapsilosis + - +++ +++
T. tonsurans - - - 4+
S. schenkii ++ ++ ++ +++
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Tabla 6.- Actividad antimicrobiana de los extractos de tallo de J. dioica.

CEPAS PROBADAS EXTRACTOS DE TALLO DE J. dioica
HEXANICO | ACETONICO | ETANOLICO | CONTROL
POSITIVO
B. cereus - - +++ F++
E. coli - - - +4+
S._typhi - - - +H+
S. aureus + - - F++
P. aeruginosa - - - I
E. aerogenes - - - +++
E. cloacae - - - ++
S. typhimurium - - - F++
C. neoformans - - + F++
C. albicans - - - -
C. parapsilosis - - - ++
T. tonsurans +++ ++ - +++
S. schenkii - - - +++

Tabla 7.- Actividad antimicrobiana de los extractos de hojas de E. pulcherrima.

CEPAS PROBADAS EXTRACTOS DE HOJAS DE E. pulcherrima
HEXANICO | ACETONICO | ETANOLICO | CONTROL
POSITIVO
B. cereus - - + +++
E. coli - - - +++
S. typhi - - + +++
S. aureus ++ ++ - +++
P. aeruginosa - - - +++
E. aerogenes - - + +++
E. cloacae - - - +++
S. typhimurium - - - +++
C. neoformans - - + +++
C. albicans - - - -
C. parapsilosis - +++ + +++
T. tonsurans - ++ - +++
S. schenkii - - - +++
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Tabla 8.- Actividad antimicrobiana de los extractos de tallo de E. trigona.

CEPAS PROBADAS EXTRACTOS DE TALLO DE E. trigona
HEXANICO | ACETONICO | ETANOLICO | CONTROL
POSITIVO
B. cereus - - ++ F++
E. coli - - ++ 4+
S. typhi - - 4+
S. aureus - ++ F++
P.. aeruginosa - - 4+
E. aerogenes ++ - +++
E. cloacae - + 4
S. typhimurium - - ++
C. neoformans - - F++
C. albicans - - -
C. parapsilosis - - F++
T. tonsurans +++ - +++
S. schenkii + - +++

5.4.- SEPARACION DE LOS EXTRACTOS CON ACTIVIDAD INHIBITORIA

PRUEBAS CROMATOGRAFICAS

Las cromatografias de los extractos etandlicos de S. molle y R. communis revelaron 7y 8

fracciones a la luz visible y ultravioleta respectivamente; el extracto hexanico de la raiz

de J. dioica reveld 6 fracciones visibles solamente a la luz ultravioleta; los colores

observados se representan en las tablas 9 a 11 y en la figura 6 se observan las

cromatografias obtenidas de los extractos anteriormente mencionados.

Tabla 9.- Fracciones separadas del extracto etandlico de hojas de Ricinus communis

FRACCIONES RF COLORALALUZ | COLORALALUZULTRA
VISIBLE VIOLETA

1 0.11 Incoloro Amarillo

2 0.28 Amarillo Naranja

3 0.48 Verde bandera Rojo

4 0.58 Amarillo claro Amarillo

5 0.66 Verde bandera Naranja

6 0.69 Verde claro Naranja

7 0.74 Verde claro Guindo

8 0.82 Verde oscuro Naranja rojizo
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Tabla 10.- Fracciones separadas del extracto etanolico de hojas de Schinus molle

FRACCIONES RF COLORALALUZ | COLORALALUZULTRA
VISIBLE VIOLETA

1 0.12 Amarillo Gris

2 0.52 Verde claro Naranja

3 0.61 Verde claro Café

4 0.71 Verde oscuro Naranja rojizo

5 0.74 Verde olivo Naranja rojizo

6 0.82 Verde claro Naranja

7 0.88 Verde oscuro Naranja

Tabla 11.- Fracciones separadas del extracto hexanico de raiz de Jatropha dioica

Figura 6.- Separacion de

FRACCIONES RF COLORALALUZ COLOR A LA LUZ ULTRA
VISIBLE VIOLETA
1 0.21 Incolora Amarilla
2 0.36 Incolora Verde limén
3 0.46 Incolora Verde limén
4 0.52 Incolora Amarilla
5 0.75 Incolora Amarilla
6 0.84 Incolora Azul
| 7
8 ' 6
7 5
6 | 4
5 | B
4 I 2
3

las fracciones de

los extractos con actividad

antimicrobiana. De izquierda a derecha: extractos etandlicos de hojas de R. communis y
de S. molle (observados a la luz visible) y extracto hexanico de raiz de J. dioica

(observado a la luz ultravioleta).
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IDENTIFICACION DE LAS FRACCIONES CON ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA POR EL METODO DE BIOAUTOGRAFIA

Por medio del método de bioautografia se encontrd que las fracciones con Rf de 0.36 y
0.46 presentaron actividad sobre S. aureus; mientras que la fraccion con Rf de 0.84
mostro actividad contra C. parapsilosis. A pesar de que los extractos etanélicos de hoja
de R. communis y S. molle mostraron actividad por el método de difusion en placa no se
observo actividad alguna por las fracciones separadas de los mismos en el método de
bioautografia. Los resultados de la actividad del extracto hexanico de la raiz de J. dioica
se pueden observar en la tabla 12. En la figura 8 se muestra el efecto inhibitorio de las

fracciones con Rf 0.36 y 0.46 sobre S. aureus, reveladas con MTT.

Tabla 12.- Actividad antimicrobiana de las fracciones del extracto hexanico de raiz de J.
dioica

FRACCIONES ACTIVAS DEL
Microorganismos EXTRACTO HEXANICO DE LA
RAIZ DE J. dioica

0.36 0.46 0.84
B. cereus - - -
E. coli - - -
S. typhi - - -
S. aureus + + -
Pseudomonas sp - - -
E. aerogenes - - -
E. cloacae - - -
S. typhimurium - - -
C. neoformans - - -
C. albicans - - -
C. parapsilosis - - +
T. tonsurans - - -
S. schenkii - - -
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Figura 7.- Efecto inhibitorio sobre S. aureus presentado por las fracciones con Rf 0.36 y
0.46 reveladas con MTT.

55.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LOS
EXTRACTOS CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

El extracto etandlico de R. communis a las concentraciones de 10, 100 y 1000 ug/mL no
fue citotoxico sobre las lineas celulares CHANG (viabilidad de 94, 100 y 96 %
respectivamente) y LLCPK-1 (97, 97 y 100%), sin embargo en la linea celular OK se
observo disminucién de la viabilidad dependiente de la dosis (89, 78 y 59 %

respectivamente).

El extracto etandlico de S. molle presenté un efecto inverso en la proliferacion celular
sobre la linea celular CHANG ya que se observo una viabilidad de 69, 77 y 97 % a las
concentraciones de 10, 100 y 1000 ug/mL respectivamente. Un efecto similar se observd
en las células OK con 93, 60 y 63 % a las dosis mencionadas. No se observo
citotoxicidad de éste extracto sobre las células LLCPK-1, en las cuales se observaron

porcentajes de viabilidad de 96, 98 y 95 % a 10, 100 y 1000 pg/mL respectivamente.

El extracto hexanico de raiz de J. dioica a las concentraciones de 10, 100 y 1000 pg/mL
no fue citotoxico sobre las lineas celulares CHANG (viabilidad de 91, 86 y 74 %
respectivamente) y LLCPK-1 (91, 93 y 84 %), sin embargo en la linea celular OK se

observo disminucion de la viabilidad dependiente de la dosis (78, 60 y 60 %).
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No se observo efecto citotoxico de la fraccion 0.36 (10 ug/mL) proveniente del extracto
hexanico de raiz de J. dioica sobre la linea LLCPK-1 (94 % de viabilidad) mientras que
las fracciones 0.46 y 0.84 mostraron porcentajes de 97 y 102 % a esta misma
concentracion. A la concentracion intermedia (100 ug/mL) se encontraron porcentajes
de viabilidad de 88, 95 y 90 % para las fracciones 0.36, 0.46 y 0.84, lo que indica que
estas fracciones no son citotoxicas. En la concentracion de 1000 pug/mL se observaron
porcentajes de viabilidad de 86, 85 y 82 para las fracciones 0.36, 0.46 y 0.84. Sobre las
células OK, las fracciones 0.36, 0.46 (98%) vy 0.84 (100%) no presentaron actividad
citotoxica a la concentracion de 10 ug/mL. Este mismo efecto fue observado en las
concentraciones de 100 ug/mL (94, 97 y 93 % de viabilidad) y 1000 ug/mL (94, 97 y 93

%) con las fracciones 0.36, 0.46 y 0.84 respectivamente. Estos resultados se ilustran en
las graficas 1-6.
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% viabilidad
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10 100 1000 1 OK
pg/mL LLCPK-1

Gréfica 1.- Extracto etandlico de hojas de R. communis sobre las lineas celulares
CHANG, OK y LLCPK-1.
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Graéfica 2.- Extracto etanolico de hojas de Schinus molle sobre las lineas celulares

CHANG, OK'y LLCPK-1.
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Gréfica 3.- Extracto hexanico de raiz de Jatropha dioica sobre las lineas celulares

CHANG, OK 'y LLCPK-1.

44



ECB., UANL. TESIS DOCTORAL SONIA YESENIA SILVA BELMARES

120 -
100 -
kS 94
= 80 - 88 86
=
[
S 60 -
()
o
40 -
20 1 B J DIOICA
ol BN SN F9 BN 2 FS B ) FRACCION 2
10 100 1000 B FRACCION 3
pg/mL B FRACCION 6

Gréfica 4.- Efecto del extracto hexanico de la raiz de Jatropha dioica y las fracciones 2,
120 +

3y 6 (Rf=0.36,0.46 y 0.84) sobre células LLCPK-1
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Grafica 5.- Efecto del extracto hexanico de la raiz de Jatropha dioica y las fracciones 2,
3y6 (Rf=0.36,0.46 y 0.84) sobre células CHANG
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Gréfica 6.- Efecto del extracto hexanico de la raiz de Jatropha dioica y las fracciones 2,
3y6 (Rf=0.36,0.46 y 0.84) sobre células OK
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5.6.- DETERMINACION DE GRUPOS FUNCIONALES POR PRUEBAS
QUIMICAS

Se encontraron instauraciones en el extracto hexanico de la raiz de J. dioica (EHRJD) y
en las fracciones 0.36 y 0.84 del mismo, asi como en los extractos etanolicos de S. molle
y R. communis. Se observaron triterpenos en el EHRJD y en la fraccion con Rf de 0.36 y
en los extractos etandlicos de hojas de R. communis y S. molle (EEHRC y EEHSM));
ademas de coumarinas, sesquiterpenos y alcaloides. También se observo la presencia de
esteroles en todos los extractos y fracciones asi como de lactonas en las fracciones con
Rf de 0.36 y 0.46. Se observé ademas la presencia de grupo carbonilo en las fracciones
0.36 y 0.84 asi como en el extracto del cual provenian, y en los EEHRC y EEHSM. Asi
mismo se encontré6 que tanto en EHRJD como las fracciones probadas contenian

carbohidratos. Estos resultados se resumen en la tabla 13.

Tabla 13.- Grupos funcionales presentes en los extractos y fracciones con actividad

antimicrobiana.

PRUEBA QUIMICA | GRUPO FUNCIONAL EHRIJD| F2| F3| F6| EEHRC| EEHSM
KMnO4 Insaturaciones + + - + + +
Br/CCly Insaturaciones + + - - - +
Liberman Burchard Triterpenos + + - - + +
KOH Coumarinas - - - - ¥ ¥
Baljet Sesquiterpenlactonas - - - - + T
Shinoda Flavonoides - - - - - -
Salkowsky Esteroles y metilesteroles + + + + + +
2,4 DNF Grupo carbonilo + + - + + T
Dragendorf Alcaloides - - - - + T
Molisch Carbohidratos + + + + - -
CoCl; Saponinas - -

NaOH Lactonas - + + - - ;

EHRJD = Extracto hexanico de raiz de J. dioica, F1 = fraccién con Rf de 0.36 del extracto hexanico de raiz de J. dioica, F2=
fraccion con Rf de 0.46 del extracto hexanico de raiz de J. dioica, F6 = fraccion con Rf de 0.84 del extracto hexanico de raiz de J.
dioica EEHRC= Extracto etandlico de hoja de R. communis, EEHSM = Extracto etanélico de hoja de S. molle.
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5.7.- ANALISIS ESPECTROSCOPICO DE MASAS ACOPLADO A
CROMATOGRAFIA DE GASES DE LAS FRACCIONES DEL EXTRACTO
HEXANICO DE LA RAIZ DE J. dioica CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Los resultados de la cromatografia de gases acoplada al espectrofotdmetro de masas
mostraron que el pico de mayor altura se observé a un tiempo de retencién de 20.86 min
mientras que el analisis de masas revelé un rompimiento en M-18, el cual se observa en
el pico de 396 m/z y el otro en M-43 que se observa en el pico de 145 m/z los cuales
son caracteristicos del Stigmast-5-en-3-ol con un peso molecular de 413 revelado por el
pico base. Esto es por comparacion de los picos obtenidos de la fraccion con Rf de 0.84
del extracto hexanico de la raiz de J. dioica con el espectro de esta sustancia obtenida
de la libreria de la base de datos Wiley 275 L del equipo utilizado. Los resultados se

observan en las figuras 8 y 9.

Abundance TIC: MTA-05.0

Jy ‘ MWM
i oy
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6.00 a.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Figura 8.- Cromatografia de gases de la fraccion con Rf 0.84 del extracto hexanico

de J. dioica.
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Abundance Scan 3111 (20.860 min): MTA-05.D
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Figura 9.- Espectros de masas de la fraccion con Rf de 0.84 del extracto hexanico de J.
dioica (parte superior) y Stigmast-5-en-3-ol (parte inferior) reportados por el Software
del equipo utilizado
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5.8.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
DE LAS FRACCIONES ACTIVAS DEL EXTRACTO HEXANICO DE J. dioica

La CMI de la fraccion con Rf de 0.36 fue de 50 ug/mL sobre C. neoformans, y de 400,
200 y 100 pug/mL sobre S. aureus, E. coli y C. albicans respectivamente. Mientras que
con la fraccion con Rf de 0.46 y 0.84 se obtuvo una CMI de 25, 100, 200 y 400 ug/mL
sobre C. neoformans, C. albicans, E. coli y S. aureus. Los controles utilizados
presentaron CMIs de 5.0 y 20.0 pg/mL (fluconazol) sobre C. neofromans y C. albicans y
1.95 mg/mL (gentamicina) sobre S. aureus y E. coli. En la figura 10 se observan las
CMI de las fracciones con actividad antimicrobiana sobre S. aureus y en la tabla 14 se
ven las concentraciones minimas inhibitorias de las fracciones activas del extracto

hexanico de la raiz de J. dioica.

Figura 10.- CMI de las fracciones con actividad antimicrobiana sobre S. aureus. De
izquierda a derecha se observan el control con etanol (CE) en la primer columna, control
sin tratamiento en la segunda (CST); por duplicado las fracciones activas con Rf de
0.36, 0.46 y 0.84 a partir de la tercer columna.
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Tabla 14.- Concentracion minima inhibitoria de las fracciones activas del extracto
hexanico de la raiz de J. dioica

FRACCION MICROORGANISMOS PROBADOS
S.aureus | E.coli C. albicans | C. neoformans
0.36 400 200 100 50
0.46 400 200 100 25
0.84 400 200 100 25
gentamicina 1.95 1.95 NP NP
fluconazol NP NP 20 5

NP = NO PROBADO
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6.- DISCUSION

Se tienen antecedentes de que E. trigona se utiliza en medicina tradicional para tratar
sifilis y algunas enfermedades de piel causadas por hongos dermatofitos, lo que se puede
relacionar con la actividad antimicrobiana presentada por el extracto etandlico sobre B.
cereus y E. coli y del extracto acetonico de la misma sobre T. tonsurans aungque no se
tengan reportes d la actividad antifungica y antibacteriana de esta planta (Mitchell J. y
G. Breyer, 1962).

Se ha reportado que E. pulcherima posee actividad sobre bacterias, hongos y
protozoarios (Smith K. I. et al., 1996) y que en los componentes de esta planta existen
fenoles (Santucci B. et al., 1985; Massmanian A., 1998) los cuales son moléculas
conocidas por su efecto antiflngico, esto podria explicar porqué el extracto acetonico de
E. pulcherrima presenté mayor efecto sobre C. parapsilosis.

Los extractos etandlicos de hojas de R. communis presentaron mayor efecto sobre E.
coli, S. aureus, C. albicans y C. parapsilosis; esta actividad antimicrobiana se suma a la
mencionada por Mitchell J. y G. Breyer (1962), quienes reportaron que la infusion de
hojas presentaba efecto antimicrobiano sobre Mycobacterium tuberculosis. Los extractos
acetonico y etanolico de la semilla de R. communis presentaron actividad relevante sobre
T. tonsurans. Sin embargo las fracciones separadas de este extracto no mostraron
actividad antimicrobiana por el método de bioautografia, lo que sugiere un efecto

sinérgico entre los componentes de los extractos.

Aunque Sanchez O (1980) menciona a la ricina como uno de los venenos mas potentes,
esta sustancia no se encuentra en la hoja sino en la semilla, las pruebas de citotoxicidad
revelaron que a las concentraciones de 10, 100 y 1000 ug/mL del extracto etandlico de
R. communis la viabilidad fue de 94, 100 y 96 % sobre la linea celular CHANG. Sin
embargo en las células OK se observd disminucion de la viabilidad a medida que
aumentaba la concentracién, presentandose un 89, 78 y 59 % de células vivas en el
mismo orden de concentracion anteriormente mencionado. La linea LLCPK-1 no se vio

significativamente afectada por el extracto ya que se obtuvo un 97 % de viabilidad en las
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dos concentraciones mayores y un 100 % en la de 10 pg/mL. Lo anterior indica que el
extracto de hojas de R. communis no es toxico para la lineas CHANG y LLCPK-1, y
que la citotoxicidad observada sobre las células OK puede deberse a otro componente

presente en el follaje y no a la ricina.

Los extractos etanolicos de hojas de S. molle presentaron mayor efecto sobre sobre E.
coli, S. aureus, C. albicans y T. tonsurans esto se corrobora con lo mencionado por
Gundidza M. (1999) quien observo que los extractos acuosos y etandlicos presentaban
actividad contra E. coli, S. aureus y algunos hongos patégenos de granos de almacén;
ademas del efecto antifungico del aceite esencial de esta planta sobre T. tonsurans
observado por Dikshit A. y cols. (986).

A pesar de lo anterior la bioautografia realizada al extracto de hoja de S. molle no
mostrd actividad antimicrobiana, posiblemente por el sinergismo entre los compuestos
presentes en los extractos crudos, el cual hace que el efecto se potencialice cuando se

encuentran juntos.

Las pruebas para la determinacion del efecto citotoxico demostraron que el extracto
etandlico de S. molle presentaba un 95, 98 y 96 % de viabilidad para las dosis de 1000,
100 y 10 pg/mL respectivamente sobre las células LLCPK-1; ademéas de presentar un
efecto inverso en la proliferacién celular de la linea celular CHANG ya que se observd
un 69 % de células viables en la concentracion de 10 ug/mL y 77 y 97 % en la de 100 y
1000. La viabilidad de la linea celular OK frente a este extracto fue de 93, 60y 63 % a
las concentraciones de 1000, 100 y 10 pug/mL. Los resultados mostrados mediante estas
pruebas demuestran que este extracto no es citotdxico para ninguna de las lineas
celulares ya que en todas las dosis probadas se observa una viabilidad mayor del 50 %.
Sin embargo existe una selectividad en el efecto citotoxico sobre las lineas celulares
probadas ya que de acuerdo a lo mencionado por Ruffa y cols. (2002), el extracto
metanolico, de polaridad semejante al probado en este estudio presenta efecto sobre

linea de carcinoma hepatocelular Hep G2 con una ICso de 50 + 7 pg/mL.
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Muchas especies de Jatropha han sido utilizadas en medicina tradicional por sus
propiedades antisépticas y se han aislado compuestos como la 2-epi-jatrogrossidiona y el
diterpenramnofolano, los cuales presentan actividad antimicrobiana (Can A., et al.,
2004). Con lo anteriormente mencionado y los resultados encontrados en este trabajo
acerca de la actividad antimicrobiana, se relaciona el efecto mostrado por el extracto
hexanico de raiz de J. dioica ya que es una especie perteneciente a este género y en este
estudio revelo efecto antimicrobiano fuerte sobre S. aureus, moderado sobre E. coli, S.
typhimurium, C. albicans, C. neoformans y S. schenkii y actividad débil sobre C.
parapsilosis y E. cloacae. Dichos resultados concuerdan con los reportados por
Villarreal A. M. y X. Dominguez (1988) quienes describieron esta actividad en J. dioica
y otras especies de Jatropha, y lo observado por Sanchez C. A. (1995) quien encontro

actividad de los extractos etandlicos de Jatropha dioica sobre B. cereus y S. aureus.

La fraccion con Rf de 0.84 del extracto hexanico de raiz de J. dioica present6 actividad
sobre C. parapsilosis por el método de bioautografia; mientras que las fracciones con Rf

0.36, 0.46 del mismo extracto presentaron actividad sobre S. aureus.

Aunque no se han presentado reportes acerca de la concentracién minima inhibitoria
(CMI) de los extractos o compuestos obtenidos de J. dioica, se sabe que los extractos
hexanicos de la raiz de J. multifida, inhiben el crecimiento de B. subtilis y S. aureus a
concentracion de 200 pg/disco (Aiyelaagbe O., 2000; Levin Y., 2000), y que los
extractos hexanicos, cloroférmicos y metandlicos de la raiz de Jatropha podagrica
poseen actividad antimicrobiana a 20 mg/mL. También se sabe que los extractos
hexanicos son mas activos sobre S. auerus y B. cereus y tienen actividad moderada
sobre C. albicans (Aiyelaagbe O., 2000); lo cual indica que los extractos hexanicos de la
raiz de J. dioica son mas activos sobre C. albicans que los de J. podagrica. Estos datos
apoyan los resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que de acuerdo a las pruebas
realizadas para determinar la CMI de las fracciones activas con Rf de 0.36, 0.46 y 0.84
se encontro actividad a 100 pug/mL sobre C. albicans aunque no se haya presentado
efecto sobre este microorganismo por bioautografia. Este ultimo hecho puede ser

explicado tomando como base que posiblemente existe una baja concentracion de la
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fraccion en dicho método, ademas se observo una CMI de 200 ug/mL sobre E. coli y de
400 sobre S. aureus, al igual que el extracto de J. multifida sobre este dltimo
microorganismo. La fraccion con Rf 0.36 mostro actividad sobre C. neoformans a 50
ug/mL, mientras que las fracciones 0.46 y 0.84 la presentaron a 25 sobre el mismo

microorganismo.

Los resultados de las pruebas quimicas revelaron la presencia de esteroles y
metilesteroles en las 3 fracciones, asi como en el extracto del cual provenian, las
fracciones 0.36 y 0.84 revelaron la presencia de grupo carbonilo y de instauraciones,
ademas, la de 0.36 revel6 la presencia de triterpenos, lo que se relaciona con lo obtenido
por Villarreal A. M. y X. Dominguez. (1988) quienes determinaron la presencia de -
sitosterol (esterol) citlalitriona (diterpeno) ademas de jatropholona B y riolozatriona.
También se han reportado compuestos de naturaleza semejante en otras especies de la
familia euphorbiaceae, como el sitosterol encontrado en Claoxylon polot (Wai H. et al.,
1976), B-sitosterol-O-glucdsido de los extractos metandlicos de Croton urucurana
Baillon (Euphorbiaceae) (Peres M.T. et al., 1997), acido diterpénico 9(11)-

dehidrokaurenico y &cido hardwikiico en Croton draco (Murillo R. M. et al., 2001).

Ajali U. y cols. (2002), observaron que los glucésidos esteroidales de las fracciones
obtenidas por cromatografia en capa fina del extracto metandlico de Euphorbia poissoni
presentaban actividad antimicrobiana por lo cual se supone que el Stigmast-5-en-3-ol
revelado por espectroscopia de masas acoplada a cromatografia de gases en la fraccion
con Rf de 0.84 del extracto hexanico de raiz de J. dioica presenta dicha actividad ya que
son compuestos de estructura semejante (Ajali U. et al., 2002) y aunque no se tenian
reportes de esta sustancia en esta especie vegetal se tiene antecedentes de que existe
efecto antimicrobiano sobre S. aureus, E. coli, B. subtilis y P. aeruginosa por esta
sustancia en Cosmos caudatus especie no perteneciente a la familia Euphorbiaceae
(Ragasa C. Y., etal.)

Aungue se ha observado que muchas especies de la familia Euphorbiaceae presentan

componentes altamente toxicos capaces de destruir células normales en mamiferos y
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provocar severos cambios en la produccion de plaquetas y prostaglandinas (Whelan L.
C. y M. F. Ryan, 2003); los extractos y fracciones probadas sobre las lineas celulares
normales CHANG, OK y LLCPK-1 no mostraron efecto citotdxico significativo. Esto es
posiblemente debido a que existe selectividad de los componentes de la raiz de J. dioica
sobre las células en las cuales actla ya que se ha reportado inhibicién del crecimiento de
células de leucemia linfocitica (Villarreal A.M. y X. Dominguez, 1988). Sin embargo,
en este estudio se observo que el efecto citotdxico es influenciado directamente por la
concentracion de los extractos y fracciones, ya que el extracto hexanico de raiz de J.
dioica present6 mayor porcentaje de células vivas en la concentracion mas baja sobre las
células de CHANG, el cual disminuyé conforme aumentaba la concentracién ya que se
obtuvieron porcentajes de células viables de 91, 86 y 74, mientras que para la linea OK
se encontrd 78, 60 y 60% de viabilidad y para la linea LLCPK-1 91, 93 y 84 (en las
concentraciones de 10, 100 y 1000 respectivamente).

En las fracciones obtenidas del extracto hexanico de raiz de J. dioica sobre las células
LLCPK-1 se observé que la fraccion con Rf 0.36 del mismo presentaba un 94 % de
células viables en la concentracion de 10 ug/mL, comparada con la obtenida en el
extracto que fue de 91%; mientras que las fracciones 0.46 y 0.84 mostraron porcentajes
de 97 y 102 % en esta concentracion. El valor de 102 % sugiere que existe un aumento
en la proliferacion de la linea celular con la fraccion pura ya que en el extracto no se
observa este efecto. A la concentracion intermedia (100 ug/mL) se encontraron
porcentajes de viabilidad de 88, 95 y 90 para las fracciones 0.36, 0.46 y 0.84, lo que
indica que la fracciones no son citotoxicas comparadas con el extracto (93 %). En la
concentracion de 1000 ug/mL se observaron 86, 85y 82 % de crecimiento celular de las

fracciones 0.36, 0.46 y 0.84, mientras que el extracto presenté un 84 %.

Las fracciones 0.36 y 0.46 mostraron porcentajes de viabilidad de 98, mientras que la
fraccion con Rf de 0.84 un 100 % en la concentracion de 10 ug/mL sobre las células
OK, el cual difiere del 78 % presentado por el extracto. Esto sugiere que en el extracto
crudo existe algin componente que aumenta la toxicidad sobre estas células. Este mismo

efecto fue observado en las concentraciones de 100 y 1000 pg/mL debido a que se

55



ECB., UANL. TESIS DOCTORAL SONIA YESENIA SILVA BELMARES

obtuvo un 94, 97 y 93 % en la primera y 84, 89 y 87 en la segunda con las fracciones
0.36, 0.46 y 0.84 respectivamente comparado con el 60 % presentado en el extracto.
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7.- CONCLUSIONES

v El extracto etandlico de hojas de S. molle fue activo contra E. coli, S. aureus, C.
albicans y T. tonsurans y no fue citotdxico para las lineas celulares normales
LLCPK-1, OK'y CHANG.

v' El extracto etandlico hojas de R. communis mostrd actividad biol6gica contra E.
coli, S. aureus, C. albicans y C. parapsilosis y no fue citotdxico para las lineas
celulares normales LLCPK-1, OK y CHANG.

v El extracto etandlico E. trigona presenta actividad antimicrobiana sobre B.
cereus y E. coli y el acetdnico sobre T. tonsurans. Mientras que el extracto
acetonico de E. pulcherrima presenta efecto sobre C. parapsilosis.

v" El extracto hexanico de la raiz de J. dioica mostr6 actividad fuerte contra S.
aureus, moderada sobre E. coli, S. typhimurium, C. albicans, C. neoformans y S.
schenkii y actividad débil sobre C. parapsilosis y E. cloacae. Este extracto no fue
citotoxico contra lineas celulares normales.

v" No se observo efecto de las fracciones de los extractos etanélicos de S. molle y
R. communis, E. trigona y E. pulcherrima, a diferencia de la actividad presentada
por los extractos crudos, lo que indica que existe sinergismo en los compuestos
presentes en estos extractos.

v’ Se aislaron tres fracciones activas a partir del extracto hexanico de raiz de J.
dioica, una con actividad sobre C. parapsilosis (25 ug/mL), C. albicans (100
ug/mL), E. coli (200 pg/mL) y S. aureus (400 pg/mL). Las otras dos fueron
activas sobre S. aureus y C. neoformans (50 pg/mL). Estas fracciones
presentaron esteroles, metilesteroles, grupo carbonilo e instauraciones. La
fraccion con Rf de 0.84 del extracto hexanico de raiz de J. dioica revelo por
espectroscopia de masas la presencia de Stigmast-5-en-3-ol.

v" Con los resultados obtenidos se cumplen los propdésitos planteados en esta
investigacion debido a que se prob6 que todas las plantas utilizadas presentaron
efecto antimicrobiano y que los extractos con mayor actividad o fracciones
aisladas de ellos no son citotdxicas sobre las lineas celulares normales LLCPK-1,
OK 'y CHANG.
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8.- PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION

Las perspectivas derivadas del presente trabajo son las siguientes:

Buscar nuevos metodos de extraccion de los compuestos con actividad para

obtencion de mejores rendimientos.

Aislar e identificar los compuestos activos presentes en los extractos de E.

pulcherrimay E. trigona.

Determinar la CMI de los extractos etandlicos de hojas de R. communis y S.

molle y del hexanico de raiz de J. dioica.

Evaluar la actividad antimicrobiana y toxicidad de los extractos y fracciones

aisladas in vivo.
Investigar la actividad antimicrobiana de otras partes de las plantas estudiadas.
Validar o descartar la accion de triterpenos, coumarinas, sesquiterpenlactonas y

alcaloides como responsables de la accion antimicrobiana en los extractos de R.

communis y S. molle observada en este estudio.
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