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Resumen
Estudio quimico biodirigido y evaluacién antimicrobiana in vitro de Jatropha dioica

I. Resumen

Las enfermedades infecciosas representan un problema importante de salud y son una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. Jatropha dioica
(sangregado) es una especie ampliamente conocida en México Yy utilizada
tradicionalmente para el tratamiento de padecimientos asociados a microorganismos. En
este estudio se evalud la actividad antimicrobiana de extractos metandlicos y de
diclorometano de rizomas Yy tallos de plantas colectadas en el municipio de Cadereyta y
Quereétaro. Se realizd6 un fraccionamiento sistematico y biodirigido del extracto de
diclorometano utilizando técnicas cromatograficas y bioautografia. Se obtuvieron
fracciones y compuestos puros los cuales fueron probados utilizando el método de
dilucion seriada en agar contra microorganismos con importancia médica: Escherichia
coli, Streptococcus faecalis, Salmonella typhi, Staphylococcus albus, Candida albicans,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum y Aspergillus niger y se determiné
su Concentracion Minima Inhibitoria (MIC). Finalmente se hizo una cuantificacion por
HPLC de los compuestos activos para comparar las concentraciones por tipo de tejido y

lugar de colecta.

Los valores del MIC muestran que los extractos de diclorometano y metanol de J.
dioica presentan actividad antifungica importante, que los rizomas son mas activos que
los tallos y que los extractos de diclorometano son mas activos que los metandlicos
contra los dermatofitos ensayados. Se lograron purificar los compuestos AxV1, AxV2,
Citlalitrione y B-Sitosterol. EI compuesto AxV1 presentd actividad antimicrobiana in
vitro contra el dermatofito Trichophyton rubrum (0.050ug/ml) y contra Aspergillus
niger (200pg/ml), asi como contra las bacterias Gram + Staphylococcus aurus
(100pg/ml) y Salmonella typhi (100pg/ml). EI compuesto AxV2 presentd actividad
contra Trichophyton rubrum a 200ug/ml.

Las pruebas de cuantificacion de los compuestos con actividad antimicrobiana AxV1 'y
AxV2 indican que las plantas provenientes de Cadereyta tienen una mayor
concentracion del compuesto mas activo AxV1 que las plantas de Quereétaro.

(Sangregado, actividad antimicrobiana, bioautografia, caracterizacion fitoquimica,

técnicas cromatograficas).



Summary
Estudio quimico biodirigido y evaluacién antimicrobiana in vitro de Jatropha dioica

Ii. Summary

Infectious diseases represent an important health problem and have been considered
cause or morbility and mortality worldwide. Jatropha dioica (sangregado) is
aspecieswell known in Mexico and traditionally used for treatment of microorganism-
associated illnesses. In this study, antimicrobial activity of methanolic and
dichloromethane extracts from rhizome and stems of plants collected in two zones were
evaluated. A systematic, biodirected fragmentation of dichloromethane extract was
complete using chromatographic and bioautographic techniques. Fractions and isolated
compounds obtained which were tested using agar serial-dilution method against
important medical microorganisms: Escherichia coli, Streptococcus faecalis,
Salmonella typhi, Staphylococcus aurus, Candida albicans, Trichophyton rubrum and
Aspergillus niger and Minimum Inhibitory Concentration was determined. Finally, an
HPLC quantification of active compounds was carrying out to compare concentrations
by tissue and plants collect area.

MIC values show methanol and dichloromethane extracts from J. dioica have an
importan antifungal activity, rhizomes are more active than stems and dichloromethane

extracts are more active than methanolic against essayed dermatophytes.

AxV1, AxV2, Citlalitrione and B-Sitosterol compounds were purified. AXV1 compound
show in-vitro activity against Trichophyton rubrum dermatophyte (0.050pg/ml) and
against Aspergillus niger (200ug/ml), also against Staphylococcus albus (100ug/ml) y
Salmonella typhi (100pg/ml) Gram+ bacterias. AxV2 compound showed activity
against Trichophyton rubrum at (200pg/ml).

Cuantification tests of antimicrobial-activity compounds AxV1 and AxV2 show that
plants collected from Cadereyta have a greater concentration of most active compound

AxV1 than plants from Queretaro.

(Sangregado, antimicrobial activity, bioautography, phytochemical characterization,

chromatographic techniques).
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Abreviaturas:

°C: Grados centigrados
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13C: carbono 13

'H: Hidrégeno

An: A. niger: Aspergillus niger

Ca: C. albicans: Candida albicans

Ce (NH4)4 (SO4)4:,H,0): sulfato sérico amoniacal

CJd1: Columna J. dioica numero 1

CJd2: Columna J. dioica numero 2

CJd3: Columna J. dioica numero 3

CJd4: Columna J. dioica numero 4
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WHO: Word Health Organization



Introduccién
Estudio quimico biodirigido y evaluacién antimicrobiana in vitro de Jatropha dioica

1. Introduccion
Las enfermedades infecciosas representan un problema importante de salud y son una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo (Coto, 2005). En la
era de las vacunas, los antibioticos y los progresos cientificos, esas enfermedades
deberian estar sometidas a control. Sin embargo, existen factores como la marginacion y
la falta de cobertura de servicios de salud asi como el aumento a la resistencia
microbiana ante los agentes antibidticos de las ultimas tres décadas, que en suma se
traduce en un insuficiente control de las enfermedades que siguen causando muertes en
la actualidad a un ritmo alarmante (Chopra et al., 1996; Baquero, 1997; WHO 2002;
NCID, 2002; Deive, 1979 en Ososki et al., 2002). Ante esta situacion, ha aumentado el

interés en encontrar nuevos prototipos de agentes antimicrobianos.

Estudios recientes se han enfocado no sélo en el uso etnobotanico de las plantas sino
también estan dirigidos hacia su importancia en medicina, por sus efectos
farmacoldgicos o quimioterapéuticos y de su potencialidad para desarrollar nuevos
medicamentos a partir de sus estructuras (Phillipson, 1994; Adamu, 2005). Por lo que se
han dirigido los esfuerzos al estudio de plantas medicinales como fuentes de potenciales
agentes con actividad de antimicrobiana (Kumar et. al., 2006). En México existen cerca
de 5000 especies de plantas con uso medicinal (Frei et al., 1998) lo que representa una
fuente potencial de compuestos medicinales poco explorada.

Este trabajo de investigacion presenta una aportacion en los conocimientos de los
compuestos quimicos con actividad antimicrobiana de la planta medicinal Jatropha
dioica o0 “Sangregado” por su nombre comun, contra cepas de importancia médica en
México, apoyando con bases cientificas su uso etnobotanico y su potencialidad para

obtener nuevos fitomedicamentos a partir de los extractos y compuestos encontrados.



Antecedentes
Estudio quimico biodirigido y evaluacién antimicrobiana in vitro de Jatropha dioica

2. Antecedentes

2.1. Enfermedades infecciosas

Las enfermedades infecciosas son la segunda causa de muerte después de las
enfermedades cardiovasculares. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
sobre un total de 57 millones de muertes ocurridas en el mundo en el 2002, alrededor de
15 millones (25 %), fueron causadas por microorganismos (WHO report 2002; Coto,
2005). Actualmente, las enfermedades infecciosas amenazan los avances obtenidos en
salud y esperanza de vida y son consideradas la primer causa de muerte en nifios en el
mundo ocasionando mas de 13 millones de defunciones al afio, es decir, una de cada dos
muertes en los paises en desarrollo (WHO report 2002; Coto, 2005).

Incluso, actualmente existen numerosos estudios enfocados a enfermedades que antes se
consideraban sin relacion a infecciones, que ahora se sabe que estan directamente
relacionadas a infecciones crénicas causadas por microorganismos, en particular

algunos tipos de cancer (Forman, 1991; Perwez et al., 2003).

Por otro lado, ademas de la morbilidad y mortalidad causada por enfermedades
infecciosas existen otros factores que han sido estudiados como parte de las
consecuencias colaterales de las enfermedades infecciosas, tales como la magnitud del
dolor y del sufrimiento individuales provocados por las enfermedades infecciosas, la
disminucion de las capacidades que pueden ocasionar principalmente en los paises en
desarrollo, la prevalencia y repeticion de los procesos infecciosos y su relacién con la
incapacidad de asistir a trabajar, el impacto de enfermedades infecciosas que generan
graves deformidades o que son causa de mutilacion y los dafios psicoldgicos a causa del

dolor, la depresion, la verglienza y angustia (WHO report, 2002).

2.2. Enfermedades de origen microbiano con importancia médica en México
Reportes emitidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indican que, a nivel
global, son seis las enfermedades que causan el 90% de las defunciones por
enfermedades infecciosas, entre ellas se encuentran la neumonia, la tuberculosis, las
enfermedades diarreicas, el paludismo, el sarampidn y més recientemente el VIH/SIDA,
las cuales provocan mas de la mitad de todas las defunciones prematuras, causando

sobre todo la muerte de nifios y adultos jovenes (WHO report 2002).
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Las enfermedades de etiologia infecto-contagiosa siguen siendo las principales
causantes de las muertes de los infantes en México, de hecho, tres de los cinco
principales padecimientos que ocasionan las muertes son transmisibles (tipo
infecciosas). Un analisis donde se comparan las muertes en 1985 (21.7%) contra 2007
(7.2%) muestra que las muertes por enfermedades infecciosas y parasitarias han
disminuido de manera significativa entre los menores de un afio, sin embargo sus cifras
siguen siendo alarmantes, siendo las muertes por infecciones intestinales las mas
destacables. En general las enfermedades infecciosas en los menores de un afio ocupa el
cuarto lugar (CONAPO, 2010).

En la Republica Mexicana la situacion de la mortalidad en las edades preescolares es
parecida a la infantil, en 2007, las muertes por enfermedades infecciosas y parasitarias
representaron 16%, ubicadndolas como la segunda causa de defuncion, destacando las
infecciones respiratorias (CONAPO, 2010).

En el grupo de nifios en edad escolar (5 a 14 afos) las muertes por enfermedades
infecciosas y parasitarias ocupan el cuarto lugar en nifios y la tercera causa en nifias.
Mientras que la mortalidad de adolescentes y jovenes (15 a 24 afios) por esta causa, se
ubica en cuarto lugar en varones y quinto en mujeres con 4.7 y 6.5% de defunciones.
Por otro lado, la estadistica muestra que mientras aumenta la edad en la poblacion
mexicana las enfermedades infecciosas son desplazadas a los Gltimos lugares siendo

prevalentes nuevamente en las edades mas adultas (CONAPO, 2010).

La muerte por enfermedades infecciosas y parasitarias en adultos jovenes (25 a 44 afios)
ocupan el cuarto lugar en hombres con un promedio de defunciones de 9.7%, mientras
gue no aparece dentro de los cinco causas en muertes en este grupo de edad (CONAPO,
2010).

La mortalidad de adultos maduros (45 a 64 afios) indica que las muertes por
enfermedades infecciosas y parasitarias cobraron el 3.5% del total de muertes en
mujeres de este grupo de edad en 2007, mientras que no aparece dentro de las primeras
causas de mortalidad en hombres. Finalmente, la mortalidad de adultos mayores (65
afios 0 mas) indica que la cuarta causa de muerte son las enfermedades respiratorias
crénicas con 9.5% para hombres y 7.6% para mujeres prevaleciendo las enfermedades
infecciosas respiratorias (CONAPO, 2010).
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Aunque las tendencias y niveles de la mortalidad son diferentes para cada sexo y grupo
de edad, las estadisticas de las defunciones registradas muestran que en las Gltimas dos
y media décadas las enfermedades de tipo infecciosas se encuentran entre las cinco
principales causas de muerte en Meéxico, siendo las enfermedades infecciosas

respiratorias e intestinales las méas importantes (CONAPO, 2010).

La Tabla 2.1 muestra los resultados de un estudio en Estados Unidos que relaciona las

infecciones nosocomiales y los principales agentes aislados.

Tabla 2.1. Infecciones nosocomiales y agentes relacionados
Infecciones nosocomiales

# Patégeno % cepas*
1 Estafilococos coagulasa-negativos 313
2 Staphylococcus aureus 20.2
3 Género Enterococcus 9.4
4 Género Candida 9
5 Escherichia coli 5.6
6 Género Klebsiella 4.8
7 Pseudomona aeruginosa 4.3
8 Género Enterobacter 3.9
9 Género Serratia 1.7
10 Acinetobacter baumannii 1.3

*Porcentaje de un total de 20,978 infecciones. Obtenido de Wisplinghoff, 2000.

A continuacién se mencionan algunos de los agentes causantes de enfermedades

infecciosas con importancia en México.

2.3. Agentes causantes de enfermedades infecciosas
2.3.1. Escherichia coli.

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo, aerobio facultativo. Forma parte de la flora
nativa intestinal pero también es un enteropatdgeno, el cual estd asociado a multiples
enfermedades incluyendo a la gastroenteritis e infecciones en heridas, vias respiratorias,
vias urinarias, aparato digestivo y meningitis. E. coli produce procesos inflamatorios y
es la bacteria que produce mas infecciones en heridas en los hospitales. Cuando hay una
perforacion intestinal, es la responsable de peritonitis y es la bacteria responsable del 70
a 90% de las infecciones urinarias (Jawetz et al., 2002; Murray, 2009; Romero, 2010).
E. coli es la causa mas comun de diarrea en los paises en vias de desarrollo y diarrea de
leve a moderada-severa en lactantes. Produce un sindrome similar al célera en adultos y
origina la diarrea del viajero y brotes de diarrea en cuneros (Rodriguez-Angeles, 2002;
Romero, 2010).
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Los mecanismos patogénicos de E. coli son: enteropatdgeno, enterotoxigenico,
enteroinvasivo, enterocitotoxico, enteroagregativo 'y difusamente adherente.
(Rodriguez-Angeles, 2002; Muray, 2009; Romero, 2010).

2.3.2. Salmonella typhi (Salmonella entérica serovariante typhi)
Las infecciones provocadas por S. typhi son consideradas un problema de salud publica
de gran importancia a nivel mundial (Gutiérrez-Cogco, 1996; Quintaes, 2002; Zaidi et
al. 2006; Abrescia et al., 2009). Segun datos de la EFSA (European Food Safety
Authority), Salmonella spp. es el primer causante de brotes de toxiinfeccion alimentaria
en la Union Europea (UE) en los ultimos afios (EFSA, 2009).

Se estima que cada afio se producen entre 16 y 21 millones de infecciones y entre
200,000 y 600,000 muertes por S. typhi cada afio a nivel mundial (Murray, 2009;
Quintaes, 2002; Zaidi et al., 2006). En México se han reportado alrededor de 15 mil
casos al afio de fiebre tifoidea (Zaidi et al., 2006). La incidencia de la enfermedad es
mas elevada en nifios menores de 5 afios y en adultos mayores de 60 principalmente en
nifios desfavorecidos de los paises en vias de desarrollo y un importante incremento en
la incidencia de infecciones en pacientes inmunodeprimidos (Gutiérrez-Cogco, 1996;
Zaidi et al., 2006; Murray, 2009).

La salmonelosis es causada por bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos. El
género Salmonella tiene tres especies principales: S. typhi, S. choleraesuis y S.
enteritidis y son responsables de infecciones de las cuatro formas de infeccion que son:
gastroenteritis, septicemia, fiebre entérica y colonizacion asintomatica (Murray, 2009).

La mayoria de las infecciones son resultado de la ingestion de alimentos contaminados
y de una transmision directa por via feco-oral. Una vez ingerida, Salmonella se une al la
mucosa del intestino delgado y puede colonizar a casi todos los animales (Murray,
2009; Romero, 2010).

2.3.3. Streptococcus faecalis
Pertenecen a la Familia Streptococcaceae, son Grampositivos y se han descrito
alrededor de 20 especies, siendo las mas importantes patdgenas para el hombre
Streptococcus pyogenes del grupo A, S. agalactiae del grupo B, S. faecalis del grupo D,

S. pneumoniae y el grupo viridans. (Romero, 2010).



Antecedentes
Estudio quimico biodirigido y evaluacién antimicrobiana in vitro de Jatropha dioica

Actualmente denominado Enterococcus o Streptococcus faecalis junto con E. faecium,
E. gallinarum y E. casseliflavus, son las especies que se aislan con una mayor
frecuencia y que son clinicamente las mas importantes, también constituyen frecuentes
colonizadores del aparato digestivo del ser humano y revisten importancia porque estas
especies muestran una resistencia inherente frente a la vancomicina. (Morfin et al.,
1999; Murray, 2009). Enterococus faecalis es el enterococo mas comun y causa 85 a

90% de las infecciones enterococdcicas (Jawetz et al., 2002).

Son cocos gram positivos que no generan ninguna toxina potente, por lo que en general
se considera que poseen una limitada capacidad patdgena, su virulencia viene mediada
por la capacidad de adherirse a las superficies del hospedero tapizando los tejidos
intestinales y vaginales y por tener la facultad de secretar enzimas extracelulares don
actividad hemolitica y proteolitica (citolisinas y proteasas), que producen una lesion
localizada del tejido. Ademas, en general los estreptococos presentan una resistencia

inherente a muchos de los antibi6ticos empleados normalmente (Murray, 2009).

Los estreptococos producen infecciones caracterizadas por procesos inflamatorios
supurativos y no supurativos, incluyendo infecciones urinarias, infecciones de las
heridas (sobre todo intraabdominales y en general polimicrobianas), bacterinemia y
endocarditis, principalmente en pacientes hospitalizados durante periodos prolongados y
que ha recibido antibiéticos de amplio espectro (Morfin et al., 1999; Alonso et al., 2009;
Murray, 2009; Romero, 2010).

2.3.4. Staphylococcus aureus

Pertenecen a la Familia Micrococcacea, son grampositivos, no forman esporas con pilis
o flagelos son aerobios y anaerobios facultativos. EI género Staphylococcus comprende
actualmente 32 especies y quince subespecies; las especies de importancia médica son
S. aureus, S. epidermis y S. saprophyticus (Romero, 2010). Estos estafilococos
conforman un importante grupo de patdgenos en el ser humano y originan un amplio
espectro de enfermedades sistémicas, que provocan infecciones graves en las heridas, en
los tejidos blandos, los huesos y el aparato genitourinario, asi como infecciones
oportunistas (Rodriguez y Morfin, 1999; Murray, 2009). Ademas, los estafilococos han
desarrollado una rapida resistencia a los antibiéticos después de la introduccion de la
penicilina, en la actualidad una proporcion inferior al 10% de las cepas en sensible a ese
antibiotico (Murray, 2009).
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Staphylococcus aureus es desde el punto de vista de la medicina, la bacteria mas
importante de este genero, que a diferencia de las otras especies, produce coagulasa. La
coagulasa es la proteina capaz de coagular al plasma citratado u oxalatado y actla
transformando el fibrogeno en fibrina, formando una capa sobre la bacteria que la
protege de la fagocitosis. S. epidermis puede infectar la piel, las mucosas y las heridas, y

S. saprophyticus infecta las vias urinarias (Romero, 2010).

S. aureus es la especie que se asocia con mayor frecuencia a enfermedades en el ser
humano. S. aureus resistente a meticilina (SARM) es importante porque produce graves
infecciones en pacientes hospitalizados, heridas de intervencion quirdrgica y mas
recientemente en de forma extra-hospitalaria en nifios y adultos previamente sanos
(Schwalbe et al., 1987; Rodriguez y Morfin, 1999; Murray, 2009; Alonso et al., 2009).

Las principales infecciones ocasionadas por S aureus son las lesiones en la piel
acompafiados de procesos inflamatorios tales como: Impétigos, forinculos, abscesos;
antrax estafilocdcico que es una lesion en la region de la nuca y pénfigo del recién
nacido. En el aparato respiratorio: sinusitis, otitis, faringitis, neumonitis y abscesos
pulmonares o pleurales. En el aparato digestivo: enterocolitis, abscesos del higado,
peritonitis, intoxicacion por alimentos por enterotoxina estafilocdcica. En sistema
nervioso central: meningoencefalitis, en vias urinarias: cistitis, prostatitis, nefritis, en
musculo esquelético: osteomielitis, artritis, miositis; en corazén: endocarditis,
miocardis, pericarditis; en tejidos blandos: celulitis, fascitis, abscesos, miosistis; en los
ojos conjuntivitis, foliculitis de parpados; y ademéas puede producir septicemias o
choque endotoxico (Romero, 2010). Entre los factores de virulencia estan: adhesina,
coagulasa, lipasa, hialuronidasa, estafiloquinasa, nucleasa, toxina alfa o hemolisina alfa,
toxina beta o esfingomilinasa, toxina delta o hemolisina delta, toxina gamma o
hemolisina gamma, leucocidina, enterotoxinas, exfoliatina y exotoxinas pirdgenas.
(Murray, 2009; Romero, 2010).

Ademas es considerado como un importante patégeno alimentario, y la intoxicacién
estafilococica es una de las causas mas prevalentes de gastroenteritis en el mundo.
Segun datos de la Autoridad Europea de Sanidad Alimentaria (European Food Safety
Authority, EFSA por sus siglas en inglés), S. aureus fue el causante del 4,1% de los
brotes de infecciones alimentarias acaecidos en 2006 en la Unién Europea (EFSA,
2007).
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2.3.5. Dermatofitos: Trichophyton mentagrophytesy T. rubrum

La dermatofitosis: se refiere a un complejo de enfermedades causadas por algunos
hongos filamentosos pertenecientes a los géneros Trichophyton, Epdermophyton vy
Micosporum. En conjunto a estos hongos se les conocen como dermatofitos los cuales
son queratinofilicos, es decir que tienen la capacidad de parasitar los tejidos del huésped
humano que contienen queratina, ocasionando patologias cronicas relativamente poco
inflamatorias y de dificil curacion tanto en el humano como a animales (Murray, 2009;
Adejumo y Bamidele, 2009; Romero, 2010).

Los dermatofitos son los microorganismos mas importantes que causan micosis
superficiales en el hombre, las lesiones son caracterizadas por tener una forma circular,
escamacion, alopecia y eritema en los bordes (Murray, 2009; Adejumo y Bamidele,
2009; Romero, 2010). De manera global T. rubrum y T. mentagrophytes son los
causantes de un 90% de las dermatofitosis. (Murray, 2009). Siendo Trichophyton
rubrum uno de los agentes mas importantes y prevalecientes en todas las edades
(Arenas, 2002; Rinaldi, 2000 en Hernandez et al., 2007). Actualmente en Meéxico,
constituyen del 70 al 80% de todas las micosis y tienen una frecuencia del 5% en la
consulta dermatoldgica (Arenas et al., 1999; Arenas et al., 2001). Estudios demuestran
que Trichophyton rubrum es el agente causal hasta en el 80% de los casos (Hernandez,
2007).

Trichopyton rubrum genera microconidias piriformes en ambos lados de las hifas.
Representa el agente etioldgico méas frecuente en casi todos los paises. Por su parte
Trichopyton mentagrophytes genera microconidias solitarias en forma de puros o

racimos de microconidias esféricas (Murray, 2009).

Las dermatofitosis se conocen con el nombre comin de tifias y pertenecen al grupo de
las micosis superficiales. Estas micosis se clasifican en funcion de su localizacion y de
esta forma reciben el nombre de tinea capitis, tinea cruris, tinea unguis, tinea pedis,
tinea corporis, tinea barbae y tinea manum (Romero, 2010), los principales agentes

aislados en cada padecimiento se resumen en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Padecimientos micoticos y agentes principales asociados.
Padecimiento Agente aislado con mayor frecuencia

mic6tico | T. mentagrophytes | T. rubrum | T. tonsurans | E. floccosum | M. canis

Tinea pedis + + +

Tinea manum +

Tinea corporis + + +

Tinea cruris + + +

Tinea unguis + + +

Tinea capitis + +

Obtenido de Romero, 2010.

Granuloma tricofitico o dermatofitico: Es una infeccidn por Trichophyton que afecta la
piel a nivel subepidérmico o mas profundo y se presenta en personas con factores de

inmunocompromiso e infeccidn crdnica por dermatofitos (Romero, 2010).

2.3.6. Candida albicans
Se ha determinado que las especies del género Candida conforman el grupo mas
importante de hongos patdgenos oportunistas junto con Cryptococcus neoformans y
Aspergillus fumigatus. Candida albicans constituye la cuarta causa mas frecuente de
infecciones nosocomiales septicémicas (adquiridas en el hospital-IS-) y superan a
cualquier patégeno gramnegativo individual. Se han descrito mas de 100 especies en el
género, de las cuales C. albicans es la especie aislada con una mayor frecuencia a partir

de muestras clinicas (Murray, 2009).

La incidencia anual estimada de micosis invasivas por Candida comprende entre 72 y
290 infecciones por millén de personas y se estima que entre un 25 y un 50% de las
personas sanas porta microorganismos de Candida en la microflora de la cavidad bucal
y se reconoce que C. albicans predomina en casi todos los tipos de infeccion (Foxman,
1990; Garcia et al., 2006; Murray, 2009), tanto en personas sanas como en personas con
sistema inmunoldgico disminuido (Sanchez-Vargas 2005).

Candida es el patdgeno fangico mas comun que causa infecciones endovasuclares, tales
como sepsis, infecciones en protesis vasculares e infecciones endocarditicas
(Hernandez-Cariaveral, 2009). Ademas es reconocido como el principal agente
colonizador del tracto genital femenino y se sabe que aproximadamente el 20% en
mujeres sanas son portadoras y este valor es ain mayor en las embarazadas (Foxman,

1990; Garcia et al., 2006). Segun estudios de etiologia de las infecciones cérvico-
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vaginales se han identificado hasta un 86% de aislamiento de C. albicans, lo que

demuestra su importancia en la salud del aparato (Arechavala et al., 2007).

La candidiasis vaginal aguda afecta a una elevada proporcion de mujeres en edad fertil;
cerca del 75% cursa al menos un episodio de candidiasis aguda. Es la segunda causa de
vulvovaginitis aguda después de la vaginosis bacteriana inespecifica por complejo
GAM (Gardnerella vaginalis-Anaerobios-Mycoplasma) (Eckert et al., 1998; Buscemi
et al 2004).

2.3.7. Aspergillus niger
El género aspergillus es causante de una micosis oportunista a partir de una infeccion
adquirida mediante penetracion del hongo por via respiratoria, inoculacion percutanea o

por contacto directo con las esporas (Murray, 2009).

También existen formas de aspergilosas muy localizadas en piel, oidos y 0jos, otica y la
aspergilosis pulmonar alérgica que se debe a la inhalacion de conidios y genera una
alveolitis alérgica, que se traduce en un cuadro tipo asmatico y si este cuadro es mas

severo, se produce fibrosis pulmonar, edema intersticial y vasculitis (Murray, 2009).

La frecuencia de micosis invasivas debido a hongos patégenos oportunistas ha
aumentado considerablemente a lo largo de las Gltimas décadas. Los agentes mejor
conocidos causantes de micosis oportunistas son Candida albicans, Cryptococcus
neoformans y Aspergillus fumigatus. La incidencia anual estimada de micosis invasivas
por Aspergillus es de 12 a 34 por millén, en especial se reconoce la capacidad de
producir micosis invasivas en pacientes inmunodeprimidos (Blanco, 2002; Murray,
2009).

2.4. Procesos infecciosos
El concepto de infeccion en términos epidemioldgicos significa la penetracion,
multiplicacién e invasién de un agente infeccioso en el cuerpo del hombre o de los
animales (Jawetz , 2002; Pardo, 2006).

La Cadena Epidemioldgica, es el conjunto de factores (eslabones) e interaccion directa
que se precisan para que ocurra una enfermedad infecciosa, estos eslabones son: 1)
Reservorio del agente causal (agente etiolégico infeccioso), 2) Mecanismo de

transmision y 3) Huésped susceptible, bajo la influencia del ambiente exterior. Para que
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el proceso infeccioso pueda producirse es indispensable la penetracion de los agentes
etioldgicos en el hospedero y con una patogenicidad que sean capaces de producir la
enfermedad (Jawetz 2002; Pardo, 2006).

La cantidad de agentes etiologicos indispensable para provocar un proceso infeccioso
oscila de acuerdo con diversos factores como son: la especie, patogenicidad, grado de
resistencia del macroorganismo (susceptibilidad) y también la puerta de entrada por la

cual penetran estos agentes (Jawetz 2002; Pardo, 2006).

Patogenicidad bacteriana es la capacidad de un microorganismo de producir dafio. El
grado de patogenicidad se Ilama virulencia. Los mecanismos generales de patogenicidad
de los microorganismos son tres: adhesividad, invasividad y toxigeneicidad. (Romero,
2010). Respecto a las puertas de entrada, cada especie de agente etioldgico se destaca
por la seleccion especifica que internamiento a los huésped y estas son: vias digestiva,
vias respiratoria, la piel, el ombligo, vias urinaria y genitales, las glandulas mamarias,
las conjuntivas y las vias de entrada artificial EI proceso infeccioso pasa por los

siguientes estadios: incubacion, prodromico, de manifestacion y final (Pardo, 2006).

El estadio de incubacion es la fase inicial del proceso y abarca desde el momento en que
los agentes etioldgicos penetran en el macroorganismo hasta la aparicion de los
primeros sintomas clinicos de la infeccion. A menudo este estadio oscila ampliamente
alrededor de los valores promedios que dependen de la especie, cantidad y virulencia de
los agentes etioldgicos, la resistencia del macroorganismo y de acuerdo con la puerta de
entrada de los propios agentes (Pardo, 2006).

El estadio prodromico se caracteriza por sintomas no especificos de la enfermedad
como son: la hipertermia (fiebre), el aumento de las frecuencias, de las pulsaciones y de
la respiracién, anorexia etc. Por regla general corresponde a la fase de penetracion de
los agentes etiologicos en la sangre, la que los distribuye por el organismo. Es la etapa
de generalizacion y eventualmente la de la creacion del complejo primario (Pardo,
2006).

El estadio de manifestacion se caracteriza por sintomas clinicos especificos tipicos de la
enfermedad dada. Este estadio corresponde a la fase de localizacion de los agentes
etioldgicos o de sus toxinas en determinados 6rganos o tejidos del huésped o

eventualmente a la fase de la septicemia (los gérmenes todavia pueden multiplicarse en
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la sangre). También en este estadio es posible encontrar agentes etiologicos 0 sus
toxinas en el torrente circulatorio, aunque es de sefialar que en cantidad gradualmente

decreciente (en caso de pasar al estadio de convalecencia) (Pardo, 2006).

Posteriormente, el estadio final es el resultado de la interaccion entre los agentes
etioldgicos y el macroorganismo, en condiciones dada y cuyos resultados puede ser la
convalecencia cuando tiene lugar la curacion clinica que puede producirse en forma
repentina (convalecencia critica) o gradual (convalecencia litica). En este caso el
macroorganismo se deshace del resto de los agentes etioldgicos (liberacion) o no se
deshace de ello y de esa forma es que el macroorganismo se convierte de animal

enfermo en portador de los agentes etiologicos (Pardo, 2006).

La clasificacion mas practica de las enfermedades infecciosas es la basada en su via de

transmision (Pardo, 2006).

Enfermedades de transmision digestiva. En estas enfermedades el agente
bioldgico penetra por el orificio superior del sistema digestivo, por ejemplo al consumir

alimentos o agua.

Enfermedades de transmision respiratoria. Los agentes penetran por las fosas
nasales o la boca y atraviesan las distintas barreras defensivas del sistema respiratorio
hasta alcanzar los tejidos mas susceptibles. Esta transmision puede ocurrir por la

inhalacién de agentes microbianos que se encuentran en el aire.

Enfermedades que se transmiten por contacto. En este tipo de transmision es
necesaria una relacion fisica entre el reservorio y el organismo susceptible, incluyendo

enfermedades de transmision sexual, micosis, entre otras.

Enfermedades que se transmiten por vectores. Esta transmision se produce
cuando los artropodos u otros vectores inoculan al agente causal mediante la picadura o

el deposito de este sobre la piel 0 mucosas del organismo susceptible.

Enfermedades de transmisién desconocida. A este grupo pertenecen las
enfermedades donde los conocimientos cientificos no han determinado los mecanismos

de transmision.
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2.5. Tratamiento

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por diferentes especies de
microorganismos (bacterias, hongos, actinomicetos) o sintetizados por métodos de
laboratorio, que acttan suprimiendo el crecimiento de otros microrganismos y pueden
eventualmente destruirlos. Estos compuestos difieren marcadamente en sus propiedades
fisicas, quimicas y farmacoldgicas, asi como en su mecanismo de accion y espectro
antimicrobiano (Calderwood, 1988; Jawetz 1989).

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928 por Fleming y hasta la fecha se
han descubierto nuevas herramientas terapeuticas de potencia y especificidad notables
para el tratamiento de las infecciones bacterianas (Cordiés, 1998; Brown, 2004). La
llamada “Era de Oro” de los antibidticos comenz6 en 1941 con la produccion de la
penicilina a gran escala y su utilizacion con buenos resultados en ensayos clinicos
(Goodman, 1982).

Sin embargo, el éxito de la “era de los antibidticos” se ha visto opacada por factores
como la marginacion y la falta de cobertura de servicios de salud asi como el aumento a
la resistencia microbiana ante los agentes antibioticos en las Gltimas tres décadas, lo
cual se traduce en un insuficiente control de las enfermedades que siguen causando
muertes en la actualidad a un ritmo alarmante (Chopra et al., 1996; Baquero, 1997,
WHO 2002; NCID, 2002; Deive, 1979 en Ososki et al. 2002).

El desarrollo de resistencia en los microorganismos incluye mecanismos como
alteraciones, permutacion de enzimas, sitio ribosomal o algun otro blanco contra el cual
se dirige el antimicrobiano. En algunos casos los agentes adquieren nuevas enzimas o
bloquean la entrada del agente antimicrobiano a la célula. Muchas bacterias producen
enzimas que activan de manera directa los antibidticos, en otros casos los genes que
intervienen se diseminan con facilidad por mecanismos genéticos intrincados (Morfin et
al., 1999; OMS, 2001; Wang 2006; Capoor, 2007).

Ante el sistema generalizado del uso de antimicrobianos y antibiéticos para el control de
las enfermedades de origen infeccioso, el aumento de la resistencia de los agentes
infecciosos a los medicamentos de primera linea va desde cero hasta casi 100% y en
algunos casos, la resistencia a los farmacos de segunda y tercera linea afecta

significativamente el resultado del tratamiento, debido a esta resistencia y la falta de
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cobertura de servicios, actualmente existe un gran interés incluso expresado
directamente por la OMS para el fomento del desarrollo de nuevos medicamentos y
vacunas para encontrar nuevas fuentes de antibidticos siendo las plantas una fuente de
ellos (OMS, 2001.)

2.6. Nuevas fuentes de antibioticos
Las plantas han sido utilizadas desde tiempos inmemorables como base del tratamiento
y cuidado de varias enfermedades y condiciones fisioldgicas usando métodos
tradicionales (Nickell, 1959; Hodoshima et al., 2004).

Estudios recientes se han enfocado no sélo en el uso etnobotanico de las plantas sino
también estan dirigidos hacia su importancia en medicina, por sus efectos
farmacoldgicos o quimioterapéuticos y de su potencialidad para desarrollar nuevos
medicamentos a partir de sus estructuras (Phillipson, 1994; Adamu, 2005). Por lo
anterior, se han dirigido los esfuerzos al estudio de plantas medicinales como fuentes de
potenciales agentes con actividad de antimicrobiana (Kumar et. al., 2006). En México
existen cerca de 5000 especies de plantas con uso medicinal (Frei et al., 1998) lo que
representa una fuente potencial de metabolitos secundarios con actividad

antimicrobianos poco explorada.

2.7. Acumulacion de metabolitos secundarios en las plantas
El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los
seres Vvivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples, o para
degradar las complejas y obtener las simples. Las plantas, organismos autétrofos,
ademéas del metabolismo primario presente en todos los seres vivos, poseen un
metabolismo secundario que les permite producir y acumular compuestos de naturaleza

quimica diversa.

Estos compuestos derivados del metabolismo secundario se denominan metabolitos
secundarios, se distribuyen diferencialmente entre grupos taxondmicos, presentan
propiedades bioldgicas, muchos desempefian funciones ecologicas y se caracterizan por
sus diferentes usos Yy aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas,

perfumes o colorantes, entre otros (Waterman y Mole, 1994; Wink, 1999).

Las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la energia a

la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que no parecen tener una
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funcién directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes,
transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se

denominan metabolitos secundarios (Waterman y Mole, 1994; Wink, 1999).

Es conocido que la sintesis y acumulacion de metabolitos secundarios en las plantas es
regulado en el espacio y tiempo (Wink, 1999) y que es afectado por factores
medioambientales abioticos, como la intensidad de luz, minerales del suelo, estrés
osmatico generado por sequia y salinidad, asi como la estacionalidad (Waterman y
Mole, 1994). La medicina tradicional y estudios filogenéticos indican que existen
familias y géneros con importantes metabolitos secundarios (Nickell, 1959) como lo es
el caso de la familia Euphorbiaceae, la cual es reconocida por tener especies con una

gran variedad de diterpenos (Seigler, 1994).

2.8. El género Jatropha
El género Jatropha pertenece a la familia Euphorbiaceae y comprende cerca de 125
especies. La mayoria de sus especies se distribuyen en América y Africa, y otros en
Arabia y en la region Sur de la India En estas regiones, la medicina tradicional incluye
comunmente extractos de raices y tallos de varias especies del género Jatropha
(McVaugh, 1945).

Diversos estudios reconocen que este género es fuente de varias clases estructurales de
diterpenoides, algunos de ellos son biol6gicamente activos y poseen varias actividades
bioldgicas tales como: antitumoral, citotoxica, promotora de tumores y antimicrobiana
(Olapeju et al., 2007). Otros tipos de compuestos encontrados en Jatropha son:

alcaloides, lignanos y triterpenos (Jensen, 1994; Denton et al., 2001).

Estudios recientes se han enfocado a la caracterizacion estructural y al andlisis de los
diterpenoides jatrophanos polifuncionales aislados de varias especies de la familia
Euphorbiaceae. Entre estos compuestos se encuentran varios esteres los cuales han sido
considerados como moduladores potentes de resistencia a multidrogas (Madureira et al.
2004).

Estos dipertenoides han sido extraidos de especies como Jatropha podagrica (Olapeju
et al., 2007) y Jatropha multifida (Aiyelaagbe, 2000). Se ha estudiado su actividad
bioldgica contra algunas bacterias gram-positivas encontrando inhibicion de crecimiento

importante, asi como estudios del efecto de J. multifida ante microorganismos
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responsables de infecciones de transmision sexual en Africa (Aiyelaagbe et al., 2008).
Otros estudios revelan la capacidad de resistencia de Jatropha elliptica ante la
modificacion de agentes microbianos (Marquez et al., 2005). Por otro lado, se ha
estudiado la actividad de las jatrophonas de Jatropha isabelli como agentes
gastroprotectores y su citotoxicidad (Pertino et al., 2007). En México, este género esta
representado por varias especies, una de ellas Jatropha dioica (Rzedowski vy
Rzedowski, 2001).

2.9. Jatropha dioica o sangregado

Jatropha dioica Cerv. (Sinonimia: Jatropha spathulata (Ort.) Muell. Arg, Manzanero-
Medina, et al., 2009, Rzedowski y Rzedowski, 2001), es un arbusto o subarbusto de 0.3
a 1.5m de alto. Sus tallos son suculentos, flexibles y con latex incoloro; raiz delgada,
lefiosa y con latex rojizo. Se encuentra principalmente en matorrales xerofilos de zonas
deseérticas y semidesérticas, desde Texas y Chihuahua hasta Oaxaca, en un amplio rango
altitudinal, desde los 5 hasta los 2 800 m (Martinez y Matuda, 1979; Rzedowski y
Rzedowski, 2001) (Figura 2.1).

Figura 2.1. Caracteristicas de Jatropha dioica o0 sangregado. a) Planta completa en su habitat
natural,b) hojas, c) flores, d) fruto, e) corte longitudinal de la base del tallo y goteo de
latex,f) rizoma expuesto y tallo, g) corte longitudinal de rizomas con latex hialino y h) rojo.
(Fuente propia).
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Esta especie tiene una amplia distribucion en México y se han registrado usos
etnobotanicos en Texas (E.U.A.) y en mas de 17 estados de la Republica Mexicana,

distribuyéndose su uso desde el sur de Texas y hasta el Estado de Oaxaca (Figura 2.2).

Algunos de los nombres comunes dados a J. dioica en México son: batacora (Baja
California), coatli, dexthi, drago, telondilla, gualulo (Hidalgo), pifion de cerro, sangre de
drago (Hidalgo, Valle de México), sangre de grado (Durango, Valle de México), sangre
gaco, sangregada, sangregado (Coahuilla, Durango, Sinaloa, Sonora), sangregrado
(Durango, San Luis Potosi, Sonora, Zacatecas), sangregrao, suzi (Oaxaca), tacote prieto
(Sinaloa, Sonora), telondilla (ciudad de México, Hidalgo), tlapalezpatli (nahuatl), torote
amarillo, torote prieto (Baja California), (Readers’s Digest México, 1987; Martinez,
1991 y Manzanero-Medina, et al., 2009). Otro nombre dado a J. dioica es matacora
(Hoogesteger, 1994).

EU
1 Texas

MEXICO
2 Aguascalientes
3 Baja Califomia Sur
4 Chihuahua
5 Coahuila
6 Guerrero
7 Guanajuato
8 Hidalgo
9 México
10 Michoacan
11 Morelos
12 Nuevo Leon
13 Oaxaca
14 Puebla
15 Querétaro
16 Tamaulipas
17 San Luis Potosi
18 Zacatecas

Figura 2.2. Estados que registran el uso etnobotanico de J. dioica.

Jatropha dioica o sangregado es una planta que ha sido incluida en varios estudios
etnobotanicos debido a su uso medicinal (Bye, 1986; Martinez, 1991; Gonzélez et al.,
2004; Canales et al., 2005; Manzanero-Medina et al., 2009; UNAM, 2009). Los usos
medicinales reportados en la literatura son: auxiliar cicatrizante, infecciones en la piel y

tejido subcutaneo, ayuda a fortalecer los dientes, es usada para problemas de caspa y
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caida del cabello, como antiinflamatorio, para dolor de rifiones y problemas con la

digestion (Manzanero-Medina, et. al 2009).

El tallo ingerido, sirve para controlar la diarrea; en enemas, para desinflamar las
hemorroides; el latex directamente, la raiz cruda o cocida: para afirmar los dientes y
aliviar la inflamacién de garganta y la raiz masticada para aliviar el dolor de muelas. En
lavados para curar heridas y diversas afecciones y erupciones de la piel. Se aplica como
cataplasma para tratar las varices y golpes. El latex se toma para curar las Ulceras. Y se
puede aplicar directamente en los ojos para eliminar “nubes” y curar los ojos irritados
(RDM, 1987; Martinez, 1991; Gonzélez et al., 2004).

La parte de la planta mas utilizada es la raiz, y respecto al modo de empleo existen
varios métodos. Para la cicatrizacion se aplican unas gotas del latex de la raiz. Para
fortalecer los dientes se corta un trozo de la raiz y se da un masaje en los dientes y
encias con la raiz. Para el cabello y piel, se hierve un manojo de raices en
aproximadamente cuatro litros de agua y se usa como agua de bafio o enjuague del
cabello, o bien la raiz macerada en alcohol. Para los rifiones y mala digestion se hierven
tres raices en un litro de agua y se toma como agua de uso. (RDM, 1987; Martinez,
1991; Manzanero-Medina, et. al 2009).

A pesar de su importante uso etnobotanico en todo México, hasta la fecha existen
escasos estudios de caracterizacion fitoquimica de los compuestos con actividad
antimicrobiana, antiinflamatorios ni sobre sus otras propiedades medicinales a las cuales
ha sido relacionada. Por ejemplo, uno de los trabajos que incluyeron a J. dioica en un
estudio de actividad antimicrobiano fue el realizado por Alanis-Garza et al. (2007)
quienes analizaron la actividad antifangica de J. dioica y otras 14 especies de plantas de
uso medicinal ante hongos relacionados a enfermedades pulmonares. Sin embargo su
estudio no incluy6 la caracterizacion fitoquimica ni completaron las pruebas para
analizar la actividad inhibitoria de J. dioica sobre los hongos causantes de micosis

pulmonar.

Por lo anterior se puede considerar como una planta con potencialidad para encontrar

compuestos con actividad antimicrobiana.
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2.10. Técnicas para el estudio de compuestos con actividad antimicrobiana

En la investigacion fitoquimica para la obtencion y estudio de los metabolitos
secundarios de plantas con actividad bioldgica incluyen ensayos de extraccion con
solventes de diferente polaridad, métodos de separacion fundamentalmente
cromatograficos, métodos de elucidacion estructural principalmente espectroscépicos, y
determinacion de la actividad bioldgica a través de numerosas técnicas (Dominguez et
al., 1960; Frei et al., 1998; Ososki et al., 2002; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Kumar
et al., 2006; Ferreira et al., 2006; Magwua et al., 2006; Aiyelaagbe et al., 2007; Das et
al., 2010).

2.10.1. Extraccion
La extraccion es la técnica mas utilizada para el aislamiento de un compuesto orgéanico
de una mezcla de reaccion o de sus fuentes naturales, se aplica a todo tipo de mezclas ya
sean solidas, liquidas o gaseosas. Esta se fundamenta en la diferencia de solubilidades
de los compuestos. Los solventes mas utilizados son metanol, etanol, acetona, agua,
acetato de etilo, propanol, hexano, diclorometano y la combinacion de estos (Skoog,
1990; Cazes y Scott, 2002; Stock y Rice, 2006).

2.10.2. Cromatografia
La cromatografia es el conjunto de técnicas analiticas mas utilizadas por la quimica y
las ciencias bioldgicas para la separacion, identificacion y determinacion de los
componentes quimicos de mezclas (Abbott y Andrews, 1974; Skoog, 1990; Cazes y
Scott, 2002; Stock y Rice, 2006).

La cromatografia es un método fisico de separacion de los componentes de una muestra
en los cuales tienen en comun dos factores: una fase estacionaria y una fase movil.
Donde la separacion de los compuestos ocurre debido a las propiedades particulares de
los compuestos, la capacidad para ser retenidos por la fase estacionaria y en la velocidad
de migraciéon entre los componentes de la fase moévil (Skoog, 1990; Rubinson y

Rubinson 1999; Rouessac y Rouessac, 2001).

Los métodos cromatogréaficos se pueden clasificar segun como se coloque en contacto la
fase movil y estacionaria en cromatografia en columna y cromatografia plana, donde:
Cromatografia en columna: La caracteristica fundamental de la cromatografia clasica en

columna es que el gradiente de presion necesario para el desplazamiento de la fase
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movil a través de la fase estacionaria, esta originado por gravedad (Skoog, 1990;
Rouessac y Rouessac, 2001; Cazes y Scott, 2002; Stock y Rice, 2006).

Cromatografia plana: En la cromatografia plana la fase estacionaria esta sujeta por una
placa plana o en los poros de un papel. En este caso la fase movil se mueve a través de
la fase estacionaria por accion capilar o por la influencia de la gravedad. Las fases
estacionarias utilizadas normalmente para cromatografia en capa fina son, alimina o gel
de silice para cromatografia de adsorcion y, celulosa para cromatografia de adsorcion o
de reparto (Skoog, 1990; Rouessac y Rouessac, 2001; Cazes y Scott, 2002; Stock y
Rice, 2006).

También se puede clasificar segun el tipo de fase movil utilizada: Cromatografia de
gases, cromatografia liquida y cromatografia de fluidos sUper criticos (Abbott y
Andrews, 1974; Skoog, 1990; Rubinson y Rubinson 1999; Rouessac y Rouessac, 2001;
Cazes y Scott, 2002; Stock y Rice, 2006).

Cromatografia de Gases (GC): Técnica de separacién en la que la fase movil es un gas.

Se lleva siempre a cabo en columna.

Cromatografia Liquida (LC): Técnica de separacion en la que la fase movil es un
liquido. Puede desarrollarse en una columna o sobre un plano. La cromatografia liquida
en la actualidad emplea generalmente particulas muy pequefias y una presion de entrada
relativamente alta, denominandose entonces cromatografia liquida de alta eficacia o de

alta presion, cuyas siglas provenientes del inglés son HPLC.

Cromatografia con fluido supercritico (SFC): Técnica de separacion en la que la fase
movil es un fluido por encima y relativamente cerca de sus temperatura y presion
criticas. En general, los términos y definiciones usados en la cromatografia de gases y
liquida son aplicables igualmente a la de fluido supercritico. Otra clasificacion
comunmente utilizada es por la polaridad de las fases en cromatografia con fase normal
y fase reversa o invertida, donde la Cromatografia con Fase Normal: es un
procedimiento de elucidn en el que la fase estacionaria es mas polar que la fase movil.
Este téermino se usa en cromatografia liquida para resaltar el contraste con la
cromatografia con Fase Invertida, que consiste en un procedimiento de elucién
empleado en cromatografia liquida en el cual la fase movil es significativamente mas

polar que la estacionaria; por ejemplo, un material microporoso de base silicea con
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cadenas alquilo unidas quimicamente (Rubinson y Rubinson 1999; Rouessac y
Rouessac, 2001; Cazes y Scott, 2002; Stock y Rice, 2006).

2.10.3. Espectroscopia

La espectroscopia comprende un conjunto de técnicas que miden la respuesta de una
molécula a la aportacion de energia. El espectro resultante es una serie de bandas que
muestran la magnitud de la respuesta en funcion de la longitud de la onda de energia
incidente. La fuente de energia puede ser de fotones Opticos (espectroscopia
ultravioleta, visible e infraroja) o de energia de radiofrecuencia (espectroscopia de
resonancia magnética nuclear) (Abbott y Andrews, 1974; Rubinson y Rubinson 1999;
Rouessac y Rouessac, 2001; Cazes y Scott, 2002; Stock y Rice, 2006).

Resonancia Magnética Nuclear: Un nucleo que contiene un nimero impar de protones
0 de neutrones tiene un espin nuclear y es magnéticamente activo. Estos nucleos se
comportan como si giraran en torno a un eje y se comporta como si fueran un iman
diminuto. Cuando su nucleo con un espin neto se coloca en un campo magnético
grande, su orientacion con respecto al campo magnético externo define estados de
energia cuantizados para el nicleo, en el caso de ‘H la alineacion puede ser a favor o en
contra del campo externo. Los nucleos pueden inducir a saltar de un estado de espin de
baja energia a uno de mayor energia por medio de energia electromagnética de
frecuencia tal que coincida con la diferencia de energia entre los dos estados. A la
inversa, cuando un nicleo en el estado de mayor energia cae al estado de mas baja
energia se emita energia electromagnética de esa frecuencia. El espin que da origen a
ambos estados es una propiedad del nicleo del tomo vy la técnica se conoce como RMN

(Rubinson y Rubinson 1999; Rouessac y Rouessac, 2001).

Espectroscopia de RMN de *H: Las sefiales de los protones en los espectros de RMN de
'H, asi como las de los carbonos en RMN3C, se registran como maximos de absorcién
individuales correspondientes a los ndcleos no equivalentes. Este tipo de espectro
proporciona cuatro elementos de informacion importantes: el nimero de sefales
distintas, el desplazamiento quimico, el patron de desdoblamiento y la integracion de la
intensidad de las sefiales (Rouessac y Rouessac, 2001).

Espectroscopfa de RMN de *3C desacoplado: Este espectro proporciona dos elementos

basicos de informacidn: el nimero de sefiales distintas, que corresponde al nimero de
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tipos diferentes de atomos de carbono, y el desplazamiento quimico de cada sefial que
estd determinado por el entorno molecular de cada carbono (Rouessac y Rouessac,
2001).

2.11. Técnicas de determinacion de actividad antimicrobiana
Los métodos de difusion, dilucion y bioautografia, son métodos usados para determinar

in vitro la susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos. Las tecnicas de
difusion han sido ampliamente usadas para evaluar extractos y compuestos de plantas
con actividad antimicrobiana. En general se propone usar los métodos de difusion (en
papel o en pozo) para estudiar compuestos polares, y los métodos de dilucién para

sustancias polares y no polares (Ramirez y Castafio, 2009; Masoko et al. 2005).

2.11.1. Método de difusion
El método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria para
inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicién de crecimiento en la superficie de una
placa de agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente con la
bacteria a ensayar y sobre la cual se ha depositado un disco de papel filtro de 6 mm de
didmetro, o se ha sembrado en pozo impregnado con una cantidad conocida de la

sustancia (Ramirez y Castafio, 2009).

2.11.2. Método de dilucion
El método de dilucién en agar o en caldo como test de susceptibilidad microbiana es
utilizado para determinar la concentracibn minima bactericida (MBC) y la
concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés). En la técnica de
dilucién en caldo, son utilizados tubos o microplacas (microdilucién) que contienen
concentraciones crecientes del extracto vegetal. El organismo en estudio es inoculado en
los diferentes tubos o pozos de las microplacas y la MIC es determinada después de la

incubacion (Ramirez y Castario, 2009).

2.11.2.1. Concentracion Minima Inhibitoria
La MIC se define como la concentracion mas baja a la que un antibidtico inhibe el
crecimiento visible de un microorganismo después de ser incubado, es una herramienta
de investigacion para la determinacién in vitro de la actividad de nuevos compuestos

antimicrobianos (Andrews, 2001).
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La Concentracién Minima Inhibitoria es considerada como prueba estandar de oro para
la determinacion de la susceptibilidad de los microorganismos ante los antibioticos,
donde el rango de las concentraciones de antibiético utilizado para determinar MIC
universalmente aceptado en pruebas de doble dilucion es arriba y debajo de 1mgll,
(Andrews, 2001; Farzana et al., 2011).

2.11.3. Método bioautografico
La bioautografia es una técnica sencilla y rdpida que combina las ventajas de la
cromatografia en capa fina y la deteccion de actividad antimicrobiana, logrando
visualizar directamente la(s) fraccion(es) o extractos con actividad antimicrobiana,
facilitando el aislamiento de sustancias antimicrobianas presentes en mezclas complejas
(Colorado, 2007).

La bioautografia directa determina con exactitud y precision la sustancia o sustancias
responsables de la actividad antimicrobiana en una mezcla compleja, previamente
optimizado su perfil cromatografico por cromatografia en capa fina (Botz et al., 2001).
Esta técnica ha sido aplicada exitosamente para la deteccién de las sustancias
antimicrobianas de extractos de plantas (Navarro et al, 1998; Colorado, 2007; Horvath
et al., 2002; Nostro et al., 2000).

2.12. Fraccionamiento biodirigido
La biodireccién es una combinacion de las técnicas de cromatografia y la técnica de
bioautografia, donde el fraccionamiento estd enfocado a la obtencion de fracciones y
compuestos puros con actividad antimicrobiana, por lo que, cada fraccionamiento esta
monitoreado con la técnicas de bioautografia para seleccionar las fracciones activas, las
cuales son posteriormente evaluadas por el método de doble dilucion en placa y se
obtiene su Concentracién minima Inhibitoria (MIC). En cada fraccionamiento, se hace
una seleccién de fracciones activas cada vez menos complejas, eligiendo siempre la(s)
fraccion(es) con el menor MIC, de polaridad media a poco polar y que se encuentre la

cantidad suficiente para continuar su fraccionamiento (Navarro, 1998, Figura 2.3).
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Figura 2.3. Fraccionamiento biodirigido

Dado lo anterior, el presente estudio constituye a una primera aproximacion de los
conocimientos relacionados a la identificacion y caracterizacion fitoquimica de los
extractos de Jatropha dioica con actividad antimicrobiana con la utilizacion novedosa

del fraccionamiento biodirigido.
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3. Justificaciodn.
Las enfermedades infecciosas representan un problema importante de salud y son una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo debido a factores
como la marginacion y la falta de cobertura de servicios de salud asi como el aumento a
la resistencia microbiana ante los agentes antibidticos (Chopra et al., 1996; Baquero,
1997, WHO 2002; NCID, 2002; Deive, 1979 en Ososki et al.,, 2002). Ante esta
situacion, es importante estudiar nuevas fuentes de potenciales agentes con actividad

antimicrobiana (Kumar et. al., 2006).

Estudios en paises latinoamericanos incluyendo México, muestran que el alto costo de
los farmacos, la disponibilidad limitada de doctores, y la dificultad de llegar a las
clinicas y hospitales, principalmente en areas rurales, contribuye al uso continuo y
extendido de plantas medicinales (Deive, 1979 en Ososki et al. 2002). En México
existen cerca de 5000 especies de plantas con uso medicinal y que se siguen empleando
actualmente (Frei et al., 1998), sin embargo hay una importante pérdida del
conocimiento etnobotanico de las plantas mexicanas ya que existen pocos estudios
fitoquimicos que demuestren los principios activos responsables de los supuestos
beneficios a la salud y que sustenten con bases cientificas el uso etnobotanico de las
plantas medicinales (Gonzélez et al., 2004; Frei et al., 1998), lo que representa una
fuente potencial de compuestos medicinales poco explorada.

Por otro lado, en México Jatropha dioica es una planta caracteristica de matorral
xerofilo (Sanchez et al., 2006), sin importancia econémica y €S un recurso poco
explotado, aunque es utilizado en la medicina tradicional (Manzanero-Medina et al.,
2009; Bye, 1986; Canales et al., 2005), al realizar este estudio fitoquimico y la
evaluacion de su actividad antimicrobiana de Jatropha dioica o sangregado, se
revelaran conocimientos importantes respecto a los compuestos quimicos activos de
esta planta, apoyando con bases cientificas su uso etnobotanico, aportandole cierta

importancia econémica como un recurso de zonas aridas.
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4. Hipotesis
Jatropha dioica es utilizada en la medicina tradicional para el tratamiento de varios
tipos padecimientos que involucran microorganismos, por lo que se asume que J. dioica
contiene compuestos con actividad antimicrobiana responsables de estos beneficios a la

salud.

5. Objetivos

Purificar y caracterizar al menos un compuesto con actividad antimicrobiana y
determinar su Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) contra al menos un

microorganismo con importancia médica.

5.1. Objetivos particulares

Obtener y comparar plantas provenientes de dos areas con condiciones

ambientales contrastantes.

= Obtener extractos de J. dioica con diferente polaridad y detectar los productos

activos y fracciones utilizando el método bioautografico.

= Por medio de técnicas cromatograficas obtener compuestos y mezclas menos

complejas del extracto y fracciones activas.

= Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos, fracciones y compuestos de J.
dioica contra cepas de bacterias y hongos con importancia médica y obtener su
MIC.

= Por medio de la técnica de Resonancia magnética nuclear *H y *3C elucidar el o

los compuestos activos.

= Comparar las concentraciones de los compuestos activos purificados
provenientes de pantas de dos poblaciones de zonas con condiciones

ambientales contrastantes.
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6. Materiales y método

6.1. Obtencion del material bioldgico
6.1.1. Sitios de colecta
Con la finalidad de asegurar la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana y
para contrastar las posibles variaciones en su acumulacién, el material biologico fue

colectado en dos areas que difieren en sus caracteristicas ambiéntales.

Ambas zonas se encuentran en el Estado de Querétaro. El primer sitio de colecta
representa una zona con condiciones climaticas extremas, esta ubicada en el sureste del
semidesierto Queretano, en la localidad de Vista Hermosa, Municipio de Cadereyta,
Querétaro, a 20.68745° latitud Norte y a 99.58919¢ latitud Oeste (Figura 6.1). El tipo de

vegetacion del area corresponde a Matorral Xer6filo Micréfilo (Sanchez et al., 2006).

La segunda area representa un area con condiciones climaticas menos extremosas, cuyo
tipo de vegetacion corresponde a Selva Baja Caducifolia (Sanchez et al., 2006). Este
sitio esta localizado en la zona llamada “Los Cajones”, en el km 15 de la carretera
Querétaro-San Luis, Delegacion Santa Rosa Jauregui, Querétaro. Localizado a
20.68745° latitud Norte y a 99.58919° latitud Oeste (Figura 6.1).

De cada zona se hizo la determinacién y autentificacion de la especie, los ejemplares
colectados fueron herborizados segun las técnicas de Lot y Chiang (1986) y fueron
incluidos en el Herbario Dr. Jerzy Rzedowski de la Universidad Autonoma de
Querétaro (QMEX).
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Figura 6.1. Locaizacion de las dos areas de colecta de J. dioica, para el estudio quimico
biodirigido y evaluacion antimicrobiana.

6.1.2. Colecta del material biol6gico
Las plantas fueron colectadas entre el 3 de mayo y 8 de junio de 2010, colectando los
tallos méas alejados de la planta principal con la mayor longitud de rizoma posible. El

material fue lavado el mismo dia de su colecta, usando sélo agua.

6.1.3. Caracterizacion y deshidratacion del material biol6gico
Con la finalidad de describir y clasificar el material colectado, una vez limpio se
tomaron las siguientes medidas:

Longitud total de la planta

Longitud total del rizoma
Diametro distal 1 del rizoma (RD;): didmetro en la parte mas alejada del tallo.

Diametro central del rizoma (RD.): diametro en la longitud media (longitud D; a
D.,/2)

Diametro distal 2 del rizoma (RD>): didmetro de la raiz adyacente al tallo
Longitud total del tallo

Diametro distal 1 del tallo (TD,): diametro de la base del tallo.

Diametro central del tallo (TD.): didmetro en la longitud media (longitud D; a
D./2)
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Diadmetro distal 2 del rizoma (TD,): diametro de la punta del tallo como lo
muestra la figura 6.2.

Figura 6.2. Esquema de las mediciones de las plantas colectadas para su caracterizacion.
Total: longitud total de la planta, T: tallo, R: rizoma, D: Distal, C: central.

Posteriormente las plantas fueron clasificadas segun el color de latex observado al hacer
un corte longitudinal entre la base del tallo y el rizoma, con lo que se obtuvieron la
categorias mostradas en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Categorias de tipos de tejido y clasificacion por el color del latex de las colectas
de las dos localidades.

Cadereyta Querétaro
1. Rizoma latex rojo RIr-Cad 5. Rizoma latex rojo RIr-Qro
2. Tallo latex rojo Tlr-Cad 6. Tallo latex rojo TIr- Qro

3. Rizoma latex hialino | Rlh-Cad | 7. Rizoma latex hialino | Rlh- Qro
4. Tallo latex hialino Tlh-Cad 8. Tallo latex hialino Tlh- Qro

Una vez clasificados, los tallos y rizomas fueron cortados en trozos de
aproximadamente 3cm, fueron pesados en su totalidad por tipo de tejido y fueron
deshidratados en una secadora a 40°C hasta sequedad. Una vez seco, el material fue
pulverizado en un molino eléctrico tipo Thomas-Wiley obteniendo particulas de 1mm

de espesor. El material fue almacenado en bolsas tipo ziploc hasta su utilizacion.
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6.2. Obtencion de extractos metanodlico y de diclorometano
Con la finalidad de seleccionar el extracto con mayor actividad antimicrobiana se
probaron los extractos metanolicos y de diclorometano de los siguientes tejidos de
Jatropa dioica: 1) Rizoma latex rojo, 2) Tallo latex rojo, 3) Rizoma latex hialino y 4)
Tallo latex hialino, de ambos sitios de colecta (Querétaro, Qro. y Cadereyta, Qro.)
(Figura 6.3).

Se tomaron 10g de cada tejido seco y pulverizado, se colocaron en matraces y fueron
extraidos con metanol y diclorometano respectivamente agregando el doble de su
volumen total y manteniéndolos en agitacion durante 24 hrs, obteniendo un total de 16
extractos. Los extractos fueron filtrados y concentrados a presién reducida usando un
rotaevaporador (Laborota 4000, Heidolph WE), a 70°C y 30 rpm para los extractos
metandlicos y a 55°C y 30 rpm para los de diclorometano.

Se detectd la actividad antimicrobiana de cada extracto con la técnica de bioautografia y
se evalud la actividad con la técnica de doble dilucién para obtener la Concentracién
Minima Inhibitoria de los 16 extractos contra microorganismos de importancia médica
(Figura 6.3).

Cadereyta l Querétaro l
Rizoma Talle Rizoma Talle Rizoma Talle Rizoma Talle
rojo rojo beo beo rojo rojo beo beo
Metanol Diclorometano | Metanol Diclorometano I

| 16 Extractos |
Bioautbgréfia |

Doble dilucién
seriada y obtencion
del MIC

Figura 6.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos metandlico y de
diclorometano.
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Posteriormente, se hizo una comparacion entre los resultados del MIC vy la bioautografia
de los extractos de metanol y diclorometano, el cual indicé que el extracto de
diclorometano es mas activo y contiene mayor nimero de posibles compuestos con
actividad antimicrobiana y en mayor concentracion. A nivel tejido, los extractos de
rizomas rojos y transparentes de Cadereyta mostraron mayor actividad, y en base a la
similitud cromatografica de sus compuestos, se decidid reunir estos tejidos para contar
con el material suficiente para llevar a cabo el fraccionamiento biodirigido donde se
alternan las técnicas de cromatografia y bioautografia para purificar los compuestos

responsables de la actividad antimicrobiana.

Por otro lado debido a que el MIC de ambos extractos mostré una importante tendencia
de inhibicién contra dermatofitos, se decidié que la direccion del fraccionamiento del
extracto de diclorometano estaria enfocado hacia la purificacion de compuestos con
actividad contra los hongos T. mentagrophytes, T. rubrum y A. niger y la levadura

Candida albicans.

6.3. Fraccionamiento biodirigido del extracto de diclorometano
Segun las caracteristicas cromatograficas y la actividad antimicrobiana obtenida a nivel
extracto, se decidio reunir un total de 1,547.59¢g de particulas deshidratadas de 1mm de
los rizomas con latex rojo y rizomas con latex hialino de Cadereyta. Se hizo una
extraccion con 4.5 litros de diclorometano grado reactivo (Merck), durante 24 horas en
dos ocasiones. El extracto fue filtrado y concentrado a presion reducida usando un
rotaevaporador (Laborota 4000, Heidolph WE), a 55°C y 30rpm. Ademas, se obtuvo el

rendimiento porcentual con la siguiente férmula:

Rendimiento porcentual
R%=(g*100)/gMT

Donde:

g= gramos de extracto obtenidos
gMT= g de Material Inicial Total

El extracto de diclorometano obtenido fue fraccionado y subfraccionado en seis

diferentes columnas con la finalidad de obtener mezclas menos complejas utilizando el
método de fraccionamiento biodirigido donde se combinan técnicas de cromatografia y

bioautografia.

Todos los fraccionamientos fueron monitoreados por cromatografia de capa fina y las

fracciones obtenidas de cada columna fueron reunidas segin su similitud en
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cromatografia de capa fina y por sus caracteristicas observadas en lecturas a los 365 y

254nm vy al revelar las placas con sulfato sérico amoniacal (Ce (NH4)4 (SO4)4-2H,0).

La nomenclatura de las fracciones obtenidas es una combinacion del numero de
columna del cual fue obtenida y el nimero consecutivo de fraccion al que corresponde.
Por ejemplo: CJd2F5-19, donde CJd2 significa Columna Jatropha dioica numero 2 y la
Fraccion es la reunion de las fracciones 5 hasta la 19. La Figura 6.4 presenta el esquema
del fraccionamiento total del extracto de diclorometano con la obtencion de 919
fracciones y cuatro compuestos puros, la Tabla 6.2 presenta un resumen del tipo y

caracteristicas de las columnas utilizadas.

Tabla 6.2. Caracteristicas de las columnas y sistema eluyente utilizados en el
fraccionamiento del extracto de diclorometano de los rizomas de J. dioica.

(Cm) .
Colunma Sistema eluyente g
D Long

Cld1 8.7 75 | Hex: acetona 55.40
Cld2 3.6 60 |Hex: acetona: met 16.123
CJd3 4 60 |Hex: acetona 5.217
Cld4 2 10 | Hex:acetato de etilo 0.378
Cld5 3.5 35 | Dicloro: metanol 2.4
CJd6 2.2 25 | Hex:acetato de etilo 0.886

Silica fase Normal, ®Kiesgel60 Merck.

A continuacién se describe de forma detallada cada uno de los fraccionamientos

cromatograficos de manera particular.
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Figura 6.4. Esquema del fraccionamiento del extracto de diclorometano. o
6.3.1. Columna Jatropha dioica 1 (CJd1)
Se empaco un total de 55.4g del extracto de diclorometano obtenido de los rizomas con
latex rojo y rizomas con latex hialino de Cadereyta en una columna abierta de vidrio de
8.7cm de diametro y 75cm de longitud, empacada con una mezcla gel de silice fase
normal (95.7% de particulas de 0.063-0.200mm y el 4.3% de particulas de 0.2-0.5mm).
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Se utilizd un sistema eluyente de polaridad ascendente de Hexano: Acetona. El
fraccionamiento fue monitoreado por cromatografia de capa fina y las fracciones

obtenidas fueron reunidas segun su similitud cromatogréfica (Tabla 6.1).

En la columna 1 se obtuvieron 447 fracciones las cuales fueron reunidas en 11
subfracciones segun la similitud de sus caracteristicas observadas en cromatografia de
capa fina reveladas con sulfato sérico y al ser observadas a 365 y 254nm (Tabla 6.3).

Con el fraccionamiento de la columna CJd1 no se obtuvo ningln compuesto puro.

Tabla 6.3. Rendimiento columna J. dioica 1 (CJdl) *Sistema eluyente de polaridad
ascendente Hexano: Acetona, g= gramos obtenidos, R%= Rendimiento porcentual
calculado como (g*100)/Materia inicial Total.

Columna Jatropha dioica 1 (Cld1)

Reunidn Fraccion Sistema* g R %

1 Cld1-F1 95:5 0.1 0.3
2-3 CJd1-F3 95:5 6.0 10.9
4-37 CJd1-F37 85:15 5.6 10.1
38-87 CJd1-F87 85:15 10.3 18.6
88-192 CJd1-F192 80:20 5.8 10.5
193-326  CJd1-F326 7:3 3.3 5.9
327-375 CJd1-F375 6:4 2.3 4.2
376-441 CJd1-F441 6:4 1.3 2.4
442 CJd1-F442 Acetona 2.0 3.7
443 CJd1-F443 Acetona 9.0 16.2
444-447  CJd1-F447  Acetona 0.6 1.1

Total 45.9 83.9

6.3.2. Columna Jatropha dioica 2 (CJd2)

La fraccion CJd1-F87 fue enriquecida con la fraccion CJd1F-192 debido a su similitud
cromatogréfica para ser fraccionadas en la columna CJd2 sumando un total de 16.12g de
extracto los cuales fueron eluidos con un sistema utilizado hexano: acetona: metanol
(1:0.2:0.05) en una columna de cromatografia abierta de vidrio de 3.6cm de didmetro y
una longitud de 60cm empacada con silice de fase normal de particulas entre 0.063-
0.200mm. Se obtuvieron un total de 103 fracciones reunidas en 16 fracciones segun sus
caracteristicas mostradas en cromatografia de capa fina y al ser observadas a 365 y
254nm. Con el fraccionamiento de esta columna (CJd2) se logré purificar un compuesto
en la fraccion CJd2-F25 (Tabla 6.4).

34



Materiales y Método
Estudio quimico biodirigido y evaluacién antimicrobiana in vitro de Jatropha dioica

Tabla 6.4. Rendimiento columna J. dioica 2 (CJd2) *Sistema eluyente Hexano:Acetona:
metanol (1:0.2:0.05). g= gramos obtenidos, R%= Rendimiento porcentual calculado
como (g*100)/Materia inicial Total.

Columna Jatropha dioica 2 (Cld2)

Reunién Fraccion* g R % Producto
1 Cld2-F1 0.0158 0.10
2 Cld2-F2 0.0724 0.47
3 ClJd2-F3 0.1686 1.09
4 Cld2-F4 0.0728 0.47
5-20 Cld2-F19 2.7787 17.88
20b CJd2-F20c 0.4094 2.63
21-22 CJd2-F22 0.4224 2.72
23 Cld2-F23 2.3598 15.19
24 -25 CJd2-F25° 0.2489 1.60 Axv1
26-31 CJd2-F31 0.1629 1.05
32 CJd2-F32 0.5827 3.75
33 CJd2-F33 - -
34-35 ClJd2-F35 0.1197 0.77
36-57 CJd2-F57 1.5052 9.69
58-101 ClJd2-F101 0.4561 2.94
102 ClJd2-F102 0.9458 6.09
S/crist 5-20  CJd2-F5-20s/c 5.2173 33.58
Total 15.5 96.4%

6.3.2.1. Compuesto AxV1 de la columna CJd2
Con el fraccionamiento de esta columna (CJd2) se logré purificar un compuesto en la
fraccion CJd2-F25 y fue denominado AxV1, el cual fue purificado en forma de agujas
de cristal precipitadas con hexano y que al ser revelado con sulfato sérico se torna de
color amarillo mismo que aparece predominante de la fraccion CJd2-F5 a la CJd2-F32.

La similitud cromatogréafica permitié la reunién de la fraccion CJd2-F5-20, en la cual
hubo una formacién de cristales del compuesto AxV1 los cuales fueron precipitados con
hexano en la fraccion CJd2-F5-20 con un peso de 2.77g. Las aguas madre o fraccion
CJd2-F5-20sin/cristales (s/c) (5.517 g) fue fraccionada en la columna CJd3.

6.3.3. Columna Jatropha dioica 3 (CJd3)
El total de la fracciobn CJd2F5-20s/c (5.21g) fue fraccionada en una columna de
cromatografia abierta de vidrio de 4cm de diametro y 60cm de longitud con la finalidad
de obtener de forma pura los dos compuestos predominantes con actividad observados
en la bioautografia (CJd3). La columna se empac6 con una mezcla de 90:10% de gel de

silice de fase normal. Para la elusion de las fracciones, se utilizé un sistema polaridad
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ascendente de Hexano: acetona, iniciando con un 100% de hexano y un lavado final con
100% acetona (Tabla 6.5).

Se obtuvieron tres compuestos puros y un total de 205 fracciones reunidas en 13
subfracciones segun sus caracteristicas cromatograficas mostradas en capa fina y al ser
observadas a 365 y 254nm (Tabla 6.5).

6.3.3.1. Compuesto AxV1 de la columna CJd3
El primer compuesto se obtuvo en tres fracciones: CJd3-F29, CJd3-F23 y CJd3-F41 con
un peso de 3.0107g pero no fueron reunidas debido a que mostraron diferentes grados
de pureza, este compuesto corresponde al AxV1, mismo que se obtuvo en la fraccién F-

25 de la Columna 2.

6.3.3.2. Compuesto AxV2 de la columna CJd3
El segundo compuesto se obtuvo en la fraccion CJd3-F46 con un peso de 0.6748g, el
compuesto puro cristalizé en hexano formando agujas delgadas, revela en color verde
seco con sulfato sérico y es el mismo compuesto que se observaba de forma
predominante en las fracciones F17 a F35 de la columna 2, este compuesto fue
denominado AxV2 (Tabla 6.5).

6.3.3.1. Compuesto AxV3 de la columna CJd3
El tercer compuesto puro fue aislado en la fraccion CJd3-F85 con un peso de 0.0112g,
el cual revela de color amarillo claro y es mas polar que el de la fraccion F46, este

compuesto fue denominado AxV3.

De las 205 fracciones obtenidas en la columna CJd3, se eligieron las fracciones que
representaban mejor al total de los compuestos de la mezcla inicial incluyendo a los dos
nuevos compuestos obtenidos, para determinar la presencia de compuestos con

actividad antimicrobiana por el método de bioautografia.
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Tabla 6.5. Rendimiento columna J. dioica 3 (CJd3) *Sistema eluyente Hexano:Acetona,
g= gramos obtenidos, R%= Rendimiento porcentual calculado como (g*100)/Materia
inicial Total, P= compuesto puro.

Columna Jatropha dioica 3 (CJd3)

Reunion  Fraccion  Sistema* g R% Producto
1 Cld3-F1 9:1 0.0445 0.89
2-4 Cld3-F4 9:1 0.0882 1.77
5-11 CJd3-F11 9:1 - -
12-29*  CJd3-F29 9:1 1.7967 36.05 AxV1
23 Cld3-F23 9:1 0.5890 11.82 AxV1
30-41 Cld3-F41 9:1 0.6250 12.54 AxV1
42-46  CJd3-F46’ 9:1 0.6748 13.54 AxV2
47 - 49 ClJd3-F49 9:1 0.1129 2.27
50-78 CJd3-F78 85:15 0.3324 6.67
79-85  CJd3-F85° 85:15 0.0112 0.22 AxV3
86 -90 CJd3-F90 85:15 0.2531 5.08
91-144 CJd3-F144 80: 20 0.0124 0.25
145-204 Cld3-F204 7:3 0.4434 8.90
lavado  CJd3-F205 100 -
Total 4.9836 90.4

*Fraccién 12 a 29 excepto fraccién 23.

6.3.4. Columna Jatropha dioica 4 (CJd4)

La fraccion CJd1F37 fue fraccionada en la Columna Jatropha dioica 4 (CJd4). El total
de la fraccion (0.378g) fue cargada en una columna de cromatografia abierta
preempacada de 2cm de diametro y 7cm de longitud (Whataman). La fase movil

utilizada fue una combinacién de Hexano:acetato de etilo.

Se obtuvo un compuesto y un total de 60 fracciones reunidas en 10 subfracciones
reunidas segun sus caracteristicas cromatograficas mostradas en capa fina y al ser
observadas a 365 y 254nm (Tabla 6.6).

Tabla 6.6. Rendimiento columna J. dioica 4 (CJd4) *Sistema eluyente Hexano:acetato de
etilo, g= gramos obtenidos, R%= Rendimiento porcentual calculado como
(g*100)/Materia inicial Total, P= compuesto puro.

Columna Jatropha dioica 4 (Cld4)

Reuniéon  Fraccion* g R% Producto
1-4 Cld4-F4 0.007 1.9
5-8 CJd4-F8 0.0172 4.5
9-26 Cld4-F26 0.0134 35
27-31 CJd4-F31° 0.267 70.6 AxV4
32 Cld4-F32 0.0191 5.1
33 CJd4-F33 0.0027 0.7
34-36 Cld4-F36 0.0013 0.3
37-40 CJd4-F40 0.0415 11.0
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Columna Jatropha dioica 4 (Cld4)

Reuniéon  Fraccién* g R% Producto
41-59 CJd4-F59 0.0075 2.0
Lavado Cld4-F60 0.0015 04
Total 0.3782 100

6.3.4.1. Compuesto AxV4 de la columna CJd4
El compuesto se obtuvo en tres fracciones: CJd4-F26, CJd4-F31 y CJd4-F32,
encontrdndose méas puro en la fraccion 31 con un peso de 0.267g pero no fueron
reunidas debido a que mostraron diferentes grados de pureza.

6.3.5. Columna Jatropha dioica 5 (CJd5)
El total de la fraccion CJd1F326 con un total de 2.4g fue fraccionada en la Columna
Jatropha dioica 5. La columna fue empacada con una mezcla de 95% de silice de fase
normal de 0.063-0.3mm y un 5% de 0.015-0.040mm. Las dimensiones de la columna
son: 3.5cm de diametro por 35cm de longitud. La fase mdvil utilizada para el

fraccionamiento de esta columna fue un sistema de Dicloro: metanol (Tabla 6.5).

Se obtuvieron 39 fracciones reunidas en 9 subfracciones segun las caracteristicas
observadas en cromatografia y a 365 y 254nm. Se reunieron en tres fracciones
predominantes CJd5-F26, CJd5-F31 y CJd5-F38. No se obtuvo ningin compuesto puro
(Tabla 6.7).

Tabla 6.7. Rendimiento columna J. dioica 5 (CJd5) *Sistema eluyente Diclorometano:
Metanol 97:3. g= gramos obtenidos, R%= Rendimiento porcentual calculado como
(g*100)/Materia inicial Total.

Columna Jatropha dioica 5 (CJd5)

Reuniéon Fraccion* g R%
1 CJd5-F1 0.006 0.35
2 Cld5-F2 0.0248 1.46
3-6 CJd5-F6 0.0803 4.74
7-8 Cld5-F8 0.0385 2.27
10 CJd5-F10 0.1251 7.39
11,13-26  CJd5-F26 0.9111 53.82
12-31 CJd5-F31 0.272 16.07
32-38 ClJd5-F38 0.1856 10.96
39 CJd5-F39 0.0491 2.90
1.7 70.5
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6.3.6. Columna Jatropha dioica 6 (CJd6)
Un total de 0.911g de material correspondiente a la fraccion CJd5-F26 fue fraccionado
en la Columna Jatropha dioica 6 obteniendo 57 que fueron reunidas en 15
subfracciones segun su similitud mostrada en los cromatogramas y en lecturas a 365 y
264nm. El sistema eluyente utilizado fue una mezcla de polaridad ascendente de
Hexano: Acetato de Etilo, iniciando con un 100% de hexano y dos lavados finales con
acetona al 100% (Tabla 6.8).

Tabla 6.8. Rendimiento columna J. dioica 5 (CJd5) *Sistema eluyente Hexano: Acetato de
etilo. g= gramos obtenidos, R%= Rendimiento porcentual calculado como
(g*100)/Materia inicial Total.

Columna Jatropha dioica 6 (Cld6)

Reunidon Fraccion Sistema g R%
1 CJd6-F1 Hex:100 0.0017 0.28
2 CJd6-F2 Hex:100 0.0007 0.12
3-4 CJd6-F3  97:3 0.0067 1.10
5-15 CJd6-F15 97:3 0.0664 10.95
16 CJd6-F16 97:3 0.0039 0.64
17- 20 CJd6-F20 97:3 0.0230 3.79
21 Cld6-F21 97:3 0.0033 0.54
22-23 CJd6-F23 97:3 - -
24-29 CJd6-F29 97:3 0.054 8.90
30 Cld6-F30 97:3 - -
31-33 Cld6-F33 97:3 0.0154 2.54
34-37 CJd6-F37 97:3 0.0434 7.16
38-51 Cld6-F51 97:3 0.3456 56.98
52 CJd6-F52 97:3 0.0031 0.51
53 Cld6-F53 97:3 0.0101 1.67
54 CJd6-F54 97:3 0.0123 2.03
55-57 CJd6-F57 Ace:100 0.0169 2.79

total 0.60653 68%

Finalmente para el aislamiento de otros compuestos, la fraccion mas grande de la
columna CJd6 fue cargada en una placa tipo semipreparativa en una placa silica gel No.
60 (Merck, de tamario de particula de 0.015-0.040mm), se corrié en un sistema 7:3
Hexano: acetato de etilo, posteriormente, la placa fue observada bajo luz ultravioleta
marcando los compuestos que presentaran fluorescencia a 254nm y 366nm y una vez
identificados, los compuestos fueron raspados de forma individual para su separacion y

fueron extraidos con diclorometano.
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6.4. Deteccion de la actividad antimicrobiana. Técnica de Bioautografia
Se hizo una deteccion de la actividad antimicrobiana con la técnica de bioautografia de
los extractos, fracciones mas representativas de cada fraccionamiento y de los
compuestos puros obtenidos (Tabla 6.9). Las bioautografias se prepararon en placas de
silica gel No. 60 (Merck) para cromatografia en capa fina de 5 cm de longitud, el ancho
estuvo determinado por el numero de fracciones o compuestos ensayados, dejando una
separacion de 1 cm entre cada uno. Los sistemas de elusion utilizados para correr los
cromatogramas fueron elegidos segun la polaridad y la Relacion de Frentes o factor de
referencia (Rf) de los extractos, fracciones y compuestos, eligiendo siempre el sistema
que permitiera la mejor separacion entre los compuestos de una fraccion compleja o un

RF entre 35y 70 en el caso de compuestos puros.

Los extractos, fracciones y compuestos fueron disueltos con diclorometano y se
cargaron en dos cromatogramas gemelos bajo las mismas condiciones de manejo, los
cuales fueron eluidos al mismo tiempo con el sistema apropiado para cada caso. Una
vez eluidas, las placas secas fueron separadas en dos grupos: 1) control y 2)

cromatograma.

El control sirve para referenciar la localizacion de los compuestos una vez separados,
siendo analizados bajo luz ultravioleta marcando los compuestos que presentaran

fluorescencia a 254nm y 366nm y fueron revelados con sulfato sérico ferroso.

El otro cromatograma fue utilizado para el ensayo bioautogréfico, para lo cual fueron
inoculados con una solucion de Staphylococus aureus en caldo Muller-Hilton ajustado
al estandar 1 de McFarland (aproximadamente 300millones de bacterias/ml). Las placas
fueron sumergidas por completo durante unos 30 segundos hasta estar completamente
embebidas y fueron colocadas sobre un porta objetos dentro de una caja petri con papel
filtro humedecido en el fondo, formando una cdmara humeda y fueron encubados en
una camara de cultivo por 18hrs a 37°C. Finalmente, los cromatogramas bioautograficos
fueron revelados utilizando una solucion acuosa de cloruro de 2,3,5-trifenil de tetrazolio
(TTC) como colorante vital (a una concentracion de 5mg/ml de agua destilada),
rociando una capa ligera y homogénea sobre las placas e incubandolas durante 30

minutos a 37°C.
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Una vez revelados, éstos fueron comparados contra su control identificando los
compuestos con y sin actividad antimicrobiana. La actividad antimicrobiana se presenta
en los bioautogramas como manchas blancas o zonas de inhibicion del crecimiento
bacteriano asociados a compuestos, mientras que sobre los compuestos que no tienen
actividad y en las zonas sin extracto se observa una coloracién rosa indicando la
metabolizacion del TTC por las bacterias vivas por lo que se considera que no hay
inhibicion y por lo tanto se dice que no tiene actividad antibacteriana (Navarro et al.,
1998).

Tabla 6.9. Fracciones probadas por bioautografia para detectar al actividad
antimicrobiana, + positiva, - negativa.
Deteccion de actividad antimicrobiana por bioautografia

Columna Fraccion Actividad | Columna Fraccion Actividad
CJd1-F3 + CJd3-F46 ++
CJd1-F37 +++ CJd3-F49 ++
CJd1-F87 +++ CJd3-F78 -

CJd3

C1d1 CJd1-F192 +++ CJd3-F85 -
CJd1-F326 ++ CJd3-F144 -
CJd1-F375 ++ ClJd3-F204 +
CJd1-F441 + CJd5-F6 -
ClJd1-F442 - Cld5-F26 ++
CJd2-F1 - CJd5 CJd5-F31 +
CJd2-F2 - CJd5-F38 +++
CJd2-F4 - CJd5-F39 +
CJd2-F19 +++ CJdé-F1 -

Cld2
Cld2-F25 ++ CJd6-F3 -
Cld2-F57 + Cld6-F15
CJd2-F101 ++ Cld6 CJd6-F16
CJd2-F102 ++ CJd6-F29 ++
Cld3-F1 - Cld6-F33 +
CJd3-F4 - CJd6-F37 -

CJd3
Cld3-F29 +++ Cld6-F51 ++
ClJd3-F41 +++

Una vez identificados los extractos, fracciones y compuestos con actividad

antimicrobiana con la técnica de bioautografia, se hizo la evaluacion antibacteriana y
antifangica de los compuestos contra cepas de importancia médica por el método de
doble dilucién en placa, de las fracciones de la columna 1 a 3 ya que los pesos de las

fracciones de la columna 4 a 6 eran tan pequefios que no se pudieron probar.
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6.5. Evaluacion antibacteriana y anticandidiasica
Las cepas de bacterias ensayadas se presentan en la Tabla 6.10. Las cepas de E. coli y S.
typhi se mantuvieron en agar EMB (agar-eosina azul de metileno-lactosa-sacarosa para
microbiologia), S. faecalis, S. aureus y C. albicans fueron cultivadas en agar para

antibioticos No. 1.

Tabla 6.10. Cepas de microorganismos ensayadas en la técnica de MIC.
Bacterias y levadura ensayadas

Microorganismo Clave Cepa Infecciones asociadas  Tipo
Escherichia coli (Ec) ATCC 25922 Gastrointestinal Gram -
Salmonella typhi (St) ATCC13311 Gastrointestinal Gram -
Streptococcus faecalis  (Sf) ATCC 29212 Gastrointestinal Gram +
Staphylococcus aureus (Sa) ATCC 29213 Respiratoria Gram +
Candida albicans (Ca) ATCC 10231 Vaginal, bucofaringeo Levadura

*ATCC. American Type Culture Collection.

Para la evaluacion antimicrobiana y anticandidasica por el método de doble dilucién en
agar se hizo lo siguiente. Las bacterias E. coli, S. typhi, S. faecalis y S. aureus y la
levadura C. albicans fueron inoculadas en placas de agar para antibiéticos no. 1 (Merck)
durante 24 horas a 37°C. Posteriormente, se tomaron de 5 a 6 colonias de las bacterias y
se inocularon por separado en caldo Mdiller-Hilton y fueron incubadas a 37°C hasta
alcanzar la turbidez del estandar No. 1 de McFarland que contiene aproximadamente
300 millones de bacterias/ml, después se tomaron 50 microlitros que equivalen a 15
millones de bacterias/ml y se diluyeron en una solucion salina (1:20). C. albicans fue
inoculada en caldo Muller-Hilton y se ajusté por comparacion al estdndar No. 1 de
McFarland.

Cada extracto, fraccion y compuesto fue disuelto en 20% de DMSO (Dimetil Sulféxido)
y 80% de agua destilada y se prepararon diluciones dobles seriadas que se adicionaron
al medio de cultivo en concentraciones finales entre 3, 1.5 y 0.75g/ml de agar para los
extractos de diclorometano y metanol, 0.75, 0.375, 0.182mg/ml para las fracciones de
primer grado (Columna 1) y 400, 200, 100 y 0.050ug/ml de agar para las fracciones de
segundo vy tercer grado (Columnas 2 y 3). Ademas se utilizaron controles negativos de

crecimiento de DMSO y del medio de cultivo.

Se aplicaron 2l del indculo diluido (que contenian aproximadamente 7 500 unidades
formadoras de colonias/mililitro) en cada placa de agar con los extractos y se incubaron

24 horas a 37°C. Los resultados se expresan como la minima concentracién en la que el
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extracto, fraccién o compuesto mostro inhibicion total de los microorganismos a simple
vista (MIC).

6.6. Evaluacion antifiingica
Los hongos de importancia médica utilizados aparecen en la Tabla 6.11, los cuales se

mantuvieron en agar en sabouroad al 4% de glucosa.

Tabla 6.11. Cepas de microorganismos ensayadas en la técnica de MIC.
Hongos ensayados

Microorganismo Clave Cepa Infecciones asociadas Tipo
Trichophyton mentagrophytes (Tm) ATCC 9533 Dermatofito Ascomiceto
Trichophyton rubrum (Tr) ATCC 28188 Dermatofito Ascomiceto
Aspergillus niger (An) ATCC 10535 Pulmonar

*ATCC. American Type Culture Collection

Para la evaluacidn antifingica por el método de doble dilucién en agar se inocularon las
esporas de los hongos de la cepa madre en agar sabouroad al 4% de glucosa.
Posteriormente se obtuvieron 5x10° esporas/ml de agua destilada las cuales se

obtuvieron raspando cultivos maduros de los hongos.

Cada extracto, fraccién y compuesto fue disuelto en 20% de DMSO (Dimetil Sulfoxido)
y 80% de agua destilada y se prepararon diluciones dobles seriadas que se adicionaron
al medio de cultivo en concentraciones finales entre 8mg y 0.350ug/ml de agar. Ademas

se utilizaron controles negativos de crecimiento de DMSO y del medio de cultivo.

Se aplicaron 2ul de la solucién de esporas (que contenian aproximadamente 6250
esporas) en cada placa de agar con los extractos y se incubaron a 37°C por 24 h para A.
niger y 72 h para los dermatofitos utilizando una camara himeda. Los resultados fueron
expresados como la minima concentracion en la que el extracto, fraccion o compuesto

mostra inhibicion total de los hongos a simple vista (MIC).

6.7. Cuantificacion de Axvl y AxV2y comparacion en diferentes extractos por
HPLC

Con la finalidad de comparar las posibles diferencias en la acumulacion de los
compuestos mayoritarios purificados AxV1 y AxV2 en las plantas colectadas, se hizo
una cuantificacién por HPLC. Los extractos de diclorometano se obtuvieron utilizando

2g de cada tejido, se colocaron en matraces con 23ml de diclorometano y se
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mantuvieron en agitacion durante 3 hrs, se filtraron, se concentraron y se obtuvo el

rendimiento porcentual.

Las muestras fueron analizadas utilizando el método de Cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC por sus siglas en inglés High Performance Liquid Chromatography).
El sistema cromatografico consistio6 de un mddulo de separacion (Waters 2695)
conectado a un detector de Fotodiodos (Waters 2996). Los cromatogramas se analizaron
con el software Empower Chromatography Manager version 1 (Empower Pro 1.0
Waters). El anédlisis fue hecho utilizando una columna fase reversa 1.16855.0001
LiChroCART® 125-4 Superspher®100 Merck. La fase movil consistio en un gradiente
lineal de Agua/Acetonitrilo con wuna concentracion inicial de 100% agua
disminuyéndose en 90,70, 60, 30 y 15% respecto a acetonitrilo en ciclos de 21 minutos

y con un flujo de Iml/min. Los solventes utilizados fueron grado HPLC Merck.

La identificacion cromatogréafica de los picos de los compuestos purificados fue
estimado utilizando un detector de matriz de fotodioidos 230-600nm (PDA 2996

Waters), ademas se determinaron los Tiempos de Retencion (TR).

Para la cuantificacion de los compuestos purificados AxV1 y AxV2 se elaboré una
curva de calibracion construida por cinco puntos generados por cinco diluciones de cada
compuesto en 12.5, 25, 50, 100 y 200ug/ml metanol. Se inyectaron volimenes 20ug/mi
y fueron leidos a 284 y 245nm respectivamente. Posteriormente se midio el area bajo la
curva de cada concentracion por triplicado, se obtuvieron los promedios, se genero la

ecuacion correspondiente y se calculo el coeficiente de determinacion (R?).

Finalmente, para la cuantificacion de los compuestos en los 8 diferentes extractos, se
inyectaron 20ul de cada uno a una concentracion de 15mg/ml de Metanol previamente
filtrados en un filtro Acrodisc PSF Nylon PALL® de 4.5um de apertura y una jeringa
de 25mm de longitud. Para cada muestra se hicieron lecturas a 284 y 245nm vy se
midieron las areas bajo la curva por triplicado. Posteriormente se substituyeron los
valores en la ecuacion respectiva y se calcularon los pug de cada compuesto por gramo

de extracto de diclorometano en cada uno de los tejidos.

Para la elucidacion estructural, los compuestos aislados fueron sujetos a un analisis
instrumental en la unidad de resonancia magnética nuclear de la Facultad de Quimica de

la Universidad Autdbnoma de Morelos. Las estructuras fueron determinadas a través de
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resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y °C, que se obtuvieron en CDCLs;
(deuterocloroformo) en un equipo Varian Unity 400, a 400 MHz para *H y a 100 MHz
para *C utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.
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7. Resultados

7.1. Caracterizacion del material bioldgico

Se colectaron un total de 531 plantas completas, con un tallo principal o grupo tallos
asociados a un rizoma. En el matorral Xerofilo de las inmediaciones de la Localidad de
Vista Hermosa en el Municipio de Cadereyta, Qro., se colectaron un total de 289 plantas
completas mientras que en la zona de “Cajones” en el municipio de Querétaro cuyo tipo
de vegetacion es Selva Baja Caducifolia, se colectaron 242 plantas. El corte longitudinal
en la base del tallo muestra que en la colecta de Cadereyta se encontrd una proporcién
similar entre las plantas con latex rojo (44.6%) y latex hialino (55.4%), mientras que en
la colecta de Querétaro se observa una mayor proporcion de plantas con latex rojo
(74.4%) y una menor proporcion de plantas con latex hialino (25.6%) (Tabla 7.1).

La mayoria de las plantas colectadas en ambas zonas no presentaron inflorescencias
(82.4% y 71.1%) y so6lo una minoria contaba con tallos contiguos y/o ramificaciones en
el tallo principal. La Tabla 7.1 muestra para cada area de colecta el nimero de plantas
con la presencia o ausencia de flores, tallos contiguos y ramificaciones en la parte
superior del tallo principal de la planta asi como el porcentaje que representa respecto al

total de plantas colectadas por zona.

Tabla 7.1. Plantas colectadas en Cadereyta, Qro y Querétaro, Qro.

Plantas Cadereyta Querétaro

Latex hialino 160 55.4% 62 25.6%
Léatex rojo 129 44.6% 180 74.4%
Con ramas 57 19.7% 63 26.0%
Sin ramas 211 73.0% 159 65.7%
Con tallos contiguos 37 12.8% 82 33.9%
Sin tallos contiguos 170 58.8% 111 45.9%
Con flores 51 17.6% 70 28.9%
Sin flores 238 82.4% 172 71.1%

Total de plantas 289 100% 242 100%

Las plantas completas de Cadereyta tuvieron una longitud promedio de 59.7+17.7, con
un rizoma de una longitud promedio de 16.6+ 12.5cm y 12.8+3.2mm de didmetro
promedio. Los tallos midieron en promedio 43.1+13.7cm de longitud y 11+2.3mm de
diametro (Tabla 7.2).
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El promedio de la longitud de las plantas completas colectadas en Querétaro fue de
72.3£23.4cm, con un rizoma de 17.5£13.8cm de longitud por13.6£3.8mm de diametro y

un tallo de54.8+17.3cm de longitud por 7+£3.8mm de didmetro.

Tabla 7.2. Longitud y diametro promedio de las plantas completas, rizomas y tallos y su
desviacion estandar

Longitud y diametro promedio

Caracteristicas Cadereyta Querétaro
Long total Planta (cm) 59.7 + 17.7 | 723 + 234
Long total (cm) 16,6 + 125 (| 175 + 138
<§£ Didmetro prom (mm) 128 + 343 | 136 t 3.8
Q Didmetro distal 1 (mm) | 12.8 + 3.2 13.8 £+ 4.0
o Diametro central (mm) 13.0 + 34 144 + 4.0
Diametro distal 2 (mm) | 12.8 + 3.6 139 + 39
Long total (cm) 431 + 13.7 | 548 + 173
o Didmetro prom (mm) 72 + 35 70 + 338
= Diametro distal 1 (mm) | 11.0 + 23 | 113 + 23
. Didmetro central2 (mm) | 6.8 + 1.7 65 + 16
Didametro distal 3 (mm) 38 + 1.2 31 + 1.0

7.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana con la técnica de doble dilucién
en placa a nivel extracto:

7.2.1. Extractos metanolicos

Los MIC del extracto metandlico muestran que los extractos presentan diferente tipo de
actividad antimicrobiana ante los microorganismos probados. Todos los extractos
presentaron actividad inhibitoria total contra S aureus entre 0.75 y3gr/ml de agar. Solo
los rizomas rojos presentaron actividad contra S. typhi y sélo el rizoma transparente de
Querétaro presentd actividad contra S. faecalis. Ninguno de los extractos probados
mostro actividad contra E. coli. Por otro lado, todos los rizomas mostraron actividad
contra A. niger a 1.5mg/ml y sélo los rizomas provenientes de Cadereyta mostraron
inhibicién contra C. albicans. Contra los dermatofitos T. mentagrophytes y T. rubrum,
todos los extractos mostraron actividad entre 1.5 y < a 0.75, excepto los tallos rojos de
Queretaro que no mostraron actividad a las concentraciones probadas. En general, los
rizomas de ambas zonas presentaron mayor actividad que los tallos; los rizomas de
Cadereyta presentaron mejor actividad que los colectados en Querétaro y finalmente
todos los extractos presentaron mayor actividad contra hongos que contra bacterias
(Tabla 7.3).
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Tabla 7.3. Resultados de MIC de 8 extractos metandlicos de J. dioica provenientes de
Cadereyta y Querétaro.
MIC Extracto Metandlico (g/ml)

Extracto Sa St Sf Ec Ca Tm Tr An

Tallo hialino 1 0.75 >3 >3 >3 >3 15 1.5 >15
° Rizoma hialino 2 3 >3 >3 >3 3 <075 <0.75 1.5
©  Tallo rojo 3 3 >3 >3 >3 >3 15 1.5 >1.5
Rizoma rojo 4 3 3 >3 >3 3 <075 075 15
Rizoma rojo 5 3 3 >3 >3 >3 15 1.5 15
o Tallorojo 6 3 >3 >3 >3 >3 >15 >1.5 >1.5
O Rizoma hialino 7 3 >33 >3 > 15 15 15
Tallo hialino 8 3 >3 >3 >3 >3 15 1.5 >15
DMSO* + + + + + 4+ + + +
Medio de cultivo* + + + + + o+ + + +

Las concentraciones probadas fueron 3, 1.5 y 0.75¢g/ml de agar, *Controles de crecimiento, +
positivo. Sa= Staphylococcus aureus, St=Salmonella typhi, Sf= Streptococcus faecalis, Ec=
Escherichia coli, Ca=Candida albicans, Tm=Trichophyton mentagrophytes, Tr=Trichophyton
rubrum y An=Aspergillus niger.

7.2.2. Extractos de diclorometano
Los resultados del MIC revelan que los extractos de diclorometano presentan actividad
heterogénea ante los diversos microorganismos probados. Ninguno de los extractos

mostro actividad contra S. typhi, E. coli y C. albicans a las concentraciones evaluadas.

Algunos tejidos mostraron actividad contra S. aureus y S. faecalis a una concentracion
de 1.5g/ml de agar. Por otro lado, todos los extractos mostraron actividad contra los
dermatofitos T. mentagrophytes, T. rubrum y los rizomas de ambas zonas presentaron
actividad parcial (entre 40-60% de area total) contra A. niger a 1.5g/ml de agar. En
general, se detectd una mayor actividad contra hongos que contra bacterias a las
concentraciones probadas, los tejidos de Cadereyta presentaron mejor actividad que los
de Querétaro ya que inhiben el crecimiento de diferentes microorganismos en una
menor concentracion. Por otro lado, los rizomas de Cadereyta mostraron mejor
actividad antimicrobiana in vitro que los tallos de ambas zonas a las concentraciones
probadas (Tabla 7.4).
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Tabla 7.4. Resultados de MIC de 8 extractos de diclorometano de J. dioica provenientes de
Cadereyta y Querétaro.
MIC Extracto Diclorometano (g/ml)

Extracto Sa St Sf Ec Ca Tm Tr An
Tallo hialino 1 1.5 >15 >15 >1.5 >1.5 1.5 1.5 >1.5

° Rizoma hialino 2 1.5 >15 15 >15 >15 0.375 0.375 >1.5
©  Tallo rojo 3 >1.5 >15 >15 >15 >15 15 15 >1.5
Rizoma rojo 4 >1.5 >15 >15 >15 >15 0.375 0.375 >15
Rizoma rojo 5 >1.5 >15 >15 >15 >15 1.5 15 >15
o Tallo rojo 6 15 >15 15 >15 >15 15 15 >15
S Rizoma hialino 7 >1.5 >15 >15 >15 >15 15 15 >15
Tallo hialino 8 15 >15 >15 >15 >15 15 15 >15
DMSO* + + + + + + + + +
Medio de cultivo* + + + + + + + + +

Las concentraciones probadas fueron 1.5, 0.75 y 0.375 g/ml de agar, *Controles de
crecimiento, + positivo. Sa= Staphylococcus aureus, St=Salmonella typhi, Sf= Streptococcus
faecalis, Ec= Escherichia coli, Ca=Candida albicans, Tm=Trichophyton mentagrophytes,
Tr=Trichophyton rubrum y An=Aspergillus niger.

Comparando los resultados del MIC y la bioautografia de los extractos de metanol y
diclorometano muestran que el extracto de diclorometano es mas activo y contiene
mayor numero de posibles compuestos con actividad antimicrobiana y en mayor
concentracion. A nivel tejido, los extractos de rizomas rojos y transparentes de
Cadereyta mostraron mayor actividad, y basandonos en la similitud cromatogréafica de
sus compuestos, se decidio se decidid reunir estos tejidos para contar con el material
suficiente para llevar a cabo el fraccionamiento biodirigido para purificar los

compuestos responsables de la actividad antimicrobiana.

Por otro lado debido a que el MIC de ambos extractos mostré una importante tendencia
de inhibicién contra dermatofitos, se decidié que la direccion del fraccionamiento del
extracto de diclorometano estaria enfocado hacia la purificacion de compuestos con
actividad contra los hongos T. mentagrophytes, T. rubrum y A. niger y la levadura

Candida albicans.

7.3. Rendimiento columnas
Los rendimientos de las columnas permitieron obtener de un 60 a un 96% de
recuperacion una vez que fueron eluidas con los solventes elegidos, estos resultados se

muestran en la Tabla 7.5.
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Tabla 7.5. Rendimiento de las columna del fraccionamiento del extracto de diclorometano
Fraccionamiento extracto diclorometano Jatropha dioica

Fracciones

Columna obtenidas g0 gf R %
Cldl 447 55.4 45.9 82.8
Cld2 103 16.1 15.5 96.4
CJd3 205 5.2 5.0 90.4
Cld4 60 0.4 0.4 90.0
CJd5 39 2.4 1.7 70.5
CJd6 65 0.89 0.6 68.5
Total 919

7.4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana por doble dilucién en agar de
las fracciones y compuestos puros del fraccionamiento bioidrigido del
extracto de diclorometano

Los resultados de la evaluacion de actividad contra dermatofitos de ocho de las once
fracciones obtenidas de la columna CJd1 (fraccionamiento primario), evaluadas con el
método de doble dilucion en placa, mostrd que las fracciones de media y baja polaridad
presentan actividad contra T. mentagrophytes y T. rubrum con una Concentracion
Minima Inhibitoria entre los 0.375 y 0.75mg/ml, siendo la fracciéon CJd1F-87 la mas
activa ya que inhibe el crecimiento total de los dos dermatofitos a una concentracion de
0.375mg/ml, mientras que las fracciones mas polares no presentaron actividad
antimicrobiana a las concentraciones probadas (Tabla 7.6).

La evaluacion de la MIC muestra que el compuesto puro contenido en la fraccion CJd2-
F25 (compuesto puro AxV1) es la méas activa al inhibir el crecimiento de cinco de los
ocho microorganismos probados con las concentraciones de extracto/ml de agar mas
bajas. S. aureus y S. faecalis, son inhibidos Unicamente por la fraccion CJd2-F25; S.
typhi, E. coli y C. albicans no fueron inhibidos por ninguno de los compuestos de la
columna 2 a las concentraciones probadas; a excepcion de la fraccién CJd2-F4 para T.
mentagrophytes, todas las fracciones inhibieron el crecimiento de T. rubrum y T.
mentagrophytes entre los 0.050 y los 200ug/ml. Finalmente, de las fracciones probadas
solo la fraccion CJd2-F25 y CJd2-F35 inhibieron el 100% del crecimiento de A. niger a
200 y 400 pg/ml de agar respectivamente (Tabla 7.6).

Debido a que las fracciones obtenidas tuvieron un peso muy reducido, no se pudo
continuar con su fraccionamiento y solo se obtuvo el MIC de la fraccion CJd3-F171 y

del compuesto puro de la fraccion CJd3-F46 (Tabla 7.6).
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Los resultados de la prueba de doble dilucion seriada para la obtencion de las
concentraciones minimas inhibitorias (MIC) mostraron que la fraccion CJd3-F171
presentd inhibicion en tres de los ocho microorganismos probados a una concentracion
entre 200 y 100ug/ml de agar, mientras que el compuesto puro de la fraccion CJd3-F46
solo inhibid el crecimiento de T. rubrum a una concentracion de 200ug/ml de agar
(Tabla 7.6).

Tabla 7.6. Resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana con el método de
doble dilucion en agar de las fracciones con actividad detectadas por el método de
bioautografia.

MIC Fracciones (mg/ml, ug/ml)

Fraccién Sa St Sf Ec Ca Tm Tr An
CJd1-F3* Np Np Np Np Np 0.75 0.75 Np
CJd1-F3* Np Np Np  Np Np 075 0.375 Np
CJd1-F87* Np Np Np Np Np 0.375 0.375 Np
CJd1-F192* Np Np Np Np Np 0.75 0.75 Np
CJd1-F326* Np Np Np Np Np >0.75 >0.75 Np
CJd1-F379* Np Np Np Np Np >0.75 >0.75 Np
Cld1-F441* Np Np Np  Np Np >0.75 >0.75 Np
CJd1-F442* Np Np Np Np Np >0.75 >0.75 Np
Cld2-F4** >200 >200 >200 >200 >400 >400 100  >400
CJd2-F25 (AxV1)** 100 >200 100 >200 >400 <100 0.05 200
CJd2-F35%** >200 >200 >200 >200 >400 100 100 400
CJd2-F57** >200 >200 >200 >200 >200 200 200 >200
CJd2-F101** >200 >200 >200 >200 >200 200 200  >200
CJd3-F46 (AxV2)** >200 >200 >200 >200 >200 >200 200 >200
CJd3-F171** 200 >200 100 >200 >200 >200 100 >200
DMSO* + + + + + + + +
M. cultivo” + + + + + + + +

Las concentraciones probadas fueron 0.75, 0.375, 0.182mg/ml* y 400, 200, 100 y 0.050ug/mi**
de agar. #Controles de crecimiento + positivo. Np= No probadas.
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7.5. RMN de los compuestos purificados
7.5.1. Compuesto AxV1
Compuesto AxV1, correspondié al compuesto purificado en la fraccion F25 de la
columna CJd2. Fue purificado en forma de agujas cristalinas con hexano, es soluble en

diclorometano y presenta un color amarillo al ser revelado con sulfato seérico.

O

Figura 7.1. Compuesto AxV1 purificado en la fraccion CJd2F25.

7.5.2. Compuesto Axv2
Compuesto AxV2, correspondié al compuesto purificado en la fraccion F46 de la
columna CJd3. Fue purificado con hexano y forma agujas cristalinas, es soluble en

diclorometano y presenta un color verde seco al ser revelado con sulfato sérico.

0]
Figura 7.2. Compuesto AxV2 purificado en la fraccion CJdF46.

52



Resultados
Estudio quimico biodirigido y evaluacién antimicrobiana in vitro de Jatropha dioica

7.5.3. Compuesto AxV3
Compuesto AxV3 corresponde a Citlalitrione CyoH260,4. Fue purificado en la fraccion
CJd3-F85 recristalizado en hexano forma agujas cristalinas, este compuesto revela en

color rojo al ser revelado con sulfato sérico.

O

ull//////

Figura 7.3. Citlalitrione C,yH»604: compuesto purificado en la fraccion CJd3-F85.

7.5.4. Compuesto Axv4
Este compuesto corresponde a B-Sitosterol fue obtenido en la fraccion CJd4F40, fue
determinado por comparacién en cromatografia de capa fina utilizando un estandar. Este
compuesto revela de color rojo al ser revelado con sulfato sérico. Su formula molecular
es C28H510, (3 beta)-stigmast-5-en-3ol; 22:23-dihydrostigmasterol; 24 beta-ethyl-

delta-5-cholesten-3beta-ol.

OH

Figura 7.4. B-Sitosterol
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La Figura 7.5 muestra las fracciones mas representativas de las 919 fracciones obtenidas
de las 6 columnas utilizadas para el fraccionamiento del extracto de diclorometano de
Jatropha dioica.

Ref (C3-F4 C3-F1 C2-F2 (C4-40 C2-F4 (2-25 C3-F46 C6-F16 C6-F21 C6-F7 C6-F6 C3-F85 C6-F5 C6-F54 C2-F192 C6-FA C3-F72 C6-F3

Figura 7.5. Cromatograma de las 18 fracciones més representativas de las 919 fracciones
obtenidas de las 6 columnas utilizadas para el fraccionamiento del extracto de diclorometano
de Jatropha dioica.

7.6. Cuantificacion de los compuestos AxV1y AxV2 purificados
Los rendimientos de los extractos de diclorometano de los diferentes tejidos estan entre
1.36 y 2.38% como se muestra en la Tabla 7.7. Los tejidos con mayor cantidad fueron
los rizomas de ambas zonas y en menor cantidad en los tallos.

Tabla 7.7. Rendimiento de los extractos de diclorometano para la cuantificacion de AxV1y

AxV2.
__ Rendimiento extractos diclorometano

Colecta Tejido Extracto Extracto (g) R(%)
Rizoma Rojo 1 0.0421 2.11

° Rizoma bco 2 0.0466 2.33

“  Tallo rojo 3 0.0290 1.45
Tallo bco 4 0.0272 1.36

Rizoma rojo 5 0.0476 2.38

o) Rizoma bco 6 0.0465 2.33

S Tallo rojo 7 0.0346 1.73
Tallo bco 8 0.0349 1.75

Gramos de extracto obtenidos a partir de 2g de los tejidos deshidratados y pulverizados. El
rendimiento porcentual R (%) corresponde a :%=(g de extracto obtenido X 100)/g de material
inicial total.

El compuesto F25 presenta un espectro de absorcion de UV con una longitud de onda
maxima de Amax=284nm y un tiempo de retencion de 10.145. Para el compuesto F46 su
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espectro se presentd una Amax=246nm y un tiempo de retencion de 9.97 con la columna

y el sistema utilizado (Anexo).

La ecuacién obtenida para la cuantificacion a partir de las cinco diluciones de F25 es
Y=32702x + 90268 con una R? de 0.999 y para el compuesto F46 es Y=33739x +
10631 con una R? de 0.999.

Por otro lado, la cuantificacion de los compuestos indica que el compuesto con mayor
actividad antibacteriana AxV1 (CJd2F25) resultd ser el mas abundante en los rizomas
rojo y hialino colectados en Cadereyta 96.4 y 86.4mg/g extracto de diclorometano
respectivamente, mientras que este compuesto no fue detectado en los rizomas y tallos
hialinos colectados en Querétaro. Respecto al compuesto AxV2 (CJd3F46) también
resulta ser el mas abundante en rizomas rojos y hialinos de Cadereyta, por otro lado no

fueron detectados en los rizomas rojos de Querétaro (Tabla 7.8).

Tabla 7.8. Cuantificacién de los compuestos purificados AxV1 y AxV2.

F25 a 284 nm F46 245nm
Colecta Tejido Muestra
mgF25/gExt TR  mgF25/g Ext TR
Rizoma Rojo CH,Cl,-1 96.47 9.022 44.94 8.78
° Rizoma hialino  CH,Cl,-2 86.46 10.16 64.38 9.9
©  Tallo rojo CH,Cl,-3 2.59 7.77 1.71 7.5
Tallo hialino CH,Cl,-4 0.42 7.72 0.97 7.43
Rizoma rojo CH,Cl,-5 3.61 8.7 ND ND
o Rizoma hialino CH,Cl,-6 ND ND 2.63 7.78
S Tallo rojo CH,Cl,-7 2.48 10.38 2.48 1021
Tallo hialino CH,Cl,-8 ND ND 2.26 7.8

Promedio de 3 inyecciones de 20pl. ND no detectado.
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8. Discusiones
Los extractos de los tallos y rizomas de metanol y diclorometano asi como las
fracciones y compuestos puros obtenidos mostraron actividad antimicrobiana
preferentemente hacia los dermatofitos especialmente hacia T. rubrum y bacterias gram
positivas y practicamente ninguno mostro actividad contra las gran negativas E. coli y
Salmonella typhi (a excepcion de los rizomas del extracto metandlico). Este resultado
concuerda con algunas investigaciones que muestran que en general, las sustancias
antibidticas de las plantas resultan ser mas inhibitorias de organismos Gram positivas
que de Gram negativas. Por ejemplo, Kumar et al. (2006) estudiaron 61 plantas
medicinales usadas por la medicina tradicional India incluyendo Jatropha gossypifolia.
Ellos concluyeron que J. gossypifolia, junto con otras nueve plantas fueron las especies
qgue mostraron wuna actividad antimicrobiana siendo significativa hacia los

micorganismos Gram positivos.

Respecto a la actividad antifingica, el resultado obtenido coincide con los hallazgos
encontrados por Adejumo et al. (2009), quienes probaron la actividad antimicrobiana de
extractos etandlicos y acuosos de seis plantas incluyendo a Jatropha curcas y J.
gossypifolia, los cuales mostraron importanteactividad coontra T. rubrum y T.
mentagrophytes y en su conclusion mencionan que J. gossypifolia mostré una actividad
similar a la de mycoten, (clotrimazol 1%) y que por lo tanto, puede ser utilizada de
manera alternativa para el tratamiento de padecimientos causados por las especies de

Trichophyton.

En cuanto a los compuestos purificados, tres de los cuatro compuestos correspondieron
a terpenos. Los terpenos son el mayor grupo de fitoquimicos que presentan diversas
funciones en la mediacién de las interacciones antagonicas y benéficas en y entre, los
organismos. El género Jatropha perteneciente a la familia Euphorbiaceae ha sido
identificado como un género rico en terpenos (Devappa, 2010), en la actualidad han
sido aislado cerca de 68 diterpenos, cuya actividad bioldgica varia desde actividad
antitumoral y antimicrobiana in vitro y en su mayoria muestran actividad citotoxica,
algunos otros compuestos muestran actividad antitumoral (Seigler, 1994; Devappa et

al., 2010). Estos hallazgos sostienen la hip6tesis planteada en este trabajo.
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Citlalitrione es un diterpeno epoxitrion (C,oH2604) aislado por primera vez de las raices
y tallos de Jatropha dioica Var. Sessiflora (Villarreal y Dominguez, 1988), este
compuesto también ha sido aislado de J. interregima y J. gossypifolia y no se ha
determinado si presenta alguna actividad bioldgica, sin embargo esta estructura esta
estrechamente relacionada a jatrofatrion/jatrofon, y debido a que jatrofone tiene
actividad antitumoral in vitro, citlalitrione se ha convertido en un compuesto interesante

para el desarrollo de nuevos agentes anticercindgenos (Davappa et al., 2010).

B-Sitosterol es un compuesto quimico que pertenece al grupo de los fitosteroles, que son
los esteroles que se encuentran de forma natural en las plantas. Su estructura quimica es
muy similar a la del colesterol. Es extremadamente insoluble en agua y pobremente
soluble en lipidos. Quimicamente B-sitosterol es muy parecido al colesterol, difiere por
la presencia de un grupo etilico en el carbon 24. El R-sitosterol es probablemente el
esterol de plantas més abundante y ampliamente distribuido por lo que es comdn su

aislamiento en extractos de origen vegetal (Awada et al., 2007).

La cuantificacién de los compuestos con actividad antimicrobiana AxV1y AxV2 por
HPLC, indic6 una mayor concentracion de estos metabolitos en los rizomas que en los
tallos y que los rizomas de Cadereyta presentan la mayor cantidad de estos. Este
resultado era esperado ya que la concentracion de los metabolitos secundarios en las
plantas varia entre drganos, tejidos y estadios de desarrollo, y estan directamente
influenciados por los factores ambientales tales como temperatura, nutrientes, humedad

del suelo y concentracion atmosférica de CO, (Sharafzadeh y Ordookhan. 2011)

Respecto a la mayor concentracion en los rizomas que en los tallos, otros estudios
fitogquimicos de las especies de Jatropha han resultado en el aislamiento de varios tipos
de diterpenoides principalmente de las raices de estas plantas (Kupchan et al., 1970;
Torrance et al., 1976; Naengchomnong et al., 1986; Villarreal et al., 1988) incluso el
uso etnobotanico recomendado de J. dioica indica que la raiz (rizoma) es
preferentemente utilizado (Martinez, 1991; Gonzélez, 2004; Readers’s Digest México,
1987).

Respecto a las diferencias en la concentracion en las dos poblaciones estudiadas, la

mayor concentracién del compuesto AxXV1 en la poblacion de Cadereyta, puede estar
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directamente relacionado a las condiciones ambientales contrastantes y al diferente

grado de estrés hidrico de amas zonas.

Las plantas estdn sujetas constantemente a condiciones adversas tales como: sequia,
inundacion, temperaturas extremas, sales excesivas, metales pesados, irradiacion de alta
intensidad e infecciones por agentes patogenos. Dada su inmovilidad, deben ajustarse en
forma necesaria, tanto estructural como metabdlicamente, para poder responder a las
condiciones de estrés. El estrés es considerado una desviacion significativa de las
condiciones Optimas de vida, que induce cambios. En primera instancia son reversibles,

pero también pueden ser permanentes (Rodriguez y Garcia, 2003).

Ahora bien, el estrés hidrico se define como el potencial hidrico celular y/o la turgencia
de la célula son reducidos por debajo de sus valores dptimos, o también se define como
la condicidn den la que la falta de agua ocurre por periodos suficientes para producir un
déficit hidrico, dando lugar a alteraciones en procesos fisioldgicos.

Por ejemplo Goran et al. (2010), hicieron un estudio comparativo de la planta
medicinal “palo de San Juan” (Hypericum perforatum), comparando plantas
provenientes de dos localidades con diferentes condiciones ambientales colectadas
durante varios periodos. Los resultados presentados en su estudio sugieren que la
acumulacién de los metabolitos secundarios de esta planta dependen de la localidad y el
periodo de muestreo. Sus resultados sugieren que temperatura y la luz son factores
ambientales importantes que optimizan la produccién de los metabolitos secundarios, a
mayor temperatura (25- 40°C e intensidades de luz de 923 a 1780_molm-2s-1) existen
cambios significantes en la concentracién de los compuestos estudiados (Vandana y
Pawan, 2007; Goran et al., 2010; Li et al., 2011).

El déficit de agua usualmente inhibe el crecimiento y la productividad debido al la
limitacion del intercambio de gases y la inhibicion de la fotosintesis (Cai et al., 2007; Li
et al., 2009 en Li et al., 2011). Ante esto, las condiciones contrastantes de Cadereyta
donde el clima es del tipo semiseco templado (BS1k). La temperatura promedio del
municipio es 15.9°C y un rango de precipitacion de 302-535mm. (CNA, 2004. Registro
Mensual de Temperatura Media en °C, INEGI, 2010). Registrandose temperaturas
extremas de varios grados bajo cero por las mafianas y hasta 55°C a medio dia, en el

area de estudio (Sanchez y Suzan, 2008).
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En contraste con la el municipio de Querétaro, Qro., donde el clima Semiseco templado
(BS1kw) con un rango de temperatura de 18°C y un rango de precipitacion de 500-700
mm. Por lo que si bien la acumulacién abundante del compuesto AxV1 en los rizomas
de Cadereyta pueden estar directamente asociados al el estrés hidrico, también existe la
posibilidad de estar asociado al tipo de suelo y otros factores que no fueron analizados

en este estudio.
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9. Conclusiones

Se encontr6 que los extractos, fracciones y compuestos obtenidos de J. dioica poseen
actividad antimicrobiana ante las cepas de importancia médica ensayadas.

Los valores de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) muestran que los extractos de
diclorometano y metanol de J. dioica presentaron actividad antifungica importante,
mientras que contra bacterias su actividad no fue tan notoria y que los rizomas

presentaron mayor actividad que los tallos contra las cepas seleccionadas.

Con el estudio quimico biodirigido del extracto de diclorometano se lograron purificar
los compuestos AxV1, AxV2, Citlalitrione y B-Sitosterol. EI compuesto AxV1 presentd
actividad antimicrobiana in vitro contra el dermatofito Trichophyton rubrum
(0.050ug/ml) y contra Aspergillus niger (200pg/ml), asi como contra las bacterias Gram
+ Staphylococcus aureus (100ug/ml) y Salmonella typhi (100ug/ml). ElI compuesto
AxV2 presentd actividad contra Trichophyton rubrum a (200ug/ml). EI compuesto

Citlalitrione, no presento actividad antimicrobiana contra las cepas probadas.

Las pruebas de cuantificacion de los compuestos con actividad antimicrobiana AxV1y
AxV2 indican que el compuesto AxV1 fue méas abundante en los rizomas que en los
tallos y que existen diferencias en la concentracion en las dos poblaciones estudiadas,

teniendo una mayor concentracion del compuesto AxV1 en la poblacion de Cadereyta,

Qro.

Nuestros resultados permiten concluir que los extractos de diclorometano de J. dioica
exhibieron actividad antimicrobiana importante particularmente obtenida de los rizomas
de esta planta, lo cual apoya el uso tradicional del tratamiento de algunas enfermedades
como agente antimicrobiano. Esto explica el uso de esta plantas por personas de
alrededor de 18 Estados de la Republica Mexicana contra varios tipos de padecimientos

que involucran microorganismos.
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10. Perspectivas
Este trabajo ha indicado que los extractos tienen la aplicacion potencial (principalmente
el compuesto Ax-V1) y que hay justificacion para el uso de estas plantas como
antimicrobiano contra varios tipos de padecimientos que involucran microorganismos,
principalmente en el tratamiento de dermatofitos causados por T. mentagrophytes y T.
rubrum, sin embargo es conveniente mencionar que es necesario ampliar esta

investigacion para analizar su potencial como fitofarmaco.
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12. Anexo

1. Deshidratacion del material bioldgico

Las 289 plantas completas colectadas en Cadereyta sumaron un total de 14.164 kg que
al ser deshidratado se obtuvieron 3.486kg, con un rendimiento total de 24.6% (Tabla 6).
Para la colecta de Querétaro, se obtuvo un total de 12,819kg de material fresco
proveniente de las 242 plantas completas que al deshidratarse sumaron un total de
3.849kg con un rendimiento del 30.03% (Tabla 7). La diferencia de rendimiento total
deshidratado y el material total colectado indica que en promedio, el material colectado
en Cadereyta contenia mayor humedad que el colectado en Querétaro con un 75.4% y

69.9% respectivamente.

Colecta Cadereyta (289 plantas)
Hidratado (g) Deshidratado (g) Rendimiento %

Rizoma rojo 4,279.63 895.91 20.93
Tallo rojo 3,362.06 948.25 28.20
Hojas - 3241 0.96
Rizoma bco 3,254.59 881.68 27.09
Tallo bco 3,267.75 694.01 21.24
Hojas - 34.19 1.05
Totales 14,164.03 3,486.45 24.61

Tabla 1. Deshidratacion de las 289 plantas completas colectadas en el municipio de Cadereyta,

Qro.

Colecta Querétaro (242 plantas)

Hidratado (g) Deshidratado (g) Rendimiento %

Rizoma rojo 5,778.8 1,842.51 31.88
Tallo rojo 4,186.6 1,159.2 27.69
Hojas rojo - 42.6 1.02
Rizoma bco 1,555.1 452.2 29.08
Tallo bco 1,299.3 336 25.86
Hojas bco - 17.1 1.32
Totales 12,819.8 3,849.61 30.03

Tabla 2. Deshidratacion de las 242 plantas completas colectadas en Querétaro, Qro.
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2. Bioautografias

Los cromatogramas de los extractos metandlicos muestran que los rizomas y tallos de
ambas zonas de colecta comparten compuestos y son similares entre si. La bioautografia
de los 8 extractos obtenidos muestra la presencia de dos zonas de inhibicion, a) una
polar que estéd presente en todos los compuestos localizado en la parte medianamente
polar y b) una con mas actividad, localizada en la parte menos polar del cromatograma y
que aparece Unicamente en los extractos 2 y 4 (rizoma rojo y transparente

respectivamente) provenientes de Cadereyta Figura 1.

Tb Rb Tr Rr Rr Tr RbTb

Figura 1. Bioautografia del extracto metanolico de 8 diferentes tejidos donde: T= Tallo, R=
Rizoma; b=latex hialino y r=latex rojo. La linea punteada representa a las plantas de Cadereyta
y la linea consecutiva a las plantas de Querétaro. Las manchas blancas sefialadas como ay b,
representan zonas de inhibicibn del crecimiento microbiano y por lo tanto actividad
antimicrobiana de los compuestos.

Las manchas de los compuestos de los extractos de diclorometano observados en el
cromatograma muestran que los rizomas de ambas zonas comparten compuestos entre si
y por el tamafio de las manchas probablemente se encuentran en diferentes
concentraciones comparando los rizomas de Cadereyta y Querétaro. Los cromatogramas

de los tallos muestran por su parte, que son mas homogéneos entre si.

La bioautografia de los 8 extractos muestra la presencia de una mayor nimero de zonas
de inhibicion que en los extractos metanolicos, localizandose desde lo poco polar (zona
superior de la placa) hasta lo mas polar del cromatograma (zona inferior). Hay dos

zonas de inhibicion predominantes: la primera zona (zona a) se encuentra en la parte
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menos polar principalmente en los Rizomas hialinos y rojos de la colecta de Cadereyta.
La segunda zona de inhibicién (zona b), corresponde a compuestos medianamente

polares y esté presente en diferente intensidad en todos los extractos figura 2.

Tb Rb Tr Rr Rr Tr Rb Tb Tb Rb Tr Rr Rr Tr Rb Tb

Figura 2. Bioautografia del extracto de diclorometano de 8 diferentes tejidos donde: T= Tallo,
R= Rizoma; b= latex hialino y r= latex rojo. La linea punteada representa a las plantas de
Cadereyta y la linea consecutiva a las plantas de Querétaro. Las zonas bancas sefialadas
como ay b indican inhibicion del crecimiento de las bacterias.

Columna Jatropha dioica 1 (CJd1)

La bioautografia muestra que hay un total de cuatro zonas de inhibicion del crecimiento
bacteriano: a) en la parte mas polar de la fraccion CJd1-F3, b) en la zona de polaridad
media de las fracciones CJd1-F37, CJd1-F87 y CJd1-F192 donde se concentra la mayor
cantidad de los compuestos de estas fracciones c) en la parte méas polar de las fracciones
CJd1-F37, CJd1-F87, CJd1-F192 y CJd1-F326 y d) una zona de inhibicién en la parte
mas polar de las fracciones CJd1-F735 y CJd1-F441 (Figura 3).

Figura 3. Bioautografia del fraccionamiento del extracto de diclorometano de la columna CJd1.
Se presentan 8 de las 11 fracciones obtenidas; a, b, c y d representan zonas de inhibicion del
crecimiento bacteriano.
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Columna Jatropha dioica 2 (CJd2)

De las 103 fracciones obtenidas en la columna CJd2, se eligieron las 15 mas
representativas y fueron probadas para determinar la presencia de compuestos con
actividad antimicrobiana por el método de bioautografia. Los resultados muestran que
doce de las quince fracciones muestran actividad, incluyendo el compuesto puro (Tabla
12).

La bioautografia muestra que hay un total de cuatro zonas de actividad antimicrobiana
presentando un color blanco que indica la inhibicion del crecimiento bacteriano: a) en la
parte mas polar de la fraccion CJd2-F17 y la fraccion CJd2-F102, b) los compuestos
mas polares de las fracciones CJd2-F17 a CJd2-F35 donde predominan dos compuestos
(que revelan en amarillo y verde con sulfato sérico), uno de ellos aparece puro en la
fraccion CJd2-F25 , c¢) el compuesto méas polar de la fraccion CJd2-F57 y d) los
compuestos menos polares de la fraccion CJd2-F72 y CJd2-F101 (Figura 7).

&2

4 AT

"’

32 35 57

Figura 4. Bioautografia del fraccionamiento del extracto de la columna CJd2. Se presentan las
15 fracciones mas representativas de las 103 obtenidas. a, b, ¢ y d representan zonas de
inhibicién del crecimiento bacteriano.
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Columna Jatropha dioica 3 (CJd3)

Las fracciones menos polares obtenidas (CJd3-F12 y CJd3-F41) contienen el mismo
compuesto que CJd2-F25 por lo que se esperaba la actividad. EI compuesto puro de la
fraccion CJd3-F46 mostro poca actividad antimicrobiana (+) mientras que el compuesto
puro de la fraccion CJd3-F85 no mostrd actividad (Figura 5). Por otro lado, la
bioautografia muestra que los compuestos mas activos de las fracciones CJd3-F144 a F-
187 no se concentran formando una mancha definiendo su polaridad sino que se
elongan a lo largo de todo el carril dejando un halo de actividad sobre toda la muestra
(Figura 5).

Figura 5. Bioautografia de las fracciones mas representativas de la columna CJd3. Se
presentan las 15 fracciones mas representativas de las 103 obtenidas. a, b, ¢ y d representan
zonas de inhibicién del crecimiento bacteriano.

Columna Jatropha dioica 5 (CJd5)

De las 39 fracciones obtenidas en la columna CJd5, se eligieron las ocho fracciones mas
representativas para evaluar la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana
por el método de bioautografia. Los resultados muestran que siete de las ocho fracciones
evaluadas muestran actividad antimicrobiana con diferente intensidad, manifestandose

principalmente en las fracciones mas polares a partir de la fraccion CJd5-F21 a CJd5-
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F39 (+++) (Figura 6). Se identifican dos zonas principales de inhibicién, a) en las
fracciones menos polares CJd5-F11 a F-15 y en la fraccion CJd5-F31 que resulto de
lavados con hexano de las fracciones CJd5-F28 a F31 y la zona b) cuya actividad al
igual que las fracciones F144 a F-187 de la columna 3 se presenta como una linea de
inhibicidén superpuesta sobre todos los compuestos a lo largo de la separacion de

fraccion (Figura 7).

Las fracciones que presentaron la mejor separacion de compuestos y que mostraron
actividad antimicrobiana (CJd5-F26) fueron reunidas y se incluyeron en una nueva

columna de separacion cromatografica (CJd6).

Figura 6. Bioautografia de las ocho fracciones mas representativas de las 39 fracciones
obtenidas en la columna CJd5. Las manchas blancas en el fondo rosa etiquetadas como ay b
representan zonas de inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus.
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Figura 7. Bioautografia de las 14 fracciones mas representativas de las 57 fracciones
obtenidas en la columna CJd5. Las manchas blancas en el fondo rosa etiquetadas como ay b
representan zonas de inhibicidn del crecimiento de Staphylococcus aureus.

Columna Jatropha dioica 6 (CJd6).

La bioautografia de las 14 fracciones mas representativas de las 57 fracciones obtenidas
de la columna 6 (CJd6), muestra cinco zonas de inhibicion del crecimiento de
Staphylococcus aureus (zona a-e, Figura 10). Se observan tres zonas con mayor
capacidad de inhibicion (++) de diferente polaridad; la zona marcada como “b” en la
fraccion CJd6-F24, la zona marcada como “c” de la fraccion CJd6-F26 y la “e” en la
fraccion CJd6-F44, siendo estos los compuestos mayoritarios de la columna fraccionada
(Figura 10).

Debido a que las fracciones obtenidas en el fraccionamiento de la columna 5 tuvieron
un peso muy reducido, no se pudo evaluar la concentracion minima inhibitoria (MIC).
Para continuar con su fraccionamiento, la fraccién cJde-F51 fue cargada en una placa
tipo semipreparativa y los compuestos fueron raspados de forma individual obteniendo
8 subfracciones etiquetadas como CJd6-F1-8, de las cuales no se logré probar su

actividad antimicrobiana.
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3. Espectros de absorcion de UV de AxV1y AxV2

)00 28000 28000 00.00 320.0( 34000 6000 38000 40000 42000 44000 4600 480.00 00.0( 520.0(¢ 40.00
nm

Figura 8. Espectro de absorcion de UV de AxV1 purificado en CJd2-F25 Amax=284 nm
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Figura 9. Espectro de absorcion de UV de AxV2 purificado en CJd3-F46 Amax=245 nm

80



Anexo |

4. Resonancia Mangnética Nuclear de los compuestos
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Figura 10. Resonancia magnética nuclear del compuesto AxV1
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Figura 11. Resonancia magnética nuclear del compuesto AxV1. Continuacion
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Figura 12. Resonancia magnética nuclear del compuesto AxV2.
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Figura 13. Resonancia magnética nuclear del compuesto AxV2. Continuacién.
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