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RESUMEN

En la presente investigacion se determiné la composicion quimica y la
actividad antibacteriana de las hojas y frutos de Phyllanthus acidus. Los
extractos metanolicos se prepararon mediante la técnica de maceracion en
frio, posteriormente fueron fraccionados con solventes de polaridad creciente
(hexano, diclorometano y metanol) a través de cromatografia al vacio. Las
soluciones se concentraron hasta sequedad. La determinacién cualitativa de
metabolitos secundarios, se realizd mediante el tamizaje fitoquimico,
indicando en el extracto metandlico y las fracciones de hexano,
diclorometano y metanol de las hojas P. acidus la presencia de esteroles,
alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides y taninos, mientras que el
extracto metandlico y las fracciones obtenidas de los frutos de P. acidus
presentaron esteroles, alcaloides, compuestos fendlicos, y flavonoides. La
actividad antibacteriana se evalu6 mediante el método de Kirby-Bauer
(difusion en agar con disco) frente a cepas ATTC de E. faecalis, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus y E. coli, las muestras analizadas
tuvieron una actividad antibacteriana leve, con una concentracion minima
inhibitoria que varié entre 40-100 mg/mL, siendo las bacterias grampositivas
las que fueron mas sensibles. Se evidencié que es necesario la utilizacion de
concentraciones elevadas de los extractos y fracciones para producir la
inhibicion del crecimiento de las bacterias ensayadas.

Palabras clave: Euphorbiaceae, Phyllantus, Phyllantus acidus, Tamizaje
fitoquimico, Actividad antibacteriana.
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INTRODUCCION

En los afios recientes la produccion de nuevos antibidticos ha
disminuido de forma considerable y ha surgido como un problema de
consecuencias impredecibles la resistencia a estos, por la aparicién en las
bacterias, virus, hongos y protozoarios de mecanismos defensivos con el fin
de evadir la accion destructiva de dichas sustancias. Actualmente las
enfermedades infecciosas siguen siendo un problema serio de salud con una
tendencia hacia el aumento debido a la aparicion de cepas resistentes a los
antibioticos convencionales (Fernandez, Lépez, Ponce y Machado, 2003).

En tal sentido, las plantas medicinales han sido utilizadas desde la
antigiedad para el tratamiento, curacion y prevencion de diversas
enfermedades, practica que se ha ido incrementado con el paso de los
tiempos por varias causas, principalmente se pueden citar la falta de
accesibilidad a los medicamentos de ultima tecnologia, la resistencia a los
antibiéticos y la pobreza de la poblacion en los paises en vias de desarrollo
(Calixto, 2000). Los productos naturales tales como los extractos de plantas
y/lo sus compuestos puros proveen oportunidades ilimitadas para el
desarrollo de nuevas drogas que puedan ser utilizadas para el control

microbiano (Sanchez-Garcia, Castillo-Hernandez y Garcia-Palencia, 2016).

Es por esto, que el presente estudio se basd en el analisis de la
composicién quimica y determinacién de la actividad antibacteriana de
Phyllanthus acidus L. con el fin de confirmar que los metabolitos secundarios

presentes en los extractos de hojas y frutos poseen actividad antibacteriana.



Al respecto, el siguiente trabajo de investigacion esta estructurado en
V Capitulos. El Capitulo I, denominado El Problema, contiene los siguientes
elementos: Planteamiento del Problema, Justificacibn e Importancia,
Obijetivos, Alcances y Limitaciones de la Investigacion. El Capitulo I, llamado
Marco Teorico abarca: Trabajos Previos, Antecedentes Historicos, Bases
Tedricas, Definicion Operacional de Términos, Operacionalizacion de las
Variables e Hipétesis. El Capitulo Ill, titulado Marco Metodolégico comprende
los siguientes puntos: Tipo y Disefio de la Investigacion, Poblacion y
Muestra, Sistema de Variables, Instrumento de Recoleccion de Datos y
Procedimientos de la Investigacion y Disefio de Andlisis. ElI Capitulo IV,
denominado Resultados y Discusion. El Capitulo V, llamado Conclusiones y

Recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

Las enfermedades infecciosas siguen siendo, a principios del siglo
XXI, una de las causas mas importantes de muerte en la humanidad (Lozano
y col., 2012), aunque su contribucion relativa ha ido disminuyendo desde el
siglo XIX. La introduccion de los antibidticos en la practica clinica en la
década de los cuarenta del siglo XX supuso una de las intervenciones mas
importantes para su control y aumenté en varios afnos la esperanza de vida
de la poblaciéon. Sin embargo, desde hace pocos afios, una amenaza
creciente deteriora la eficacia de estos farmacos: la resistencia bacteriana a
los antibidticos, que se define como la capacidad de una bacteria para
sobrevivir en concentraciones de antibiético que inhiben/matan a otras de la
misma especie (Alés, 2015).

Las bacterias no respetan fronteras y actualmente el mundo esta
hiperconectado (comercio de alimentos y animales, viajes de turismo, salud y
negocios, emigracién, refugiados, misioneros, militares en misiones en el
exterior, cooperantes), en la misma forma, las cepas resistentes alcanzan
cualquier lugar, por lo que el problema es global (Rogers, Aminzadeh,
Hayashi y Paterson, 2011; Kennedy y Collignon, 2010). Al mismo tiempo, el
uso de antibioéticos en humanos es frecuentemente excesivo e inadecuado,

siendo uno de los factores que contribuye al problema de la resistencia (Alos,



2015). Sin embargo, en la actualidad uno de los mayores problemas para la
salud mundial son los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos
desarrollados por las bacterias, siendo los mas importantes la inactivacion
del agente antimicrobiano mediante actividad enzimatica, la modificacion del
sitio diana, asi como la disminucion en la captacion del antibiético y las
bombas de eflujo (Hans, 1992).

Debido a estas causas la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,
2004), orienta sus esfuerzos hacia la busqueda de nuevos agentes
antimicrobianos que superen dichas limitaciones. Razén por la cual,
recomienda y promueve el uso de productos naturales con fines medicinales,
ya que éstos han demostrado ser eficaces y ademas presentan un riesgo
minimo para la salud del hombre. Dichos productos naturales aportan una
gran cantidad de compuestos quimicos con caracter antibacteriano, como los
metabolitos secundarios, algunos de los cuales muestran actividad in vitro
comparable a la de los antibacterianos utilizados en la terapéutica. Estas
sustancias pueden ser utilizadas directamente o como base para la sintesis
de nuevos principios utiles en el tratamiento de las infecciones (Le6n, Tomas
y Torres, 2017).

Una vez descrita la situacion actual del problema de estudio, las autoras

de esta investigacion formulan el siguiente enunciado holopraxico:

¢, Cual es la relacion entre la composicion quimica del Phyllanthus acidus L. y
la actividad antibacteriana frente a cepas grampositivas y gramnegativas de

referencia internacional?



Justificacion e Importancia de la Investigacion

Las plantas han constituido desde la antigiedad un recurso
inapreciable para cuidar y preservar la salud. La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS, 2004) ha considerado que aproximadamente el 80 % de la
poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para su atencion primaria de
salud y con frecuencia subestimada. El consumo de plantas como un recurso
para proveer salud, ha aumentado a nivel mundial en las ultimas 2 décadas.
La publicidad que se ha dado a los productos a base de plantas, ha
introducido la falsa idea de que ser naturales es sinbnimo de inocuos, sin
embargo, los estudios cientificos de plantas, nos muestran desde hace mas
de 50 afos, que los extractos vegetales contienen una gran variedad de
compuestos quimicos, entre los que pueden encontrarse algunos téxicos
(Rivas, Oranday y Verde, 2016).

En la investigacion de plantas medicinales es necesario considerar los
siguientes aspectos: la documentacién del conocimiento tradicional; la
taxonomia de las plantas, a fin de una correcta identificacion; las
caracteristicas ecolégicas de las especies utiles, la evaluacion fitoquimica,
farmacoldgica y toxicolégica de las especies medicinales identificadas; de tal
manera que la etnobotanica podra transformarse realmente en un factor de
desarrollo sostenible para las comunidades depositarias del conocimiento
tradicional, en particular en los paises en desarrollo (Rivas, Oranday y Verde,
2016).

Las especies vegetales tienen importantes aplicaciones en la medicina
moderna como son: fuente directa de agentes terapéuticos, materia prima
para la fabricacion de medicamentos semisintéticos mas complejos, la

estructura quimica de sus principios activos puede servir de modelo para la



elaboracion de drogas sintéticas y tales principios se puedan utilizar como
marcadores taxondmicos en la busqueda de nuevos medicamentos (Rivas,
Oranday y Verde, 2016).

Mas del 25 % de los medicamentos utilizados durante los ultimos 20
afios se derivan directamente del reino vegetal, mientras que otro 25 % son
derivados de productos naturales, quimicamente modificados. Cabe
mencionar que tan solo entre el 5 al 15 % de las aproximadamente 250.000
plantas de uso medicinal, han sido investigadas para compuestos bioactivos
(Ringuelet y Viia, 2013).

Actualmente, especies de plantas promisorias de uso
etnofarmacolégico son fuentes de informacion para el descubrimiento de
posibles sustancias con importante actividad bioldgica (OMS, 2004). Las
sustancias derivadas de dichos géneros han alcanzado una gran proyeccion,
propio de sus aplicaciones versatiles (Baris y col., 2006). La emergencia de
la resistencia bacteriana ha generado nuevos intereses en la basqueda de
medicamentos con poder antibacteriano, prueba de ello es el aumento en los
ultimos afios del numero de publicaciones, relacionando productos naturales
y actividad antimicrobiana, centrandose las investigaciones en los productos
naturales como fuentes de moléculas bioactivas (Redo, Rios y Villar, 1989;
Silver y Bostian, 1993).

Varias especies de la familia Euphobiaceae han sido utilizadas para el
cuidado de la salud y constituyen una alternativa terapéutica en los paises en
desarrollo. EI aumento de la poblacion, el suministro insuficiente de
medicamentos, el costo inaccesible de los tratamientos, los efectos
secundarios de varios medicamentos alopaticos y el desarrollo de resistencia

a los medicamentos utilizados actualmente para las enfermedades han



llevado a un mayor énfasis en el uso de materiales vegetales como fuente de
sustancias terapéuticas para una amplia variedad de dolencias en los seres
humanos (Islam, Arai, Ahmad, Uddin, 2019).

Sobre la base de lo antes descrito, se plante6 el estudio de los
extractos de hojas y frutos de Phyllanthus acidus, en la busqueda de nuevas
fuentes de sustancias con propiedades antibacterianas y de este modo hacer

un aporte al conocimiento quimico y farmacolégico del género Phyllanthus.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la relacién entre la composicion quimica de los extractos de
Phyllanthus acidus y la actividad antibacteriana sobre cepas grampositivas y

gramnegativas de referencia internacional.

Objetivos Especificos

Obtener mediante maceracién los extractos metanolicos de las hojas y

frutos de Phyllanthus acidus.

Separar en fracciones los extractos metandlicos obtenidos
previamente mediante la técnica de cromatografia de columna al vacio
utilizando solventes de polaridad creciente (hexano, diclorometano vy
metanol).

Identificar a través de pruebas quimicas cualitativas los metabolitos
secundarios presentes en los extractos y fracciones anteriormente

mencionados.

Determinar la actividad antibacteriana de los extractos y fracciones de
P. acidus frente a cepas de referencia internacional de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 278553) y Klebsiella

pneumoniae (ATCC 23357) por el método de difusién en agar en disco.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion
Alcances de la Investigacion

El estudio permitié confirmar la relacion existente entre la actividad
antibacteriana y la composicion quimica de los extractos y fracciones de
hojas y frutos de Phyllanthus acidus en cepas de referencia internacional; por

tal motivo el alcance de la investigacién es confirmatorio.

Limitaciones de la Investigacién

Las limitaciones que se presentaron durante el desarrollo de la
investigacion estuvieron dadas por las fallas en cuanto a la disponibilidad del
servicio de agua, luz y gas que afectaron la realizacion de los analisis
quimicos y microbiolégicos. Por otra parte, es importante sefialar que los
altos costos para la adquisicion de los medios de cultivo que se necesitan
para las pruebas de la actividad antibacteriana junto con la falta del servicio
eléctrico e interrupcién del internet obstaculizaron notablemente la

investigacion y redaccion del manuscrito.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Ashna y Suganthi (2019), realizaron un trabajo denominado analisis
fitoquimico y actividad antimicrobiana de la pulpa del fruto de Phyllanthus
emblica (L.), este estudio reporta la presencia de alcaloides, carbohidratos,
glucésidos, flavonoides, proteinas, aminoacidos, taninos, compuestos
fendlicos, esteroles, aceites fijos, grasas y resinas en los extractos de
cloroformo y metanol de los frutos de P. emblica. El extracto metandlico
presentd el contenido mas elevado de metabolitos secundarios por lo que su
actividad antibacteriana fue evaluada a las siguientes concentraciones de
1000, 500, 250, 100, 50 y 25 mg/mL contra Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa utilizando el método de difusién en agar en pozo,
la concentracion minima inhibitoria (CMI) fue de 250 mg/mL para S. aureus y

100 mg/mL para P. aeruginosa.

Por otra parte, Ajibade, Oluwasusi, lbiyemi, Ajenifuja y Famurewa
(2019), aislaron dos saponinas denominadas filagenin-13-O-a-D-
glucopiranésido y filagenin-25-O-8-D-glucopirandsido de las hojas de
Phyllanthus niruri y ensayaron la actividad del extracto crudo de saponinas a
un rango de concentracion de 0,625 a 10 pg/mL contra Staphylococcus

10



aureus resistente a la meticilina (SARM) por el método de difusion en agar
demostrando que dicha bacteria es susceptible en un 60 %, confirmando el
uso etnobotanico de esta planta contra afecciones de la piel producidas por
SARM.

Asimismo, Mehta y Jain (2018), evaluaron la actividad antibacteriana
del extracto de los frutos de Phyllanthus fraternus a una concentracion de
100 mg/mL contra las cepas de E. coli, B. megaterium, B. cereus, B. subtilis,
C. glutenicum, S. aureus, S. typhi, S. typhi A, S. typhi B, P. aeruginosa y P.
vulgeris por el método de difusion en disco, el volumen del extracto que
impregné los discos vario entre 10 y 50 pL. Los resultados obtenidos
muestran que el extracto P. fraternus es activo contra todas las cepas
ensayadas, sin embargo, destaca que utilizando un volumen de 50 uL de la
muestra los halos de inhibicion de mayor tamafio fueron de 28, 27 y 25 mm
contra Bacillus cereus, Cornynebacterium glutamicum y Salmonella typhi A,
respectivamente. Adicionalmente, los investigadores sefialan la presencia de

alcaloides, taninos, flavonoides y terpenoides en el extracto analizado.

De igual modo, Sirajudeen, Muneer, Abdul, Manivel, Pravin y
Elamparithi (2017), realizaron el estudio fitoquimico y microbiologico del
extracto metandlico de las hojas de Phyllanthus niruri, encontrando
compuestos fendlicos, saponinas, flavonoides, terpenoides, alcaloides,
taninos, esteroles y quinonas. La actividad antimicrobiana fue determinada
mediante el método de difusibn en agar (disco) contra Coney lunata y
Salmonella typhi, las concentraciones de extracto ensayadas estuvieron
fueron de 40 pg/mL; 30 pg/mL; 20 pg/mL y 10 pg/mL. Se observaron halos

de inhibicién entre 18-4 mm para C. lunata y 17-10 mm para S. typhi en
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todas las concentraciones, validando de este modo el uso tradicional de esta

planta frente a diversas afecciones micobacterianas.

Antecedentes Histoéricos

El uso de las medicinas herbolarias es una de las practicas mas
antiguas del hombre y gran cantidad de especies han aprobado su eficacia
empiricamente (Martin del Campo, 1976). Los primeros antecedentes sobre
plantas medicinales se remontan a la prehistoria, se encuentran estudios
realizados en Shanidar Irak con 60.000 afios de antigiedad, donde se
encontraron restos de 8 especies de plantas posiblemente empleadas como
medicina. También se han reportado plantas en cuevas de Péru que datan
de 45.000 afos. En refugios prehistéricos de Coahuila, México con
antigiiedad de 8000 afos, se localizaron restos de peyote, mezcal y otras

especies (Schultes, 1981).

El primer antecedente escrito pertenece a los Sumerios; en la cultura
China, la medicina se practicé desde el afio 2500 aC; los antiguos egipcios
desarrollaron una rica tradicion en herbolaria. En la India y Grecia también se
elaboraron documentos escritos sobre plantas medicinales. En Europa entre
los siglos XVI y XVII se difundié la idea de que las plantas o partes de las
mimas, habian sido creadas para el beneficio del hombre, solo se debia
observar cuidadosamente sus caracteristicas para descubrir su utilidad
meédica (Porter, 1967; Schultes, 1981).

Del conocimiento empirico de los beneficios del uso de plantas para

fines terapéuticos, surgieron los primeros farmacos sintéticos, como ejemplo:
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la aspirina, su estructura y sintesis fue inspirada en los componentes de la
corteza del sauce blanco Salix alba, de la misma manera se ha procedido
para copiar estructuras de origen natural en laboratorios farmacéuticos y
aplicar estos productos para tratar diversas afecciones (Lambert, Srivastava
y Vietmeyer, 1997; Butler, 2004; Mishra y Tiwari, 2011).

A partir del conocimiento etnobotanico y herbolario se iniciaron las
investigaciones para conocer los principios activos presentes en las plantas
mas conocidas y esto dio origen a la rama de la Ciencia que es la
Fitoquimica. Una diferencia importante entre el reino vegetal y el animal es la
capacidad de las plantas y los hongos para producir sustancias que no le son
esenciales para sobrevivir, la determinacion de la presencia de estas
sustancias, su analisis y la busqueda de su actividad biolégica constituyen el

objetivo de la Fitoquimica (Valencia 1995; Sarker, Latif y Gray, 2005).
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Bases Tedricas

Productos Naturales

Todos los organismos vivos sintetizan compuestos organicos
denominados metabolitos primarios para el mantenimiento de la vida, como
los azucares, aminoacidos, acidos grasos, nucleétidos y polimeros derivados
de ellos (polisacaridos, lipidos, proteinas). Como subproductos de las rutas
metabolicas primarias se derivan otros compuestos llamados metabolitos
secundarios, los cuales representan una caracteristica fundamental de la
especializacion, es decir, que el compuesto resultante, puede no ser
importante para la célula, pero si para el organismo como un todo, siendo
particulares dentro de un grupo taxondémico, estado de vida o tejido. Su
ocurrencia depende de condiciones externas tales como ataques patdgenos,
depredadores, cambios térmicos o luminicos, deficiencias nutricionales o
presencia de otros organismos intra o interespecificos (Marquez, Galeano y
Martinez, 2003).

Con pocas excepciones, los metabolitos secundarios pueden ser
clasificados dentro de cinco grupos, de acuerdo a su origen biosintético:
fenilpropanos, acetogeninas, terpenoides, esteroides y alcaloides. En plantas
se han encontrado principalmente las siguientes clases de metabolitos
secundarios: compuestos fendlicos, quinonas, flavonoides, taninos,

terpenoides, alcaloides y cumarinas (Marquez, Galeano y Martinez, 2003).
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Clasificacion de los metabolitos secundarios

La formacion de los metabolitos secundarios en la Naturaleza tiene lugar
a partir de los metabolitos primarios. La sintesis de los productos naturales
comienza con la fotosintesis que tiene lugar en plantas superiores, algas y
algunas bacterias. Es un proceso endotérmico que requiere de la luz solar.
Aquellos organismos incapaces de absorber la luz obtienen su energia de la
degradacion de carbohidratos. Existen tres intermedios quimicos principales
como son el acetil-CoA, el acido shikimico y el acido mevaloénico, a partir de
estos compuestos se biosintetizan los principales grupos de productos
naturales como son los acidos grasos, antraquinonas, terpenos, esteroides,
alcaloides, cumarinas, lignanos, etc. Algunos esqueletos de productos
naturales se biosintetizan utilizando fragmentos que provienen de mas de
una ruta especifica tal es el caso de los flavonoides que se forman a partir de
la ruta del acetato y del acido shikimico, a estos compuestos se les
denomina de biogénesis mixta (Gutiérrez y Estévez, 2009).

La clasificacion de los metabolitos secundarios puede hacerse de
acuerdo a sus estructuras, biosintesis, fuente de produccién o a su accion
bioldgica. En estos casos es inevitable la superposicion. Por ejemplo, por ser
moléculas generalmente polifuncionales es dificil ubicarlas en un
determinado grupo quimico, debido a que dos compuestos totalmente
diferentes tienen la misma accion, o la misma fuente de produccién puede
originar simultaneamente compuestos muy distintos (Marcano y Hasegawa,
2002).

Aparentemente el criterio mas acertado es aquel que usa la biosintesis
como denominador comun, la cual, en su esquema basico engloba la

formacion de los metabolitos primarios y secundarios (Marcano y Hasegawa,
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2002). A fin de establecer un ordenamiento, estos compuestos se clasificaran
teniendo en cuenta: su origen biosintético, las caracteristicas estructurales
comunes Yy las propiedades de solubilidad. Los grandes grupos de
metabolitos secundarios se mencionan a continuacion (Ringuelet y Vifa,
2013):

Compuestos nitrogenados y azufrados: caracterizados por poseer
nitrégeno y/o azufre en su estructura, de solubilidad y origen biosintético

diverso, pero mayoritariamente derivados de aminodacidos.

Alcaloides: son sustancias basicas que contienen nitrégeno en un
anillo heterociclico, son derivados de aminoacidos, presentan distribucion
taxondmica limitada. Atendiendo a su solubilidad, propiedad empleada para
extraerlos y purificarlos, la base del alcaloide es soluble en solventes
organicos y pueden formar sales solubles en solventes polares cuando se

encuentra en acidos minerales diluidos (Pérez, 2013).

Compuestos fendlicos: con al menos un grupo hidroxilo unido a uno o
mas anillos aromaticos en su estructura quimica, la mayoria hidrosolubles y

derivados hiosintéticamente del acido shikimico.

Fenoles: consisten en una estructura bencénica polisustituida como:
pirogalol, timol, eugenol, apiol, anetol; son los compuestos mas simples y
consisten en un anillo fendlico sustituido. Poseen caracteristicas asépticas y
citotoxicas; ya que aquellos son clorados pueden atravesar las membranas

celulares (Marcano y Hasewaga, 2002).

Flavonoides: son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos
en las plantas superiores. La estructura general comprende un anillo A

derivado de la ruta acetato polimalonato (policétido), un anillo B y tres
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atomos de carbono que unen los anillos A y B, correspondientes a la parte
alquilica del fenilpropano, derivado de la ruta del acido siquimico. Forman
quelatos coloreados con Al, Fe y Pb. El nucleo béasico es denominado
flavano (Ce-C3-Cs), el cual por lo general se encuentra hidroxilado, en forma
libre o como glicésido. Muchos flavonoides tienen propiedades
antinflamatorias, antioxidantes, antibacterianas, fungicidas, etc (Pérez, 2013).

Terpenoides: con la molécula de isopreno como unidad estructural,
liposolubles, y biosintéticamente asociados a la via del acido mevaldnico o a
la via gliceraldehido fosfato - &cido pirtvico, dependiendo de la clase de

terpenoides en cuestion.

Se sabe que la concentracion de ciertos metabolitos aumenta cuando
el vegetal se encuentra en estado de estrés. Las condiciones biomiméticas:
condiciones de laboratorio que tratan de imitar a las producidas por el
sistema enzimatico, pueden representar ese estado de estrés en el
organismo vivo y generar ciertos esqueletos no abundantes y a veces
especificos, para la especie bajo estudio. Las plantas sintetizan cientos de
compuestos, encontrdndose en estos lo metabolitos secundarios, dentro de

los cuales se pueden mencionar los siguientes (Marcano y Hasegawa, 2002):

Terpenos: estos son compuestos no saturados constituidos por C é H
0 C, H, O, de estructura no aromatica, los cuales se forman a través de la
ruta de condensacion isoprénica del 4cido mevaldnico. Se clasifican por el
namero de unidades de C5 que forman la estructura del isoprenoide:
Hemiterpenos C5, de escaso valor farmacol6gico; Monoterpenos C10,
fuentes de aceites esenciales; Sesquiterpenos C15, se encuentran libres
formando parte de aceites esenciales o como lactonas sesquiterpéncias;

Diterpenos C20, giberelinas y el fitol, de cadena abierta que forma parte de la
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estructura de las clorofilas; Triterpenos C30, fuentes del reino vegetal,
Tetraterpenos C40, carotenoides; poliisoprenoides, hidrocarburos de alto

peso molecular caucho y gutapercha (Marcano y Hasegawa, 2002).

Esteroles: el nombre genérico esterol se emplea para designar
sustancias con estructura ciclopentanoperhidrofenantrénica, con dos restos
de metilo en las posiciones 10 y 13. Los esteroles son derivados de los
esteroides alcohdlicos, poseen cadena lateral de 8, 9, 6 10 a&tomos de
carbono, siempre con un grupo hidroxilo en posicion 3; los mas abundantes
en plantas son el estigmasterol y el sitosterol, que sélo difiere del
estigmasterol en la ausencia del doble enlace entre C22 y C23 (Marcano y
Hasegawa, 2002).

Taninos: el término “tanino” determina ciertas sustancias presentes
en extractos vegetales capaces de combinarse con proteinas de la piel
animal evitando asi su putrefacciébn y convirtiendo la piel en cuero. Se
clasifican en: taninos hidrolizables y taninos condensados. Los hidrolizables
estan formados por varias moléculas de acidos fendlicos, los cuales se
encuentran unidos a un azucar a través de un enlace éster y son hidrolizados
por acidos o enzimas. Los condensados estan constituidos por unidades de
catequinas y sus isémeros, unidas entre si por enlaces C-C. Los taninos
precipitan con proteinas, metales pesados y alcaloides. Forman complejos
coloreados con cloruro férrico. En la Industria farmacéutica y cosmética se
emplean como astringente y antidiarreico, mientras que en la industria textil

para curtir el cuero (Pérez, 2013).

Saponinas: son un grupo de glicésidos solubles en agua, que tienen
la propiedad de hemolizar la sangre y disminuir la tension superficial del

agua, formando espuma abundante. Las saponinas por hidrolisis se
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desdoblan en carbohidratos y una aglicona llamada sapogenina (Martinez,
Valencia, Jiménez, Mesa y Galeano, 2008).

Antraquinonas: constituyen el grupo mas numeroso de quinonas.
Son compuestos aromaticos polihidroxilados mas o menos metoxilados, en la
naturaleza se hallan generalmente en forma glicosidicas. Muestran
coloracion roja con soluciones alcalinas o acetato de magnesio.
Biosintéticamente derivan de la ruta del acetato polimalonato. Las
propiedades tintéreas y laxantes de muchas plantas superiores estan

relacionadas con su contenido de antraquinonas (Pérez, 2013).

Cumarinas: son a-pironas que se generan por la lactonizacion del
acido cumarico, estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal. Las
cumarinas bajo luz UV muestran fluorescencia (azul, amarilla, verde), la cual
es exaltada en presencia de hidréxido de potasio, amoniaco. Muchas son

anticoagulantes, fotosensibilizantes, antibioticas, etc (Pérez, 2013).

Extractos Vegetales

El término extraccibn se refiere, a la separacion de sustancias
biolégicamente activas de los materiales inertes o inactivos de una planta
mediante la utilizacion de un disolvente seleccionado y de un proceso de
extraccion adecuado, donde generalmente se obtienen dos componentes; el
extracto (solucion extraida de un disolvente) y el residuo o bagazo (Valcarcel
y GOémez 1988).

En la extraccion y purificacibn de compuestos organicos mediante el

empleo de solventes, se suelen seguir ciertas reglas basadas en las
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analogias estructurales existentes entre la sustancia a extraer y el disolvente
que se empleara para tal fin. De este modo, para la extraccion de glucidos,
lipidos, alcaloides, pigmentos, etc., a partir de los tejidos vegetales o
animales que los contienen (o de los liquidos organicos provenientes de
ellos) se emplearan disolventes cuya estructura sea semejante o afin a la de

las sustancias que se quieren extraer (Ringuelet y Vifia, 2013).

A nivel popular basta muchas veces con extraer los principios activos de:
raiz, hojas, flores, tallos, de acuerdo a los antecedentes encontrados, de la
manera mas sencilla, como puede ser por medio de una infusion o
decocciéon. En cambio, para analizar las propiedades medicinales de una
droga vegetal, en muchos casos se recurrira a métodos de extraccion mas
complejos, que permitan obtener métodos reproducibles, con cuantificacion
de principios activos en lo posible. Los métodos extractivos mas empleados
son: Maceracion (frio o en calor), Lixiviacion, Soxhlet y Arrastre por vapor de
agua (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

Extraccién por maceracion: este es un método de extraccioén solido-
liguido donde el material vegetal que se pretende extraer contiene
compuestos solubles en el liquido de extraccion. Para realizar este proceso
el material vegetal se corta en pequefios trozos o molido, fresco o seco se
coloca en recipientes adecuados, afiadiendo el solvente seleccionado por
polaridad: hexano (o éter de petréleo), cloroformo y finalmente metanol o
etanol en reposo 0 en un equipo con agitacion continua, a temperatura
ambiente durante 3-5 dias cada extraccion, hasta agotamiento del material

vegetal (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

Extraccion por lixiviacion: en este método de extraccion se produce el

desplazamiento de sustancias solubles por medio de un disolvente liquido,
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este proceso se utiliza industrialmente para preparar elixires; el material
vegetal fresco se coloca en un recipiente a temperatura ambiente, durante 3
dias, con acetona o algun otro solvente o0 mezcla de solventes, sin ser
necesario cortar en trozos dicho material. Después de este tiempo se

decanta y se evapora el solvente (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

Extraccion por Soxhlet: este es un proceso de extraccion continua de
un material sélido que contiene algunos de los compuestos deseados, se
coloca dentro de un dedal de papel filtro grueso, que se carga en la camara
principal del extractor Soxhlet, donde se hace pasar el solvente, este ciclo
puede repetirse muchas veces, durante horas o dias, a una temperatura

controlada (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

Arrastre por vapor: se utiliza principalmente para aceites esenciales. Los
aceites esenciales (AE) contienen compuestos organicos volatiles o
aromaticos, que pueden ser alcoholes, cetonas, éteres, aldehidos, y que se
producen y almacenan en los canales secretores de las plantas. Se les
extrae preferentemente por arrastre de vapor mediante el uso de vapor

saturado a presion atmosférica (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

Andlisis Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas
iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite determinar
cualitativamente los principales metabolitos secundarios presentes en una
planta y a partir de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los
extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés. Consiste en la

extraccion de la planta con solventes apropiado y la aplicacion de reacciones
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de color y precipitacion, debe de permitir la evaluacion rapida, con
reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo. Los resultados del
tamizaje fitoquimico constituyen Unicamente en una orientacion y debe de
interpretarse en conjunto con los resultados del screening farmacolégico
(Dominguez, 1979).

Para determinar la presencia de ciertos grupos quimicos en una planta se
efectan una serie de pruebas, que dependiendo de las caracteristicas
estructurales y solubilidad pueden realizarse la identificacién de los mismos.

Entre estas pruebas se encuentran (Rivas, Oranday y Verde, 2016):

Ensayo de Lieberman-Bourchard (Triterpenos y/o esteroles): permite
reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, por
poseer ambos un ndcleo de androstano, generalmente insaturado en el anillo
B y en la posicion 5-6. Esta prueba colorimétrica utiliza una mezcla
compuesta acido sulfurico y anhidrido acético que producen sustancias
cromoforas con el ciclopentano perhidrofenantreno, por el incremento de los
dos dobles enlaces conjugados formados por la deshidratacion e
isomerizaciones en los terpenos y esteroides (Figura 1) Se considera positiva

la prueba cuando aparecen coloraciones roja o verde (Dominguez, 1979).

Figura 1. Fundamento quimico de la reaccion de Lieberman-Bourchard

Anhidrido acético
HZSO4

Tomado y modificado de Dominguez, 1979.
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Ensayo de Shinoda (flavonoides): el magnesio en polvo reacciona
con &cido clorhidrico concentrado. El hidrogeno generado produce por
reduccion el ion flavilio (Figura 2) de color rojo escarlata (Varia desde rosa
muy débil hasta el rojo escarlata). Todos los flavonoides, excepto chalconas,

auronas e isoflavonas dan positiva esta reaccion (Dominguez, 1979).

Figura 2. Fundamento quimico de la reaccién de Shinoda

OH OH
g s L
o HO Oy

HO
O + Mg/HCI — _ + MgCl,
OH OH

OH O OH OH
Tomado y modificado de Dominguez, 1979.

Ensayo de Dragendorff, Wagner y Mayer (alcaloides): Se basa
generalmente en la combinacion de los alcaloides con metales pesados. Se
llevan a cabo en solucién acuosa acida. Los reactivos mas utilizados para la
precipitacion de los alcaloides son &cidos de elevado peso molecular. Como
el reactivo yodado de Dragendorff (yodo bismutato pétasico, precipitado rojo-
naranja); el reactivo de Mayer (mercurio tetrayodado poétasico, precipitado
blanco-amarillento) y el reactivo Wagner (yoduro de potasio, precipitado
marrén) (Dominguez, 1979). En el analisis fitoquimico preliminar las técnicas
de reconocimiento son basadas en la capacidad que tienen los alcaloides en
estado de sal (extractos acidos), de combinarse con el yodo y métales
pesados formando precipitados con reactivos como el mercuriyoduro de
potasio (Mayer) y el yoduro de bismuto (Dragendorff), estas reacciones se

basan en los siguientes comportamientos (Coy, Parra y Cuca, 2014):
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El yoduro de potasico cuando reacciona con cloruro mercurico, forma
un precipitado rojo de yoduro mercurico: [HgClz + 2= —= 2CI~ + Hgl2]
soluble en exceso de iones de yoduro con formacién de un anion complejo
incoloro: [Hglz2 + I —= Hgl?74]. La solucién alcalina de este complejo sirve
para descubrir indicios de amoniaco. En esta reaccion se forma el compuesto
de color pardo oxiyoduro mercuri amoniaco, que es soluble en exceso de

complejo [Hgl?-4], generando intenso color amarillo.

Los alcaloides por su caracter nitrogenado pueden comportarse de
forma similar al amoniaco, ante estos reactivos (Reactivo de Mayer); muchos
alcaloides presentes en un material vegetal forman con el bismuto, yoduros

dobles insolubles (Reactivo de Draggendorf) (Coy y col., 2014).

Ensayo de Hidroxido de Amonio (cumarinas): se basa en la
apertura y solubilizacién en medio basico. Las cumarinas se caracterizan por
su intensa absorcion de la region UV del espectro, las cuales al ser
examinadas a la luz ultravioleta presenta coloracién exaltada en presencia de
amoniaco. A continuacién, en la Figura 3 se presenta el fundamento quimico
de la determinacién de cumarinas utilizando el reactivo de Erlich (Tamayo,
Verdecia y Mojera, 2011).

Figura 3. Fundamento quimico de la reaccién de Erlich

0
O “Her = |

Tomado y modificado de Tamayo, Verdecia y Mojera, 2011.
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Ensayo de Borntrager (naftoquinonas y antraquinonas): La
naftoquinonas y antraquinonas libres al ser tratadas con la solucién de
hidroxido aménico forman complejos de color rojo cereza. Al extracto se le
adiciona peréxido de hidrogeno y acido sulfurico y se procede a calentar;
bajo estas drasticas condiciones, se hidrolizan los enlaces glicosidicos y se
oxidan las antronas y los antranoles hasta antraquinonas, las cuales al ser
extraidas con tolueno y agitadas en presencia de una solucion de hidréxido
de sodio al 5 % que contiene hidréxido de amonio al 2 %, presentan
coloraciones que van del rosado al rojo intenso, dependiendo de la
concentracion de estos compuestos en la muestra (Carvajal, Uribe, Sierra y
Rueda, 2009). Esta reaccién es utilizada para la deteccién directa de
quinonas en los extractos vegetales (Figura 4) (Tamayo, Verdecia y Mojera
2011).

Figura 4. Fundamento quimico de la reaccién de Borntrager

O OH
CL - e L e
o OH

Tomado y modificado de Tamayo, Verdecia y Mojera, 2011.

Prueba de tricloruro férrico (compuestos fendlicos y taninos):
Quimicamente los taninos son polimeros de polifenoles con 1 a 2 % de
hidroxidos fendlicos libres, los flavonoides son compuestos polifenélicos que
se encuentran ampliamente distribuidos en plantas. Estas sustancias
precipitan en presencia de cloruro férrico. Esta respuesta se debe al ataque

producido por el ion cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo provocando una
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ruptura de enlace y la unién del grupo fendxido al hierro (Figura 5)
(Dominguez, 1979; Coy y col., 2014).

Figura 5. Fundamento quimico de la Reaccion con FeCls

€]
OH OH

* FeCl; — Fe (OR)-Z + 3HCI
HO OH HO OH

Tomado y modificado de Dominguez, 1979; Coy y col., 2014.

Prueba de la espuma (saponinas): las saponinas son glicosidos
cuya aglicona consiste en un nudcleo esteroidal o triterpénico; esta
caracteristica estructural les confiere un caracter anfoétero que les permite
actuar como tensioactivos. Aprovechando esta propiedad, las dos pruebas
mas empleadas en la deteccidon de saponinas son la de hemdlisis y la de
formacion de espuma, el extracto disuelto en agua se agita, vigorosamente,
la aparicion de espuma es indicio de la presencia de saponinas, ésta debe
ser estable por lo menos 30 minutos (Carvajal, Uribe, Sierra y Rueda, 2009).

Técnicas Cromatogréficas

Son técnicas que se basan en la separacion de sustancias que se
encuentran presente en una mezcla compleja, entre dos fases inmiscibles,
una movil y otra estacionaria. Las moléculas pertenecientes al soluto de la
mezcla son retenidas por la fase estacionaria y arrastradas por la fase movil,
de modo que, si los componentes de la mezcla presentan afinidades

diferentes por algunas de las fases, sus velocidades medias de avance a lo
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largo del sistema seran diferentes. Ya que la afinidad serd determinada por la
fuerza de tipo Van der Waals, puentes de hidrogenos o transferencia de
cargas. Los componentes que sean retenidos fuertemente por la fase
estacionaria migraran mas lento a lo largo de dicha fase que aquellos que se
unen débilmente. Las consecuencias de esta diferencia de movilidad de los
componentes de las mezclas logran la separacion de bandas discretas las
cuales pueden analizarse cualitativa o cuantitativamente mediante el uso de
detectores adecuados (Skoog, 2008).

La cromatografia es una técnica muy versétil, que permite la
separacion tanto de mezcla como la purificacibn de los productos, la
determinacién del grado de pureza de un compuesto, el seguimiento de
reacciones o la deteccion y caracterizacion de compuestos. Su principal
ventaja frente a otros métodos de separacion y purificacion es que las
técnicas cromatograficas se pueden clasificar atendiendo varios criterios:
naturaleza de las fases (las cuales son sdélido, liquido, gas), relacion de
polaridad de las faces (fase normal, fase inversa), mecanismo de separacion
(absorcion, exclusion, intercambio iénico, reparto, afinidad), disposicion de
las fases (en columna en plano) y forma del desarrollo del proceso (frontal,
de desplazamiento, de elucién). Los métodos mas utilizados son la
cromatografia de columna (CC), cromatografia en capa fina (CCF)
cromatografia de gases (CG) y la de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) (Dean, Merritt, Settle y Willard, 1990). A
continuacion, describiremos la técnica de cromatografia de columna

empleada en esta investigacion:

Cromatografia en columna: consta de una fase estacionaria que

consiste en sélido adsorbente empaquetado en una columna de vidrio. La
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mezcla que se desea separar (la muestra) se deposita sobre la superficie de
la fase estacionaria quedando adsorbida a ella. Seguidamente se permite el
paso de la fase movil (eluyente) a lo largo de la columna a través de la fase
estacionaria (Abbott, 1973).

En el proceso cromatogréafico los componentes de la muestra serén
arrastrados por la fase movil a velocidades diferentes para efectuar la
separacién. La velocidad de arrastre de cada uno de ellos va depender de su
grado de adsorcion en la fase estacionaria y su afinidad por la fase mavil.
Para la efectiva separacion de las sustancias de la mezcla, es necesario que
la velocidad de migracion a lo largo de la columna sea eficazmente diferente
y la longitud de la columna adecuada. Los adsorbentes usados por lo general
son: gel de silice, alimina, sacarosa, y almidon. La fase movil debe consistir
en un disolvente o mezcla de disolvente, que debe seleccionarse en base a
su polaridad con el fin de optimizar la separacién de los componentes de la
muestra en la columna. La fase movil se desplaza a lo largo de la fase

estacionaria debido a la fuerza de la gravedad (Abbot, 1973).

Cromatografia en columna al vacio: basicamente se aplica una succion a
la base de la columna para forzar el flujo de la fase mévil a través de una
columna empacda con una fase estacionaria para cromatografia de 10 — 40
um de tamafio de particulas por lo que bajo vacio logra la maxima densidad.
En general las columnas son de poca longitud, pero de mayor diametro
(columnas de vidrio cortas y anchas), semejantes a un embudo separador, se
empacan en seco, luego se aplica solvente de baja a mediana polaridad, se
aspira a seco con vacio y estara lista para sembrar la m uestra e iniciar el
proceso cromatografico. La muestra puede estar seca o recubierta con el

adsorbente o disuelta o suspendida en un pequefio volumen de la fase movil.
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El principio fundamental es emplear presion de aproximadamente 25 mm de
Hg, es decir reducir a condiciones de vacio para asi acelerar el flujo de la
fase movil, por lo que el tiempo de desarrollo se limita de 2 a 3 horas conmo

maximo (Flores, 2010).

Familia Euphorbiaceae

La familia de las Euphorbidceas comprende 322 géneros y alrededor
de 8910 especies siendo una de las mas diversas entre las Magnoliophytas,
después de las Orchidaceas, Asteraceas, Fabaceas, Poaceas y Rubiaceas.
Las especies son originarias, en su mayoria, de las regiones tropicales y
subtropicales del mundo. Presenta 5 sub-familias: Acalyphoideae,
Crotonoideae, Euphorbiodeae, Oldfieldioideae, y Phyllanthoideae, la primera
de las mencionadas es la que contiene mayor numero de especies (Keller,
Stampella, Delucchiy Hurrell, 2013).

Aspectos botanicos

La familia Euphorbiaceae se encuentra en América y Africa tropical. El
rango de variacion morfologica es enorme y por lo tanto dificil de caracterizar,
hecho que ha sugerido que las especies de la familia tengan un origen
polifiléticose (Heywood, 1985; Trease y Evans, 1986). Las plantas se
caracterizan por ser arboreas, arbustivas o herbaceas, generalmente con
latex. Sus hojas son simples o, rara vez, compuestas, alternas opuestas o
verticiladas, de margen entero, dentado o lobulado, sésiles o pecioladas.
Inflorescencias racimosas o cimosas, diclinomonoicas o dioicas. Perianto

simple y calicoide, estambres en numero de uno o muchos, el gineceo con
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los estilos en igual nUmero al de carpelos, libres o connados, ovario supero
trilocular. El ciato es la inflorescencia del género Euphorbia, es una
estructura diminuta en forma de copa, que consiste en un involucro con
glandulas variadas en el borde, dentro del cual hay numerosas flores
estaminadas (reducidas a un estambre que se hallan rodeando a una Unica
flor pistilada central). El fruto generalmente una capsula tricoca, con apertura
valvicida, en algunas especies es carnoso. Las semillas con endosperma
oleaginoso (Thakur y Patil, 2011). Taxondmicamente la familia se clasifica de

la siguiente manera:

Reino: Plantae
Division: Magnoliofita
Clase: Magnoliopsida
Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae

AN N N N NN

Sub-familias: Acalyphoideae, Crotonoideae, Euphorbiodeae,
Oldfieldioideae, Phyllanthoideae.

Cabe destacar que la subfamilia Phyllanthoideae, ha sido incluida en
los tratados sobre Euforbiaceas desde 1890, sin embargo, en afios recientes,
estudios filogenéticos confirman y separan los géneros ubicados
taxondmicamente dentro de esta subfamilia y los reagrupa como familia
Phyllanthaceae (Novara, 2012). Esta nueva clasificacion realizada por
Hoffmann, Kathriarachchi y Wurdack (2006) obtuvo reconocimiento mundial
cuando fue aceptada por el APG Il (Angiosperm Phyloeny Group, 2010) y en
la base del Angiosperm Phylogeny Website, los cambios de la morfologia del
polen, de los 6vulos y las semillas, de las hojas y de la madera, ademas de

considerar los estudios cromosomicos sustentan esta teoria. La Familia
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Phyllanthaceae es de antigua data, fue publicada por Ivan Ivanovi¢ Martinov
en 1820, pero en la mayoria de los tratados sobre Euforbiaceas se la incluia
como subfamilia Phyllanthoideae, propuesto por Ferdinand Albin Pax en
1890 (Novara, 2012).

En relacion a lo anteriormente expuesto, la familia Phyllanthaceae
comprende especies distribuidas en regiones pantropicales (Stevens, 2001),
estd compuesta por 2 subfamilias, 9 tribus, 56 géneros y unas 1725 especies
de regiones tropicales de todo el mundo (APG IlIl, 2010), se caracteriza por
especies de hierbas anuales o perennes, arbustos, lianas o bejucos, arboles
hasta de gran porte, hojas simples de lamina entera, raro dentada,
dispuestas sobre ejes plagiotropicos, en 2 hileras opuestas sobre el tallo, u
ortotrépicos, a menudo reducidas, flores diclinas, mayormente monoicas,
muy pequefias, sin corola, y con 2-8 (-12) sépalos libres o apenas connados
en la base, estambres 3 6 6, ovario (2-) 3-locular, 6vulos 2 en cada l6culo y
frutos con 6 semillas, raro 4 por aborto (Novara, 2012).

En la presente investigacion se reportaran los antecedentes de la
familia Euphorbiaceae, debido a que la reciente clasificacion boténica de la
familia Phyllanthaceae limita la busqueda de informacién, ya que en la
mayoria de las publicaciones aun mantienen al género Phyllanthus ubicado

taxondmicamente dentro de la familia Euphorbiaceae.

Importancia de la Familia Euphorbiaceae

Es una de las méas importantes desde el punto de vista econdmico ya
gue muchos de sus miembros se cultivan por su uso medicinal, industrial,
alimenticio y ornamental (Steinmann, 2002). Estudios etnobotanicos revelan
gue en la medicina tradicional se utlizan las plantas de la familia

Euphorbiaceae con fines terapéuticos (Mwine y Van Damme, 2011), dentro
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de las aplicaciones tradicionales, se distingue su utilizacion para dolores
abdominales, antihistaminico, afrodisiacos, bronquitis, diabetes, enemas y
enfermedades urinarias entre otras (Salamanca, 2002). En la medicina
ancestral, las especies de esta familia han sido usadas en dermatologia,
como fungicida y antimicrobiano, para tratamiento de enfermedades
gastrointestinales y enfermedades bacterianas como la gonorrea (Azuaje,

Villarreal, Rojas, Diaz y Rodriguez, 2017).

Otras plantas de esta familia presentan reportes de su utilizacion para
el tratamiento de cancer, tumores y verrugas desde el tiempo de Hipdcrates y
las referencias sobre su uso han aparecido en numerosas literaturas del
mundo (Kupchan, Nelida, Branfman, Dailey y Fei, 1976; Evans y Kinghorn
1977). Por ejemplo, la especie Euphorbia fischeriana ha sido usada en la
medicina tradicional China por muchos afios como una droga
anticancerigena (Pan, Hu, Chang, 1991; Schoeder, Rohmer, Beck y Anton,
1980). Adicionalmente sobre el género Jatropha han descrito su aplicaciéon
para tratar en enfermedades de la piel, como infecciones e inflamaciones
(Sabandar, Jaafar y Sahidin, 2013).

Desde el punto econémico, el cultivo de varias especies, a lo largo de
los afios, ha sido importante debido a que son utilizadas en diferentes areas.
Por ejemplo, en la industria farmacéutica, como medicinas, el Croton spp. y
Jatropha spp.; para gomas la Hevea brasiliensis. En la industria alimenticia,
como frutas, nueces y vegetales las especies Phyllantus spp., Barcaurea
spp., Antidesma bunius, Caryodendron spp., Sauropus androgynus Yy la
Cnidoscolus chayamansa respectivamente y como aceites se encuentran el
Ricinus communis, Aleurites spp., Sapium sebiferum y la Jatropha curcas
(Heller, 1996).
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Composicion Quimica

Un gran numero de metabolitos secundarios se han aislado a partir de
plantas de la familia Euphorbiaceae siendo algunos de los compuestos
destacados por sus propiedades terapéuticas o toxicas (Jasbbi, 2006), a
continuacion, se presentan de manera general algunos compuestos

reportados:

Terpenoides: en las especies de la familia Euphorbiaceae se han
identificado més de 55 triterpenoides (tetra y pentaciclicos), principalmente
del latex, pero también presentes en otras partes de la planta como corteza,
flores, hojas, raices, etc. Algunos de ellos se encuentran libres y otros en
forma de ésteres (acetatos) o glicésidos (Pascual y Correa, 1992). A partir
del género Cnidoscolus spp. se han obtenido triterpenos (Figura 6) como el
lupeol (1), acetato de lupeol (2), germanicol (3) y 3-B-acetilgermanicol (4)
(Delgado, Hernandez y Aguilar, 1994). Entre los componentes de latex de
estas plantas se han encontrado otros triterpenos, por ejemplo, de Euphorbia
pulcherrima se aislaron B-sitosterol (5), B-amirina (6), acetato de S-amirina (7)

y cicloartenol (8).

Figura 6. Algunos triterpenos de la familia Euphorbiaceae

Lupeol (1) Acetato de lupeol (2)
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Figura 6. Algunos triterpenos de la familia Euphorbiaceae
(Continuacién)

Germanicol (3) 3-acetato de germanilo (4)

//1

HO

B-sitosterol (5) B-amirina (6)

acetato de B-amirina (7) Cicloartenol (8)

Tomado y modificado de Delgado, Herndndez y Aguilar, 1994.

Se han encontrado diterpenoides en los tallos, hojas y latex de
algunas especies de la familia Euphorbiaceae, dentro de los reportes se
encuentran estructuras con una gran diversidad de esqueletos macrociclicos

y policiclicos. Algunos de estos compuestos han presentado actividad
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antimicrobiana y otros han resultado toxicos e irritantes de la piel (Reboucas,
Da Silva, Groff, Nunes, Lanistcki y Ferraz, 2012).

Sin embargo, en otras especies del género Euphorbia, los principios
activos del latex producen efecto irritante y con actividad carcinogénica en
piel de raton, son principalmente, ésteres de forbol, ingenos y sus derivados
(Figura 7) (Roe y Peirce, 1961). El forbol (9) es un polialcohol diterpénico
precursor de los compuestos promotores de tumores, derivado del esqueleto
basico tetraciclico denominado tigliano (10). Se ha informado la presencia de
forboles toxicos en diversas especies como Sapium indicum, S. japonicum,
Euphorbia frankiana, E. croculescence, E. ticulli, Croton spareiflorus, C.
tiglium, C. ciliatoglandulifer, Jatropha curcas, Excoecaria agallocha y

Homalanthus nutans (Beutler, Ada, McCloud y Cragg, 1989).

Figura 7. Derivados diterpénicos del género Euphorbia

Forbol (9) Tigliano (10)

Tomado y modificado de Beutler, Ada, McCloud y Cragg, 1989

Flavonoides: la familia Euphorbiaceae es rica en flavonoides (Figura

8), particularmente flavonas y flavonoles, que se han identificado en varios
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géneros. Estos se presentan como O- y C-glicésidos y como metil ésteres.
También se han encontrado flavononas, pero en relativamente pocas
especies. Los flavonoles comunes, kaempferol (11), quercetina (12) y rutina
(13) son los mas ampliamente distribuidos en los diferentes géneros de la
familia (Bittner y col., 2001).

En Euphorbia palustris y E. stepposa se identificé robidanol (3, 7, 3°,
4’, 5"-pentahidroxifalveno). En E. palustris también se encontrd robidanol-3-
galactosa. De la madera del tallo de Excoecarla agalloche se aislé una
chalcona identificada como 2°, 4", 6", 4- tetrahidroxichalcona. En varias
especies de Euphorbia se han identificado diversas antocianinas (cianidina,

delfinidina y pelargonidina glucésidos).
Figura 8. Algunos flavonoides de la familia Euphorbiaceae

OH

OH O

Rutina (13)

Tomado y modificado de Bittner y col., 2001
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Alcaloides: se han detectado diversas clases de alcaloides, que se
encuentran principalmente en los géneros Croton, Phyllanthus y Securinega.
Los imidazol alcaloides sélo se han detectado en el género Glochidion. Las
especies de Croton contienen varios tipos de alcaloides, isoquinolinas,
morfinandienonas, quinolinas y pirrolidina (Figura 9). Los alcaloides de
pirimidina y guanidina solo se aislaron de una especie, Alchorrea javanensis,
mientras que, los alcaloides con ndcleo purina solo se identificaron en
Jatropha basiacantha Pax. & K. Hoffm. Varios alcaloides de quinolizidina se
identificaron en la familia, pero principalmente en especies de Phyllanthus y

Securinega (Salamanca, 2002).

Del estudio de la especie Croton chilensis se aislaron, principalmente,
derivados de alcaloides del tipo morfinandienona: isosalutaridina (14),
flavinantina (15), metilflavinantina (16) y un alcaloide aporfinico: isocoridina
(17), por otra parte, del extracto metanolico de Croton macrobothrys se
obtuvo la acoridina (18) (Motta y col., 2011).

Figura 9. Alcaloides del género Croton (Euphorbiaceae)
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g
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14 15 16 Isocoridina (17)
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Isosalutaridina (14), Flavinantina (15),
Metilflavinantina (16)
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Figura 9. Alcaloides del género Croton (Euphorbiaceae)
(Continuacién)

HO

Acoridina (18)

Tomado y modificado de Motta y col., 2011

Acidos fendlicos: algunos compuestos fenolicos como el acido gélico
(19), acido elagico (20), acido tanico y otros acidos fendlicos fueron
identificados en las euphorbiaceas (Figura 10). Ejemplos de estos acidos son
el vanillico (21) y veratrico (22) de Euphrobia resinifera, acido p-cumarico
(23) de Euphorbia acanthothamnos, acidos clorogénico (24) y neoclorogénico
de Recinus communis y Mercurialis perennis y el &cido m-hidroxibenzdico de

Euphorbia royleana (Motta y col., 2011).

Figura 10. Acidos fendlicos aislados de algunas especies de la familia

Euphorbiaceae.

HO OH
OH

Acido galico (19) Acido elagico (20)
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Figura 10. Acidos fendlicos aislados de algunas especies de la familia
Euphorbiaceae. (Continuacion)

Os_OH Os_OH
o~ o~
OH O
Acido vanillico (21) Acido veratrico (22)
Os_OH HO., LCOOH
o8
/ .
HO" 7 "0~
OH oH
OH
Ve OH Ve
Acido p-cumarico (23) Acido clorogénico (24)

Tomado y modificado de Motta y col., 2011

Taninos: Algunos taninos (Figura 11) se han detectado en varias
especies de las euphorbiaceas, tales como, Euphorbia maculata, Gleditsia
japoénica, Mallotus japonicus, Phyllanthus emblica y Sapium sebiferum. Por
ejemplo, Phyllanthus niruri, se obtuvieron los acidos galicos (19), elagico (20)
y los taninos corilagina (25) y geraniina (26) (Markoma, Hasan, Wan, Singh y
Jahim, 2006).
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Figura 11. Taninos obtenidos de Phyllanthus niruri (Euphorbiaceae).

OH
OH

OH

Corilagina (25) Geraniina (26)

Tomado y modificado de Markoma y col., 2006

Glucosidos cianogénicos: varias especies de la familia
Euphorbiaceae se han sefialado como cianoféricas, aun que son pocos los
glucdsidos cianogénicos identificados, se han reportado en algunas plantas
de los géneros Euphorbia, Hevea, Jatropha, Manihot y Mercurialis (Hill,

Dominicis, Mayor, Oquendo y Sarduy, 2001).

Cumarinas: estos compuestos se han aislado de relativamente pocas
especies de esta familia, sin embargo, se identificaron en las semillas de
Euphorbia lathyris dos bicumarinas (euforbetina e isoenforbetina), de la
corteza de Mallotus japonicus se aislaron tres derivados de bergeninas y se
identificaron como 11-0-galoilbergenina, 4-0-galoilbergenina y 11-0-
galoildemetilbergenina. Por otra parte, para Euphorbia royleana se reportan

tres benzocumarinas identificadas como 7-hidorxi-3,4-benzocumarina, 7-
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metoxi-3,4-benzocumarina y 2, 7-dihidroxi-3,4-benzocumarina (Salamanca,
2002).

Lignanos: los lignanos han sido, hasta ahora, identificados en sélo
dos géneros de la familia: Jatropha y Phyllanthus. Las hojas de Phyllanthus
niruri, contienen filantina e hipofilantina. De igual modo, de los tallos y raices
de Jatropha glandulifera se aislé un cumarino-lignano que incluye una union
de tipo dioxano entre una cumarina y un fenilpropano, precursor similar al
que se encontrd6 en los flavanolignanos, similarina e hindocarpina
(Salamanca, 2002).

Actividad farmacologica de la familia Euphorbiaceae

Esta familia heterogénea de plantas tiene importancia en diferentes
areas, experimentalmente numerosos trabajos resaltan la actividad de sus
especies en la medicina. Como, por ejemplo, R. communis ha mostrado
actividad insecticida y actividad contra promastigotes de L. major, cuando es
utilizado como parte de la dieta del vector Phlebotomus papatasi. Por otra
parte, extractos o componentes del latex de Euphorbia splendens han
presentado actividad contra los moluscos hospederos intermediarios de los
esquistosomas; siendo segun sus autores uno de los mas potentes y
especificos molusquicidas descubiertos hasta la fecha, asimismo, extractos
de Euphorbia prostrata han mostrado actividad antiinflamatoria,
antiglicemiante, insecticida y antihelmintica y especies del género Croton han
presentado propiedades antiinflamatorias, antitumorales, leishmanicidas y

antimalarica (Neira, Stashenko y Escobar, 2014).
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Por otra parte, Mongalo, Opoku y Zobolo (2013), ensayaron los
extractos de acetona, metanol y acetato de etilo de hojas y raices de
Jatropha zeyheri, contra 14 cepas bacterianas patdégenas humanas,
utilizando el método de difusion en disco. Los extractos de acetato de etilo
exhibieron actividad contra 11 de las cepas seleccionadas y mostraron una
zona de inhibicion de 10,7 mm contra Klebsiella pneumoniae. La mayor zona
de inhibicion fue de 12 mm se obtuvo con el extracto de las hojas de acetona
contra Enterobacter cloacae y Acinetobacter calcaoceuticals y el extracto de
metanol de las hojas contra Enterococccus faecalis. El extracto de acetona
de la raiz exhibié una concentracién inhibitoria minima (CIM) de 0,39 mg/mL
contra Salmonella spp, seguido de extractos de la raiz de metanol y acetona
(0,78 mg/mL) contra Serratia marcescens. El extracto metanolico de las hojas
exhibié un CIM de 3,13 mg/mL contra Staphylococcus aureus. Este estudio
valida el uso de Jatropha zeyheri en el tratamiento de diversas
enfermedades.

De igual modo, la actividad antiviral estd demostrada para Croton
lechleri y Phyllanthus ninuri, esta ultima fue efectiva contra los virus VIH,
Hepatitis B y es considerada como hepatoprotectora y contra la Hepatitis C
(virus HCV), ademas posee potencial actividad inmunomodulante. Mientras
que la especie Croton lechleri mostré actividad antioxidante, antiinflamatoria,
antibacteriana, antitumoral, antidiarréica, antifingica y antiviral mostrando
actividad contra la diarrea producida por el virus VIH, contra la influenza y
parainfluenza, el virus del herpes simplex | y I, contra la Hepatitis Ay B y
contra el herpes genital en pacientes con SIDA (Vaisberg y col., 1989;
Williams, 2001; Nisar, He, Ahmed, Yang, Liy Wan, 2018).
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Toxicidad de la familia Euphorbiaceae

La concentracion de toxinas en las diferentes especies de plantas
dependen de varios factores que incluyen: estrés ambiental al que es
sometida la planta, la edad, la susceptibilidad individual, el érgano de la
planta que es consumido (raiz, tallo, hojas y semillas), y la temporada del
afo; mientras que el efecto de la toxicidad de cada especie depende de: el
organismo expuesto, la fuerza de la toxina, el tiempo de exposicién, el clima,
el suelo, la cantidad que se consume y las diferencias genéticas dentro de la
especie de planta. Algunas de las toxinas pueden producir dafios
irreparables a los depredadores, mientras que otras ejercen efectos

transitorios (Rakshit, Devappa y Klaus, 2010).

La familia Euphorbiaceae es conocida por el alto potencial toxico que
tienen varias de sus especies, esto se debe a la.complejidad de muchos de
sus compuestos bioquimicos, que son perjudiciales para una gran variedad
de especies que incluyen bacterias, hongos, insectos y humanos (Webster,
1986; Rakshit y col., 2010). La diversidad de compuestos bioquimicos que
poseen son especialmente ricos en alcaloides y terpenoides que son en
ocasiones promotores de la toxicidad de la planta; esta diversidad de
sustancias son el resultado de la seleccion natural a través del tiempo para
impedir el ataque de animales herbivoros (Webster, 1986; Rakshit y col.,
2010; Worbs, Kolher, Pauly, Avondet y Schaer, 2011).

En algunas especies del género Euphorbia y algunos otros géneros de
la subfamilia Euphorbioideae, se ha encontrado que las resinas son muy
toxicas y potencialmente cancerigenas en animales a causa de las
concentraciones de los diterpenos. Las semillas de Croton, Euphorbia,

Jatropha, y Ricinus presentan actividades purgantes. Se ha reportado
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envenenamiento en humanos y ganado por ingerir plantas de la familia
Euphorbiaceae que incluyen los géneros: Excoecaria, Hyaenanche, Manihot,
y Sapium (Hecker y Schmidt, 1974; Rakshit y col., 2010).

En la literatura se encuentran diversos ejemplos de especies de la
familia Euphorbiaceae utilizadas en medicina popular (Beyra y cols, 2004,
Muthu, Ayyanar, Raja, Ignacimuthu, 2006), muchas de éstas especies se han
clasificado como toxicas (Webster, 1986). La actividad biol6gica de extractos
y compuestos de algunas especies contrasta su toxicidad con sus
propiedades terapéuticas. Varias especies de la familia Euphorbiaceae son
importantes como fuentes de medicamentos, por ejemplo, algunos
diterpenoides son potencialmente perjudiciales y otros presentan un
potencial terapéutico como antihipertensivos, antirretrovirales, anti-
inflamatorios, farmacos analgésicos y antibacterianos. Ademas, a estas
propiedades, estos compuestos pueden funcionar como antioxidantes,
alucinégenos, y edulcorantes, y pueden estimular la contraccion de del Gtero
(Kapil, Coul, Banergee, Gupta, 1993; Bruneton, 1999; Niu, Li, Zhao y Lin,
2002; Kumariy col., 2003).

Género Phyllanthus

Phyllanthus es uno de los géneros mas grandes de la familia
Phyllanthaceae (anteriormente Euphorbiaceae), con 11 subgéneros que
comprende mas de 700 especies bien conocidas y su distribucion es
cosmopolita, principalmente en los trépicos y subtropicos, las especies mas
importantes utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de diversas

dolencias humanas pertenecen a los subgéneros Cicca, Kirganelia y
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Phyllanthus. Las plantas de este género han sido usadas en formulaciones a
base de hierbas durante siglos en muchos paises del sudeste asiatico, Brasil,
India y China (Nisar y col., 2018), seguidamente se presentan los aspectos

botanicos, quimicos y farmacoldgicos mas resaltantes de este género:
Aspectos botanicos

El género Phyllanthus tiene una notable diversidad de formas de
crecimiento que incluyen plantas herbaceas anuales, perennes,
arborescentes, trepadoras y acuaticas flotantes. Las hojas son estipuladas
simples, alternas, sésiles o brevemente pecioladas, con lamina entera. Las
flores estaminadas, poseen entre 3-6 estambres libres entre si. Las flores
pistiladas generalmente con un disco anular en la base del ovario, 3 carpelos
con un léculo 2 évulos en cada uno; estilo trifido. La cdpsula tricoca, con
cada carpelo bilobulado y con 2 semillas lisas o0 diversamente estriadas,
albuminadas y sin caruncula basal (Webster, 1955; Hunziker, 1967).

Phyllanthus, comprende mas 700 especies, su distribucion es
cosmopolita, principalmente en los trépicos y subtrépicos, como Africa
tropical, América tropical, Asia y Oceania. Linneo describié este género por
primera vez en 1737, se subdivide en 11 subgéneros (Isocladus, Kirganelia,
Cicca, Emblica, Conani, Gomphidium, Phyllanthodendron, Xylophylla,
Botryanthus, Ericocus, Phyllanthus). Las 24 especies mas populares
pertenecen principalmente a los subgéneros Kirganelia, Cicca y Phyllanthus,
son utilizadas en la medicina tradicional en diferentes naciones (Unander,
Webster y Blumberg, 1995; Mao y col., 2016), taxondmicamente se clasifica

de la siguiente manera (tropicos.org):
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Clase: Magnoliopsida

Familia: Phyllanthaceae
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Género: Phyllanthus

Usos etnobotanicos

Numerosas especies de Phyllanthus se han utilizado en la medicina
tradicional para tratar enfermedades como paperas, viruela, peste bovina,
varicela, herpes, dengue, gripe y erupciones cutaneas, posiblemente de
origen viral (Unander y col., 1995; Thyagarajan, Thirunalasundari,
Subramanian, Venkateswaran y Blumberg, 1988). Se han atribuido varias
propiedades terapéuticas a este género, como antipirético, antibacteriano
(Vinayagamoothy, 1982), antiparasitario (Omulokoli, Khan y Chabra, 1997),
antinociceptivo (Filho y col., 1996) y actividades antivirales (Ott, Thyagarajan
y Gupta 1997).

Segun Roig (1974), en la India las especies de este género se
usaban contra afecciones venéreas. Las raices, después de raspada o
molinada en leche de vaca, han sido utilizadas con éxito para curar la
ictericia, como tonico, antidiabética y contra colicos nefriticos.
Especificamente los frutos de P. emblica son empleados como purgantes, en
otros casos como remedio refrescante en las afecciones biliares, en las
nauseas y en infusiones contra la fiebre y la diabetes.

En Brasil, las infusiones de hojas, tallos y raices de P. niruri, P.
urinaria, P. corcovadensis, P. amarus, P. tenellus, P. caroliniensis y P.

sellowianus, son utilizadas para el tratamiento de disfunciones renales y
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urinarias, infecciones intestinales, diabetes y hepatitis B (Morton, 1981;
Oliver, 1983; Unander, Webster y Blumberg, 1992; Calixto, Adair, Valdir y
Rosendo, 1998). La decoccion de algunas plantas del género, en América
Central y las Antillas se utiliza como depurativa y diurética. En el caso
particular de P. acidus, las hojas son consideradas sudorificas, diaforéticas,
las semillas son catérticas y la raiz es un purgante violento (Roig, 1974;
Morton, 1981).

Composicion quimica

Las especies del género Phyllanthus han sido extensamente
estudiadas desde el punto de vista fitoquimico, conduciendo la investigacion
al aislamiento y caracterizacion de muchas clases de metabolitos
secundarios como fenilpropanoides, terpenoides, compuestos fendlicos,
flavonoides, taninos, alcaloides, glucdsidos, taninos y saponinas (Mao y col.,
2016; Calixto y col.,, 1998). A continuacién, se mencionan algunos

compuestos obtenidos de este género:

Fenilpropanoides: los fenilpropanoides constituyen la clase de
compuestos mas prevalentes en el género Phyllanthus, se han aislado
lignanos, neolignanos, norlignanos y sesquineolignanos (27-30, Figura 12) en
P. glaucus (Wu y col.,, 2016), P. amarus (Pereira, Garcia, Rodriguez y
Martinez, 2016) P. urinaria (Muthusamy, Prasad, Sanjay, Rao vy
Satyamoorthy, 2016) y P. brasiliensis (Borges y col., 2018). Del grupo de los
lignanos se destacan la filantina (27) (Satyanarayana Subrahmanyam vy
Viswanatham, 1988) y la hipofilantina (28); los mismos han sido identificados
por cromatografia liquida de alta resolucion en especies como P. amarus, P.

fraternus, P. niruri, P. urinaria, P. maderaspatensis, P. virgatus y se
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consideran marcadores quimicos del género (Dhalwa, Biradar y Rajani, 2006;
Murugaiyah y Chan, 2007).

Figura 12. Algunos fenilpropanoides del género Phyllanthus

Nirtetralina (29) Filtertralina (30)

Tomado y modificado de Dhalwa y col., 2007.

Terpenoides: Los terpenoides (triterpenos, diterpenos, monoterpenos
y esteroles) son otra clase importante de productos quimicos en el género
Phyllanthus. Se han reportado en P. hainanensis (Fan y col., 2017), P.
urinaria (Wu y col., 2017) y P. acidus (Duong y col., 2017), pudiendo destacar
los triterpenos pentaciclicos lupeol (1) y filantol (31), sin restarle importancia
a los esteroles S-sitosterol (5) y estigmasterol, presentes también en muchas
especies y muy abundantes en la naturaleza (Nisar y col., 2018). En la figura

13 se presentan algunos triterpenos aislados de Phyllanthus (31-34).
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Figura 13. Triterpenos aislados de algunas especies de Phyllanthus

3 N

OH

Filantenol (32)

Filanteol (33) Friedelina (34)

Tomado y modificado de Nisar y col., 2018

Compuestos fendlicos: Varios compuestos fendlicos han sido
reportados para Phyllanthus (Figura 14), por ejemplo, de los frutos de P.
emblica (Zhang y col., 2017); se obtuvo un nuevo metabolito llamado acido-
1-etil-6-metil-ester-2-O-galato-mucico (35), junto con otras sustancias
fendlicas conocidas como el acido galico (19), acido elagico (20), 1,6-di-O-
galoilglucosa (36), acido-1,4-lactona-metil-éster-5-O-galato-mucico (37), y el
dimetil-éster de 4&cido-2-O-galato-mucico (38). Por otra parte, de P.
muellerianus y P. niruri se obtuvieron los gallotaninos corilagina (25) vy
geraniina (26) respectivamente (Boakye-Gyasi, Kasange, Biney, Boadu-
Mensah, Agyare y Woode, 2016; Zhao, Liu y Chen, 2016).
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Figura 14. Compuestos fendlicos de varias especies de Phyllanthus
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HO OH
HO%OR
HO OH
_R
0~ o
) R= galoil R= galoil
Acido-1-etil 6-metil-ester-2-O-galato- 1,6-di-O-galoilglucosa (36)
mucico (35)
OR; OH O
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) Ri1=Me R2=Galoil Ri=Et R2=Galoll
Acido-1,4-lactona-metil-éster-5-O- dimetil-éster de acido-2-O-galato-
galato-mucico (37) mucico (38)

Tomado y modificado de Boakye y col., 2016; Zhao y col., 2016.

Flavonoides: algunos flavonoides como el kaempferol (11) y sus

glicésidos han sido aislados de P. acidus (Tram, Son, Thao y Cuong, 2016),

asimismo, la quercetina (12) y rutina (13) se ha reportado en P. niruri y P.

amarus (Putakala, Gujjala, Nukala, Bongu, Chintakunta y Desireddy, 2017),

por otra parte, dos chalconas denominadas emblirol A y B se obtuvieron de

P. emblica (Yan, Han, Zhang y Feng, 2017).

Actividad biologica

Los diversos usos tradicionales del género Phyllanthus han estimulado

las investigaciones de actividades biolégicas, como antivirales, antioxidante,

antidiabético, anticancerigeno e inmunomodulador (Nisar y cols, 2018). A
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continuacion, se presentan algunas actividades que han sido reportadas para
varias especies de este género:

Actividad antiviral: varias plantas de Phyllanthus tienen un fuerte
potencial antiviral contra el virus de inmunodeficiencia humana (VIH),
citomegalovirus (CMV), virus del herpes simple (VHS) y el virus de hepatitis B
(VHB). El extracto acuoso de P. emblica redujo la carga viral del VIH
significativamente a una dosis de 400 pg/mL (Bothiraja, Shinde, Rajalakshmi,
Pawar, 2011). Asimismo, se determind la actividad viral anti-hepatitis B in
vitro de las fracciones de etanol P. niruri y resulté que inhibieron con éxito el
crecimiento de células de carcinoma hepato celular humano (HepG2/C3A)
infectadas con VHB. De igual modo, P. amarus se ha usado tradicionalmente
para tratar una variedad de enfermedades incluyendo trastornos hepaticos
debido a la presencia de compuestos virales antihepaticos como la fililanina e
hipofililantina. Por otra parte, el extracto acuoso de P. orbicularis produjo la
inhibicion de la replicacion del CMV, VHB y VHS a concentraciones medias
de 57,7; 28,8; 25,7 y 21,3 pg/mL, respectivamente (Mao y col., 2016).

Actividad antioxidante: los extractos metandlicos y acuosos de este
género tienen una notable actividad antioxidante, que puede correlacionarse
con las composiciones elevadas en compuestos fendlicos. El extracto de
metanol de P. debilis mostr6 una fuerte actividad antioxidante cuando se
evalué por varios ensayos, ademas, estudios posteriores demostraron que la
cantidad de fenoles totales se correlaciond con la actividad antioxidante.
Adicionalmente el extracto hidrometanolico de P. virgatus exhibid
sustancialmente capacidad antioxidante con una concentracion media de
30,4 pg/mL (Poompachee y Chudapongse, 2011). P. acidus P. polyphyllus y

P. fraternus mostraron una notable actividad hepatoprotectora contra la
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toxicidad hepética que fue inducida por acetaminofen, tetracloruro de
carbono, bromobenceno y tioacetamida (Kumaran y Karunakaran, 2007,
Rajkapoor, Venugopal, Anbu, Harikrishnan, Gobinath y Ravichandran, 2008;
Gopi y Setty, 2010; Jain y Singhai, 2011).

Actividad antidiabética: varias especies de Phyllantus como P.
emblica, P. reticulatus, P. niruri, P. amarus, P. urinaria, P. acidus, P. debilis,
P. virgatus, P. sellowianus, P. rheedii, P. orbicularis, y P. hookeri se emplean
tradicionalmente en muchos paises para la diabetes. Investigaciones
recientes revelan el efecto hipoglicemiante de P. emblica, P. niruri, P.

reticulatus, P. sellowianus, P. virgatus, y P. simplex (Mao y col., 2016).

Actividad antiinflamatoria: en los ultimos afios, se han realizado
diferentes pruebas para evaluar el efecto antiinflamatorio de Phyllanthus, el
extracto acuoso de P. amarus, disminuyo los indices de artritis, articulacion el
diametro y el volumen de la pata, asi como los umbrales de hiperalgesia
mecanica y nociceptivo se incrementaron (Mali, Sinnathambi, Kapase,
Bodhankar y Mahadik, 2011), también se reporta que la fraccion de etanol de
P. simplex mejord los parametros de edema de la pata y granuloma y
sustancialmente inhibié la produccién de Oxido nitrico (Chouhan y Singh,
2011).

Actividad antibacteriana: los extractos de P. niruri, produjeron la
inhibicion del 65 % del crecimiento del Mycoplasma galisepticum, por lo cual
se sugiere que puede ser utilizado como alternativa terapéutica para el
tratamiento de la enfermedades respiratorias producidas por esta bacteria,
adicionalmente se ha demostrado que dichos extractos son activos frente a
Escherichia coli, Lactobacillus acidophilus, Pseudomonas aeruginosa Yy

Staphylococcus aureus, los triterpenoides activos en el extracto de
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cloroformo de la corteza de P. niruri poseen una fuerte actividad
antibacteriana e inhiben el crecimiento de S. aureus a una concentracion de
1000 ppm, evidenciada por un halo de inhibicion de 12 mm. De igual modo,
los extractos de las hojas de P. amarus mostraron efectos inhibitorios sobre
Streptococcus pyrogenes, Streptococcus pneumonae, Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans (Nisar y col., 2018).

Phyllanthus acidus

Phyllanthus acidus es una planta usada en la medicina tradicional para
tratar diversas afecciones como catértico, emético, tos, hipertensién, asma y
enfermedades de la piel (Hossen y col., 2015) a continuacién se presenta una
revision que refleja la importancia etnoboténica, quimica y biologica de esta
especie, se muestran algunos datos relacionados con los trabajos cientificos

realizados con la planta y los compuestos bioactivos aislados de la misma.
Aspectos botanicos

Phyllanthus acidus es una hierba pequefia ramificada erecta anual, 10-50
cm de alto 18-20. Es completamente verde, incluidas las flores. Las hojas
son simples, oblongas, agudas u obtusas, ligeramente oblicuas de 14 mm de
largo y 6 mm de ancho y llevan las flores discretas en pares en sus axilas.
Cada par de flores se compone de un macho y una hembra. La capsula es
un globo globoso aplanado de aproximadamente 2 mm de didmetro ver
Figura 15 (Jagessar, Mars, Gomes, 2008). La clasificacion taxondémica se

presenta a continuacion (trépicos.org):
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Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Superdivision: Spermatofita

Division: Magnoliofita

Clase: Magnoliopsida

Familia: Phyllanthaceae (anteriormente Euphobiaceae)
Género: Phyllanthus
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Especie: Phyllanthus acidus

Figura 15. Arbol y frutos de Phyllanthus acidus

Tomado y modificado de https://www.alamy.es/imagenes/phyllanthus-acidus.html

Usos Etnobotanicos

Phyllanthus acidus se conoce comunmente como grosella, es un arbol
bastante comun que se encuentra distribuido en los tropicos, es utilizado en
la medicina tradicional para los trastornos del tracto gastrointestinal, en el
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tratamiento de condiciones dolorosas, estrés inflamatorio y oxidativo. Las
hojas trituradas de P. acidus se usan en el tratamiento del lumbago y el
reumatismo. La raiz es significativamente purgante y se usa para tratar la
psoriasis. El jugo de la corteza de la raiz se utiliza como agente de
bronceado en la India (Wahed, Islam, Alam y Yasmin, 2014). Los frutos
contienen altos contenido de vitamina C y se han utilizado para mejorar la
vista y memoria, prevenir la diabetes y aliviar la tos (Unander, Webster y
Blumberg, 1990).

Composicion quimica

Estudios previos de Phyllanthus acidus revelan la presencia
triterpenos, fitosteroles, compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides y
sesquiterpenos del tipo norbisaboleno (Calixto y col., 1997; Leeya, Mulvany,
Queiroz, Marston, Hostettmann y Jansakul, 2010; Ly y col.,, 2014). A

continuacion, se mencionan algunos compuestos aislados de esta especie:

Terpenoides: diversos compuestos de este tipo se han obtenido de P.
acidus (Figura 16), tal como lo reportan Huy, Hung, Tuyet y Hao (2018),
quienes aislaron 6 triterpenos del extracto etandlico de las raices de esta
planta, asi lograron caracterizar el filantol (31), glochidona (39), lupeol (1),
lochidonol (40), a-lupano (41) y espruceanol (42). De igual modo, Zheng y col
(2018) trabajaron con el extracto metanodlico de las raices y tallos de P.

acidus obteniendo 4 diterpenos que denominaron filaciduloides A-D (43-46).
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Figura 16. Algunos terpenoides obtenidos de P. acidus
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OH

Espruceanol (42)

OH " OH
Filaciduloide C (45) Filaciduloide D (46)

Tomado y modificado de Huy y col., 2018.

56



Flavonoides: varios flavonoides han sido reportados de diversas
partes de la planta de P. acidus, Tram y col (2017) trabajaron con el extracto
de acetato de etilo de esta especie y lograron el aislamiento y caracterizacion
estructural de 7 flavonoides glicosidados que identificaron como kaempferol-
3-O-[a-L-rhamnopiranosil-(1—2)]-B-D-galactopiranosido, kaempferol-3-O-(2-
a-L-rhamnopiranosil)-B-D-glucuronopiranosido, kaempferol-3-O-(2-a-L-
rhamnopiranosil)-B-D-glucuronopiranosil-metil-ester, isoquercitrina,
quercitrina, miricitrina y rutina (13). Asimismo, Tram, Son, Thao y Cuong
(2016) obtuvieron del extracto metandlico de las hojas de P. acidus el
kaempferol (11), y algunos de sus glicosidos, como el kaempferol-3-O-8-D-
glucosido (47), kaempferol-3-O-a-L-rhamnopirandsido (48) y el kaempferol-3-
O-a-L-rhamnopiranosil-(12)-a-L-arabino-piranosido (49) (Figura 17).

Figura 17. Flavonoides aislados de P. acidus
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Tomado y modificado de Tram y col., 2016.
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Componentes volatiles: el aceite esencial de las hojas de P. acidus
fue obtenido por hidrodestilacion y su composicién quimica reporta como
componentes mayoritarios (Figura 18) el t-muurolol (20,4 %) (50), a-cadinol
(14,6 %) (51), B-cadineno (8,9 %) (52) y a-muuroleno (7,5 %) (53) (Pérez,
Obregdn, Rojas, Aparicio, Carmona y Usubillaga, 2018). Por otra parte, los
andlisis de los constituyentes volatiles de los frutos indican que los terpenos
(100,1 mg/Kg) y é&cidos grasos (6,7 mg/Kg) son los componentes mas

abundantes (Pino, Cuevas, Marbot y Fuentes, 2008).

Figura 18. Componentes volatiles reportados para P. acidus
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t-muurolol (50) a-cadinol (51)
B-cadineno (52) a-muuroleno (53)

Tomado y modificado de Pérez, Obregén, Rojas, Aparicio, Carmona y Usubillaga, 2018.

Actividad biol6gica

La actividad biologica de P. acidus ha sido estudiada por diversos
investigadores a nivel mundial, destacandose por exhibir efectos
antioxidantes, antiinflamatorios, antinociceptivos y antibacterianos,

seguidamente se presentan algunos estudios realizados sobre esta especie:
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La actividad antioxidante del extracto de cloroformo de los frutos de
Phyllanthus acidus se evalué usando 1,1-difenil-2-picrilhidracilo radical
(DPPH), se encontré que el valor de la concentracion inhibitoria media (Clso)
fue de 2745,86 pg/mL en comparacion con el acido ascorbico de 13,37
pg/mL. La actividad antibacteriana del extracto de la planta se llevé a cabo
utilizando el método de difusion de disco con once bacterias patdgenas. Este
extracto mostré un espectro bajo de actividad frente a Shigella dysenteriae,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Sarcina lutea en concentraciones
de 500 pg/mL en comparacién con la kanamicina estandar. El rango de zona
de inhibicion del extracto de cloroformo fue de 0,5 a 2,5 mm (Habib, Rahman,
Mannan, Zulfiker, Uddin y Sayeed, 2011).

Por otra parte, Rahman, Habib, Hasanb, Sayeeda y Rana (2011),
analizaron el extracto metandlico de los frutos de P. acidus y determinaron la
actividad antibacteriana frente a 13 bacterias patdgenas (Shigella
dysenteriae, Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Klebsiella spp, Sarcina lutea, Shigella sonnei, Bacillus megaterium, Proteus
sp) mediante el método de difusion en agar, las concentraciones evaluadas
del extracto fueron de 400 y 800 ug/mL, los halos de inhibicién variaron
entre 8-12 mm contra B. megaterium y B. subtilis S. typhi y S. dysenteriae.
Por otra parte, la actividad antioxidante determinada por el método del
DPPH, present6 una Clso de 2063,42 ug/mL en comparacién con el acido
ascorbico de 52 pg/mL.

De igual modo, se reporta la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de la corteza de P. acidus, por el método de difusion en agar en

disco, frente a microorganismos grampositivos (Bacillus megaterium, Bacillus

59



subtilis, Staphylococcus aureus) y gramnegativos (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Salmonella typhi, Vibrio
cholerae), presentando actividad significativa solo contra bacterias
gramnegativas como E. coli (19,25 + 0,54 mm), S. typhi (32,08 £ 0,51 mm) y
Vibrio cholerae (16,42 £ 0,42 mm) a una concentracion de 500 pyg/mL. Los
resultados obtenidos mostraron una fuente potencial de compuestos
biolégicamente activos que pueden usarse como agentes antibacterianos
(Biswas, Chowdhury, Das, Karmakar, Shill y Raihan, 2011).

Adicionalmente, evaluaron los extractos de éter, acetato de etilo y
metanol de las hojas de P. acidus, demostrando que presentan importantes
actividades antiinflamatorias y analgésicas de manera dosis-dependiente. El
extracto de metanol a una dosis de 500 mg/kg mostré una actividad superior
que era comparable con los. medicamentos estandar, mientras que el
extracto de acetato de etilo presento6 actividad moderada y el extracto de éter
de petréleo exhibi6 menor actividad (Chakrabortya, Biplabb, Devannac y
Sen, 2012).

Bacterias

Pertenecen al grupo de organismos considerados como procariotas,
carecen de un nucleo limitado por una membrana y de mitocondrias entre
otras caracteristicas. Sin embargo, tienen una estructura superficial compleja
gue rodea a la membrana celular y le da rigidez, por lo que se le denomina
“pared celular bacteriana”. Su membrana proporciona una barrera osmotica y
de transporte activo que mantiene las concentraciones de iones apropiadas

evitando su rotura con los cambios de iones (Castro, 2014).
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Estas suelen presentar diversas formas; la forma de baston de los
bacilos, la forma esférica u oval de los cocos y la forma de tirabuzdn o curva
de los espirilos son las mas comunes, pero algunas bacterias presentan
formas estrelladas o cuadradas. Las bacterias individuales pueden formar
pares, cadenas, racimos u otros agrupamientos; estas formaciones suelen
ser caracteristicas de un género o especie de bacteria en particular (Tortora,
Funke y Case 2007). En microbiologia, las bacterias se pueden clasificar en
dos grandes grupos segun la estructura de la pared celular: las bacterias

grampositivas y las bacterias gramnegativas (Spicer, 2009).

Bacterias gramnegativas

Son aquellas bacterias que no se tifien de violeta por la tincion de Gram, y
lo hacen de un color rosado tenue. La caracteristica clave que diferencia una
bacteria gramnegativa de una bacteria grampositiva, es la composicion y
estructura de la pared celular. Estas bacterias estan formadas por dos
membranas lipidicas, una interna (citoplasmatica) y otra externa, con un
espacio entre ellas denominado espacio periplasmatico. En dicho espacio, se
dispone una capa de una sustancia llamada peptidoglicano, la cual es mas
delgada que en grampositivas (Spicer, 2009). Las cepas gramnegativas que
se utilizaron para llevar a cabo este estudio son: Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.

Klebsiella pneumoniae

Es la especie de mayor relevancia clinica dentro del género bacteriano
Klebsiella, que ademas desempefia un papel importante como causa de las
enfermedades infecciosas oportunistas. Es un bacilo que fermenta la lactosa,

la mayoria produce colonias sumamente mucoides en placas, debido a la
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produccion de polisacaridos abundantes. Todas son inmoviles e indol
negativas y son caracteristicamente resistentes a multiples antibioticos.
Ademas de la resistencia natural de este microorganismo a la ampicilina 'y a

la carbenicilina (Garcia, 2005).

Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo gramnegativo, oxidasa positiva y puede crecer a
temperaturas superiores a 42 °C. Las cepas de esta especie presentan un
caracteristico color verde brillante, debido a la produccién de pigmentos
piocianina, de color azul, y pioverdina, de color amarillo fluorescente, los
cuales juntos le dan dicha coloracion. Es un habitante comdn de agua,
suelos y plantas. En los hospitales pueden ser encontrados en respiradores,
humidificadores, verteros, duchas, piscinas de hidroterapia y ocasionalmente
en las manos de los trabajadores de la salud. Es un patdgeno oportunista,
responsable de una alta gama de infecciones, principalmente nosocomiales
(Lujan, 2014).

Escherichia coli

Es el microorganismo de vida libre que mejor se ha estudiado. Son bacilos
gramnegativos, anaerobios facultativos, fermentadores y oxidasa negativa.
Pueden ser moviles la mayoria o inmoviles, son parte de la familia
Enterobacteriaceae. La mayor parte de ellas fermentan la lactosa y son

capaces de producir indol a partir de triptéfano (Garcia, 2005).
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Bacterias grampositivas

Son aquellas que poseen una pared celular interna y una pared de
peptidoglucano, ésta ultima forma el exoesqueleto que da consistencia y
forma esencial para la replicacion y supervivencia a la bacteria. No poseen
membrana externa, presentan aproximadamente 25 laminas de glicano de 20
a 80 nm de grosor, estd compuesta por otras sustancias como acidos
teicdicos y lipoteicoicos. Se tifien de color morado, ya que retienen el
colorante. Estas bacterias son mas sensibles a los antibiéticos que las
gramnegativas (Murray, 2009). Las cepas que se utilizaron para llevar a cabo

este estudio son: Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.

Staphylococcus aureus

Son cocos grampositivos, con un didmetro de 0,5 a 1,5 pm; estan
agrupados formando racimos de uvas. Estas son bacterias inmdviles, no
esporuladas y no poseen capsula, ademas son anaerobias facultativas. La
especie Staphylococcus aureus produce catalasa (enzima capaz de
desdoblar el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre), caracteristica
que se utiliza para diferenciar éste género de los Streptococcus y
Enterococcus los cuales son catalasa negativa (Cervantes, Garcia y Paz,
2014).

Enterococcus faecalis

Son células bacterianas esféricas y ovoides, de tamafio 0,6 a 2,5 um, son
cocos grampositivos no formadores de endosporas. Se presentan en forma
de pares o de cadenas cortas. Son no motiles y anaerobios facultativos,
quimiorganotrofos, con metabolismo fermentativo. Son mas abundantes en el

tracto gastrointestinal de los humanos, lo cual podria explicar su prevalencia
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en los aislamientos clinicos, ademas de su virulencia incrementada (Diaz,
Rodriguez y Zhurbenko, 2010).

Antibidticos

Se definen como moléculas naturales (producida por un organismo vivo,
hongo o bacteria), sintéticas o semisintéticas, capaces de inducir la muerte o
la detencion del crecimiento de bacterias. Para que un antibiético sea ideal
debe presentar ciertas caracteristicas dentro de las cuales se encuentran:
solubilidad en agua, no debe ser tdxico, ser activo en el medio comun de las
enfermedades infecciosas, debe tener amplio espectro antibacterial, ser
activo a pH neutro, no ser proteico y no debe inducir resistencia en los

microorganismos infecciosos (Barrios, 1988).

Clasificacion de los Antibioticos
Estos se clasifican de acuerdo a diferentes criterios, segin el organismo
que lo produce, estructura quimica, mecanismo de accion y espectro de

actuacion (Barrios, 1988).

Segun el organismo que lo produce

e Bacterianos: cuando son producidos por bacterias como la Colimicina
y Gramicidina.

e Micoticos: producidos por hongos como la Penicilina.

e Antimicéticos: producidos por actinomicetales como la Eritromicina y

Cloranfenicol.

Segun su estructura quimica

e Polipéptidos
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Aminoglucosidos
Tetraciclinas
Cloranfenicol
Macrolidos
Lincomicina
Penicilinas
Cefalosporinas
Rifampicinas
Sulfonamidas
Cicloserina
Vancomicina

Novobiocina

Segun el espectro de accion

De amplio espectro: cuando tienen actividad contra una amplia gama
de bacterias, tanto grampositivas como gramnegativas.
De pequefio espectro: cuando tienen accion sobre un grupo reducido

de microorganismos, algunas veces una sola especie bacteriana.

Segun el mecanismo de accién

Inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana: este mecanismo
actia inhibiendo la sintesis del peptidoglicano, compuesto
fundamental para la integridad de la pared celular bacteriana. Son
efectivos cuando la bacteria se encuentra en division y se esta
sinterizando la pared celular. Dentro de ellos contamos con las
Penicilinas, Cefalosporinas, Cicloserina, Bacitracina, Vancomicina

(Barrios, 1988). Estos antibidticos son llamados Beta lactamicos, ya

65



que comparten una estructura comun de anillo beta lactamico.
Generalmente actian como farmacos bactericidas (Murray, Rosenthal
y Pfaller, 2009).

Inhibidores de la sintesis proteica: estos antibioticos afectan las etapas
fundamentales en el proceso de sintesis proteica como: la
transcripcion del mensaje genético del ADN para formar el ARN
mensajero o la traduccién de dicho mensaje y formacion de la cadena
polipeptidica, llevada a cabo en los ribosomas, en la cual intervienen
las subunidades 30S y 50S del ribosoma. Dentro de ellos se
encuentran: Macrolidos, Tetraciclinas, Lincomicina, Aminoglucésidos,

Cloranfenicol (Barrios, 1998).

Antibidticos que bloquean la sintesis de é&cidos nucleicos: los
antibioticos que afectan la funcion y replicacion del ADN son agentes
antimicrobianos muy eficaces. Sin embargo, su uso es limitado puesto
que alteran el ADN de las células eucariotas, lo cual se traduce en
dafios severos al organismo. Estos pueden interactuar con las bandas
de ADN impidiendo su replicacion o con las enzimas que intervienen
en este proceso. Dentro de este grupo estan: Rifamicinas, Acido
nalidixico, Novobiocina, Gliseofulvina y Mitomicina (Barrios, 1998).

Antibioticos que alteran la permeabilidad de la membrana: como ésta
es una estructura esencial para la célula bacteriana, los antibiéticos
qgue la lesionan ocasionan su muerte por pérdida de sustancias
nutritivas o acumulacién de productos téxicos. Aunque estos

antibioticos tienen un gran efecto antimicrobiano, no son de mucha
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aplicacion ya que no tienen toxicidad selectiva, sobre las células de
los microorganismos pudiendo lesionar las del hospedador. Dentro de
estos se encuentran: Polimixinas, Nistatina, Gramicidinas (Barrios,
1998).

Resistencia bacteriana

Son estrategias que generan las bacterias para disminuir o inactivar la
accion de los agentes antimicrobianos, ante el ataque de estos y asi poder
persistir dentro del hospedero. Estos mecanismos pueden ser intrinsecos, es
decir, que los posee la bacteria en su interior de manera natural o extrinseca,
si la bacteria los adquiere del medio por mutacion cromosomica o
recombinacioén genética. Los cambios genéticos son relativamente faciles en
bacterias, dada la simplicidad de su ADN vy la facilidad con la que pueden
adquirir ADN de otras bacterias. Estos cambios genéticos producen cambios
biolégicos en la bacteria, y son esos cambios los responsables de la
resistencia. Las bacterias susceptibles a un antibiético pueden adquirir
resistencia, ya sea por mutacion de sus genes o aceptando genes de
resistencia de otra bacteria (Mendoza, 2008).

Mecanismos de resistencia

Se pueden clasificar en cuatro mecanismos basicos, por medio de los
cuales las cepas bacterianas pueden adquirir resistencia a los antibiéticos de
acuerdo al mecanismo expresado y el mecanismo de accion del antibiético.
Los mecanismos de resistencia son: inactivacion del antibiético, alteracion
del sitio blanco del antibiotico, alteracion de barreras de permeabilidad y las
bobas de eflujo. Cabe resaltar que los cuatro mecanismos pueden ocurrir

simultdneamente (Giedraitiené, Vitkauskiené, Naginiené y Pavilonis, 2011).
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Inactivacion del antibiético por destruccion o modificacion de la
estructura quimica: El fenotipo de resistencia antibidtica por
destruccion o modificacién de la estructura quimica es un proceso
molecular caracterizado por la produccion de enzimas que van a llevar
a cabo esta funcion. Las enzimas que destruyen la estructura quimica,
mas conocidas, son las beta-lactamasas que se caracterizan por
hidrolizar el nucleo beta-lactamico rompiendo el enlace amida, otra
enzima es la eritromicina esterasa que cataliza la hidrodlisis del anillo
de lactona del antibidtico. Entre las enzimas que se encargan de la
modificacién de la estructura podemos mencionar al cloranfenicol
acetiltransferasa y también a las enzimas que modifican a los
aminoglucésidos, lincosamidas y estreptograminas (acetilasas,
adenilasas y fosfatasas) (Fuchs, Chihu, Conde, Gonzalez, Noguez,
Calderon, y col., 1994; Giedraitiené y col., 2011).

Alteracion del sitio blanco del antibittico: La resistencia bacteriana
conferida por la alteracion del sitio en donde actia el antibittico
consiste en la modificacion de algunos sitios especificos de la célula
bacteriana como la pared celular, la membrana celular, la subunidad
50S o 30S ribosomales, entre otras. Por ejemplo, la modificacion por
mutacion de los genes GyrA y GyrB que codifican para las
topoisomerasas Il y IV respectivamente, ofrecen resistencia bacteriana
a S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa y E. coli frente a las
quinolonas (De la Fuente, Dauros, Bello, Dominguez, Mella,

Sepulveday col., 2007; Mosquito, Ruiz, Bauer y Ochoa, 2011).
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En cuanto a las modificaciones a nivel ribosomal podemos
mencionar los cambios que ocurren en las subunidades 30S y 50S los
cuales son los sitios de accidon de aminoglucésidos, macrélidos,
tetraciclinas y lincosamidas. Por ejemplo, la metilacion del ARN
ribosomal de la subunidad 50S confiere resistencia a S. aureus y S.
epidermidis frente a tetraciclinas, cloranfenicol y macrdlidos. La
resistencia bacteriana contra gentamicina, tobramicina y amikacina
consiste en una mutacion de la subunidad ribosomal 30S (Giedraitiené
y col., 2011; Lim, Hanifah, Yusof y Thong, 2012).

Alteracion en las barreras de permeabilidad: Este mecanismo se debe
a los cambios que se dan en los receptores bacterianos especificos
para los antimicrobianos o por alteraciones estructurales en los
componentes de envoltura de la célula bacteriana (membrana o pared
celular) que influyen en la permeabilidad, asi como a la pérdida de la
capacidad de transporte activo a través de la membrana celular o la
expresion de bombas de eflujo las cuales se activan en el momento en
que el antibiético se introduce a la célula bacteriana (Fernandez,

Lépez, Ponce y Machado, 2003).

La membrana celular de las bacterias gramnegativas contiene
un alto contenido de lipidos con respecto a las grampositivas, presenta
una membrana externa con un 40 % de lipopolisacéarido lo cual le
proporciona una barrera efectiva contra la entrada de antibidticos,
dependiendo de la composicion quimica de estos. La internalizacion
de compuestos hidrofilicos se lleva a cabo por canales denominados

porinas, que se encuentran en la membrana interna, estos canales
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estan llenos de agua por lo que la penetracion de los antibacterianos
en este caso dependera del tamafio de la molécula, hidrofobicidad y

carga eléctrica (Giedraitiené y col., 2011).

Bombas de eflujo: En la membrana celular se encuentran las llamadas
bombas de eflujo que llevan a cabo la internalizacion y expulsion de
los antimicrobianos. Una amplia variedad de bombas de eflujo provee
resistencia antimicrobiana tanto en bacterias grampositivas como en
gramnegativas. El eflujo activo de antibiéticos es mediado por
proteinas transmembranales. En el caso de las bacterias
gramnegativas involucra también componentes en la membrana
externa y citoplasma. Estas proteinas forman canales que exportan
activamente a un agente antimicrobiano fuera de la célula tan rapido
como entra. Este mecanismo confiere resistencia a tetraciclinas,
quinolonas, cloranfenicol, beta lactdmicos, asi como a los antisépticos
y desinfectantes de tipo amonio cuaternario utilizado para la limpieza
de superficies (Fernandez, Lépez, Ponce y Machado, 2003;
Giedraitiené y col., 2011; Lim, Hanifah, Yusof y Thong, 2012).

Actividad antibacteriana

Es la capacidad que tiene una sustancia de inhibir o destruir un

microorganismo patdgeno. Se puede evaluar mediante el método de difusion

en agar con disco o pozo, permite determinar en forma cualitativa el efecto

antimicrobiano y los meétodos de dilucion para determinar en forma

cuantitativa el efecto antimicrobiano (Sanchez, Castillo y Garcia, 2016).

Dentro de los principales métodos de evaluacion preliminar de la

actividad antibacteriana se encuentran los métodos de difusion en disco y
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difusion del pozo en agar, los de dilucion y métodos bioautograficos (Ramirez
y Marin, 2009), mediante los cuales se determina en forma cuali-cuantitativa
el efecto antimicrobiano de los extractos de plantas sobre los
microorganismos de interés, los resultados obtenidos se expresan midiendo
el didmetro de los halos de inhibicién producido por los extractos (Sanchez,
Castillo y Garcia, 2016).

Una vez que se ha establecido de forma cualitativa y cuantitativa el
efecto antimicrobiano de los extractos es conveniente determinar el
compuesto responsable de dicha actividad. Dicho compuesto puede ser
obtenido en cantidades suficientes, utilizando técnicas como la cromatografia
en columna y la cromatografia en capa preparativa para realizar diferentes
bioensayos o0 para caracterizarlo mediante técnicas espectroscopicas
(Choma y Jesionek, 2015).

Metodologias para evaluar la actividad antibacteriana

Método de difusion: El método de difusion en agar, estd apoyado por
datos clinicos y de laboratorios; y presenta la ventaja que sus resultados son
altamente reproducibles. La técnica esta basada en el método originalmente
descrito por Bauer y col (1996) (método de Kirby-Bauer). Este método de
difusion en disco o en pozo fue estandarizado y es actualmente
recomendado por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS,
de Estados Unidos. El fundamento de esta determinacion es establecer, en
forma cuantitativa, el efecto de un conjunto de sustancias, ensayados
individualmente, sobre las cepas bacterianas que se aislan de procesos
infecciosos (Barry, Amsterdam, Coyle, Gerlach y Thornsberry, 1979; National

Committee for Clinical Laboratory Standards, 1997).
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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
(Hacek, Dressel y Peterson, 1999).

En el caso de evaluar varias sustancias los discos de papel filtro o los
pozos deben ponerse en forma equidistante. A continuacion, se procede a su
incubacion a la temperatura adecuada por 24 horas, luego se mide el halo de
inhibicion y se comparan los efectos de las distintas sustancias sobre el
microorganismo estudiado, con el antibiético control. La lectura de los
resultados representa la actividad in vitro de la sustancia. Algunos autores
refrigeran las cajas a 4 °C para permitir la predifusion de los extractos antes
de la incubacién (Tepe, Daferera, Sokmen y Polissiou, 2004; Mbata, Debiao
y Saikia, 2006).

La técnica con sensidiscos presenta varias desventajas; una de ellas
es la composicion del papel filtro Whatman el cual se compone de celulosa
(uniones B-(1-4) de mondmeros de glucosa), los cuales tienen muchos
grupos hidroxilos libres presentes en cada glucosa, haciendo que la
superficie del disco sea hidrofilica, interviniendo directamente con algunos
compuestos cationicos de los productos naturales absorbiéndolos en la
superficie del disco e impidiendo la difusion de estos en el agar, los
compuestos apolares pueden no ser influenciados por dichos grupos
hidroxilos y difundir facilmente en el agar. Esto puede explicar en parte la

mas alta sensibilidad detectada cuando el método se utiliza directamente en
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pozo (Grant-Burgess, Jordan, Bregu, Mearns-Spragg y Boyd, 1999; Valgas,
Souza y Smania, 2007).

Métodos de dilucién: El método de dilucion en agar o en caldo como
test de susceptibilidad microbiana es utilizado para determinar la
concentracion minima bactericida (CMB) y la concentracion minima
inhibitoria (CMI), la cual es definida como la concentracibn mas baja de
sustancia que puede inhibir el crecimiento visible de un microorganismo
después de incubar por 24 horas, y la CMB como la concentracién mas baja
que puede prevenir el crecimiento de un organismo después de subcultivar
en un medio libre del compuesto evaluado, estas variables son una
herramienta para investigar nuevos antimicrobianos (National Committee for
Clinical Laboratory Standards, 1997; Andrews, 2001; Isada, Bernard,
Goldman, Gray y Aberg, 2001; McDermott, Bodeis-Jones, Fritsche, Jonesn y
Walker, 2005).

En la técnica de dilucién en caldo, son utilizados tubos o microplacas
(microdilucion) que contienen concentraciones crecientes del extracto
vegetal. El organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o
pozos de las microplacas y la CMI es determinada después de la incubacién
(Wilkinson, 2007).

En el método de dilucibn en agar, las cajas se siembran por
profundidad con una determinada concentracién de extracto vegetal, luego
se inoculan con el microorganismo en estudio y se incuban por 24 horas,
después de ésta, se examina si el microorganismo crece 0 no en cada una
de las cajas, la principal desventaja de este método es la cantidad necesaria
de muestra a evaluar. Los métodos de microdilucion en caldo son una

técnica util para determinar CMI, en un gran numero de muestras. La ventaja
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sobre los métodos de difusion radica en un aumento de la sensibilidad para
cantidades pequefias, lo cual es importante cuando se trabaja con productos
naturales, ademas permite diferenciar entre un efecto bactericida o
bacteriostatico (Langfield, Scarano, Heitzman, Kondo, Hammond y Neto,
2004).

Bioautografia: Este método es una variante del de difusién en agar,
con la premisa de que el extracto crudo al que se le evaluara las propiedades
antibacterianas, es colocado sobre una placa de cromatografia en capa fina
(CCF), posteriormente es eluido con una mezcla apropiada de solventes,
permitiendo la separacion de los diferentes componentes del extracto
(Ncube, Afolayan y Okoh, 2008). La CCF es un método ideal para la
separaciéon de compuestos naturales debido a que después de eluir la
cromatografia se evapora el solvente, evitando asi la posible actividad de el
mismo  (Cretu y Morlock, 2014; Jesionek, Choma, Majer-Dziedzic y
Malinowska, 2014).

La bioautografia es empleada como una técnica preliminar de tamizaje
fitoquimico, para detectar compuestos que afectan las tasas de crecimiento
de microorganismos en mezclas y matrices complejas, como los extractos de
plantas (Choma y Jesionek, 2015), se conoce como purificacidon guiada por
bioensayos (Schmourlo, Mendonca-Filho, Alviano y Costa, 2005). Esta
técnica tiene un gran nimero de ventajas ya que simplifica el proceso de
aislamiento e identificacion de compuestos antimicrobianos a partir de
extractos crudos, utiliza relativamente muy poca cantidad de muestra, lo cual
es ideal cuando se trabaja con extractos de plantas, ademas da una idea
precisa de la polaridad de los compuestos activos (Runyoro, Matee,
Ngassapa, Joseph y Mbwambo, 2006); es un ensayo practico, facil de
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realizar y es sumamente reproducible, una vez que se ha estandarizado la

técnica (Silva, Simas, Batista, Cardarelli y Tomassini, 2005).

Definicion Operacional de Términos

Agar: Es un polisacarido complejo proveniente de un alga marina que se
utiliza como agente para producir la solidificacion en los medios de cultivo
(Tortora, 2007).

Cepas: Las cepas son células genéticamente diferentes dentro de un clon,
es decir una poblacion de células derivadas de una Unica célula parental, que
en algunos casos en los cultivos puros de la misma especie no son idénticos
en todos los aspectos; estas suelen identificarse por nameros, letras, o

nombres que siguen al epitelio especifico (Tortora, 2007).

Cepas de referencia internacional: Las cepas de referencia internacional
son microorganismos conservados Yy distribuidos por colecciones de cultivo;
que se encuentran definidos como minimo a nivel de género y especie. Estos
se encuentran certificados para el control de calidad en microbiologia. Son
utilizados en disciplinas como la clinica, alimenticia, farmacéutica, cosmética,
ambiental, y principalmente en estudios para la determinacién de la actividad

antibacteriana (Koneman, 2008).

Etnobotanica: Es el campo cientifico que estudia las interrelaciones que se
establecen entre el hombre y las plantas, a traves del tiempo y en diferentes
ambientes. El desarrollo de la etnobotanica es estudiado por disciplina
cientificas tales como la propia botanica, sociologia, psicologia, antropologia,

ecologia e historia (Albornoz, 1992).
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Fitoguimica: Es la ciencia que se encarga del estudio de las sustancias
vegetales: extraccion, separacion, purificacién y elucidacién de estructuras

moleculares (Albornoz, 1998).

Tincion Gram: Es una prueba potente y rapida que nos permite diferenciar
dos clases de bacterias estas son: Bacterias grampositivas y los
gramnegativos. Las grampositivas se tifien de morado ya que el colorante se
queda atrapad en la capa gruesa de peptidoglucanos que rodea a la célula.
Las gramnegativas tienen una capa de petidoglucano mucho més delgada es
por ello que no retiene el violeta cristal y por esto las células se tifien con

safranina y las observamos rojas (Murray, 2009).
Operacionalizacion de las Variables

En este estudio por ser una investigacion de causa y efecto (confirmatoria),
las variables son de tipo independiente (cualitativa y discreta) y dependiente
(cuantitativa y continua), sus indicadores derivan de las bases tedricas (Tabla
1y 2). Este proceso de operacionalizacion de las variables asegura que las

metas propuestas en los objetivos puedan alcanzarse (Hurtado, 2010).
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Tabla 1. Operacionalizacion de la variable independiente: Caracterizacion
qguimica de las hojas y frutos de Phyllantus acidus.

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicion Conceptual
¢, Qué es?

Caracterizacion
guimica de las hojas
y frutos de
Phyllantus acidus.

Independiente
Cualitativa
Discreta

Metabolito secundario es aquel
que es propio de una especie,
se le conoce también como
producto quimico y en la
mayoria de los casos no tiene
utilidad aparente para el ser que
lo sintetiza (Marcano vy
Hasegawa, 2002).

4.Definicion
operacional 5.Dimensiones 6.Indicador
.,Como se mide?
Presencia y ausencia de: Aparicion de  turbidez o

Pruebas
cualitativas
preliminares

también conocidas
como Tamizaje
fitoquimico.

guimicas

Alcaloides: reacciones de
Dragendorff, Wagner y Mayer.

precipitados.

Esteroles y/o triterpenos: | Coloracion verde para esteroles;
Reaccion de Lieberman | o rojo para triterpenos.
Bouchard.

Saponinas: prueba de | Formacion de abundante
espuma. espuma, para saponinas.

Compuestos fendlicos:
tricloruro férrico.

con

Coloracion de azul a negro

Taninos: prueba de gelatina.

Un precipitado blanco indica

presencia de taninos.

Flavonoides: Reaccion de

Shinoda.

Coloracion naranja a rojo, para
flavonas; si es rojo flavonoles y
magenta flavononas.

Antraquinonas: con hidréxido
de amonio.

Quinonas: con &cido sulfarico
concentrado

Aparicion de una coloracion
roja.

Glicésidos cardiotonicos: | Coloracion purpura o violacea.
Ensayo de Kedde
. L La presencia de fluorescencia
Cumarinas: Hidroxido de pr
. azul-violeta.
amonio.
Sesquiterpenlactonas: con

Hidroximato férrico

Coloraciones roja, violeta o rosa

Fuente: Herrera,

Contreras y Pérez, 2020.
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Tabla 2. Operacionalizacion de la variable dependiente: Actividad
antibacteriana presente en las hojas y frutos del Phyllantus acidus.

3.Definicion
1.Variable 2.Tipo de variable Conceptual
. Qué es?
Actividad antibacteriana Dependiente Es la capacidad de
presente en las hojas y Cuantitativa ciertas sustancias de
frutos del Phyllantus Continua eliminar o inhibir el

acidus. crecimiento de agentes
bacterianos (Prats,
2007).
4.Definicion operacional 5.Dimensiones 6.Indicador

.,Como se mide?

La actividad
antibacteriana se puede
medir por:

- Método de difusion en
Disco (Kirby-Bauer).

Cepas grampositivas:

-Staphylococccus aureus
(ATCC 25923)
-Enterococcus faecalis
(ATCC 29212)

Cepas gramnegativas:
-Escherichia coli (ATCC
25922)

-Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853)
-Klebsiella
(ATCC 23357)

pneumoniae

Presencia o ausencia del
halo de inhibicién (mm)
frente a cepas
grampositivas y
gramnegativas.

Fuente: Herrera, Contreras y Pérez, 2020.
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HIPOTESIS

Estudios previos reportan la presencia de diversos metabolitos
secundarios biolégicamente activos en el género Phyllanthus (terpenos,
alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides) por lo cual es de esperar que
los extractos de hojas y frutos de Phyllanthus acidus posean actividad
antibacteriana frente a cepas grampositivas y gramnegativas de referencia

internacional.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

La investigacion en general responde a ciertos objetivos. De acuerdo a
cada uno de estos objetivos, es posible derivar un tipo particular de esta.
Para identificar el tipo de exporacién es importante conocer la relacién que
se quiere estudiar (Hurtado, 2010). En este caso la investigacion que se
estudia es de tipo confirmatoria. De tal modo en esta, se quiere confirmar la
relacion causa-efecto, respondiendo como causa la caracterizacion quimica
de las hojas y frutos del Phyllanthus acidus y como efecto la actividad

antibacteriana en cepas de referencia internacional.

Disefio de la Investigacion

La presente investigacion presenta un disefio de campo, debido a que
las hojas y frutos de Phyllanthus acidus se recolectaron en las zonas sector
Pao de Zérate, La Victoria, Municipio José Félix Rivas, Estado Aragua.
Ademas, es experimental, porque las hojas y frutos fueron trabajados en el
Laboratorio de Productos Naturales del Instituto de Investigaciones de la
Facultad de Farmacia y Bioandlisis, de la Universidad de Los Andes. El

disefio también es de tipo contemporaneo y transeccional, ya que los datos
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se obtuvieron en el presente y una sola vez. Finalmente es bivariable, ya que

el evento de estudio esta conformado por dos variables.

Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

La poblacion es el conjunto de elementos, de los cuales se quiere conocer
0 investigar algunas de sus caracteristicas. La muestra es un subconjunto
representativo de un universo o poblacién (Arias, 2006). La unidad de

investigacion es la especie en estudio Phyllanthus acidus L.

Seleccion del Tamano de la Muestra

La “n” muestral esta representada por las hojas y frutos de la
especie en estudio Phyllanthus acidus L. El tipo de muestra utilizada es no
probabilistica, respecto a que la eleccion de los elementos no depende de la
probabilidad, sino de causas relacionadas con las caracteristicas de la
investigacion o de quien hace la muestra. Aqui el procedimiento no es
mecanico ni con base en férmulas de probabilidad, sino que depende del
proceso de toma de decisiones de un investigador o de un grupo de
investigadores y desde luego, las muestras seleccionadas obedecen a otros

criterios de investigacion (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010).
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Sistema de Variables

Las variables de esta investigacion fueron sistematizadas en
dependiente, la cual esta representada por la actividad antibacteriana y
depende de los metabolitos secundarios presentes en los extractos
obtenidos a partir de la especie en estudio; y la variable independiente que
corresponde a la caracterizacion quimica de los extractos de hojas y frutos
de Phyllanthus acidus L.

Instrumento de Recoleccion de Datos

Son los recursos de los cuales se puede valer el investigador para
acercarse a los fenbmenos de su evento de estudio. En esta investigacion se
empled el uso de tablas que permitieron clasificar ambas variables de
estudio, y ademas poder llevar cabo la observacién directa la cual permitié
identificar los metabolitos secundarios presentes en las hojas y frutos del
Phyllanthus acidus L., asi como la presencia de los halos de inhibicion en las
pruebas de susceptibilidad pudiendo clasificar a los microorganismos como

sensibles o resistentes, frente a los extractos obtenidos de las hojas y frutos.

Procedimientos de la Investigacién

Recolecciéon de la planta y preparacion del material vegetal: La
planta se recolecto sector Pao de Zarate, La Victoria, Municipio José Félix

Rivas, del Estado Aragua, fue identificada botanicamente en el herbario
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M.E.R.F. “Dr. Luis Ruiz Teran” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la

Universidad de Los Andes, por el Ingeniero Forestal Juan Carmona.

Obtencidén de los Extractos: se utilizaron las hojas y los frutos por
separados, posteriormente se cortaron en trozos pequefios, colocados en la
estufa a 40 °C hasta completa sequedad; luego fueron molidos y se obtuvo
390 g (hojas) y 370 g (frutos) de material vegetal seco y molido. Para llevar a
cabo el proceso de extraccion de los componentes de la planta, se pesaron
aproximadamente 200 g de hojas (secas y molidas) y frutos (secos y
molidos) y se emple6 la maceraciéon usando metanol como solvente de

extraccion, hasta agotamiento del material vegetal.

Transcurrido el tiempo de la maceracion se filtraron los liquidos con
papel de filtro, estos se concentraron por separado hasta sequedad
utilizando el equipo rota-vapor a presion reducida y temperatura controlada
no mayor a 45 °C. Finalmente, los extractos debidamente identificados se
colocaron en frascos de color ambar, y se llevaron a secar en la estufa a 40
°C hasta alcanzar peso constante, obteniendo 77,70 g y 62,45 g para los

extractos metanolicos de las hojas y frutos, respectivamente (Figura 18).

Obtencion de las fracciones: seguidamente se prepararon dos
columnas de cromatografia en columna al vacio para cada uno de los
extractos metanolicos obtenidos de las hojas y frutos, utilizando solventes de
polaridad creciente (hexano, diclorometano y metanol; 500 mL c/u) para
obtener las siguientes fracciones: 0,71 g de hexano, 5,43 g de diclorometano
y 29,25 g de metanol respectivamente de la columna con el extracto de las

hojas; por otra parte, de los frutos se obtuvo 1,17 g de hexano, 2,35 g de
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diclorometano y 21,39 g de metanol; las soluciones provenientes de cada
separacion se concentraron hasta sequedad en el rotavapor a presion
reducida y temperatura controlada no mayor a 45 °C (Figura 19).

Figura 19. Procedimiento para la extraccion y fraccionamiento de hojas y
frutos de Phyllanthus acidus.

Material vegetal seco Las soluciones Bl Concentracion
y molido200 g de Maceracion provenientes de usando Rota-
hojas y frutos con Metanol cada maceracion | evaporador

: se filtraron |
respectivamente

Columna al vacio

Se concentraron
traro Hexano,

hasta sequedad Las fracciones
para la :I;‘tencién provenientes de Diclorometanoy

cada separacion, Metanol (500 mL de
gelos =0 se filtraron cada fraccion)

Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.

Andlisis Fitoguimico: Una vez obtenidos los extractos secos se procedio a
realizar el tamizaje fitoquimico que busca caracterizar de manera cualitativa
los componentes y se evaluaron de la siguiente manera (Esquema 1)
(Dominguez, 1979; Rivas, Oranday y Verde, 2016):
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Alcaloides: En este ensayo se utilizaron los reactivos de: Mayer,
Wagner y Dragendorff. En tres tubos se disolvieron de 1-2 mg de la
muestra del extracto etandlico en 5 mL de &cido clorhidrico (HCI) al 10
%, se llevé a calentamiento en bafio de Maria por quince minutos, se
dejé enfriar y luego se filtr6 la muestra. Posteriormente se dividio el
fitrado (1,0 mL) en 3 tubos de ensayo identificados para cada
reactivo. Seguidamente se adicionaron a el respectivo tubo 2 a 3
gotas de sales de metales pesados como el ioduro de potasio
(reactivo de Dragendorff), el ioduro de potasio y mercurio (reactivo de
Mayer) y la sal del reactivo de Wagner, formandose precipitados de
color naranja, blanco y rojo pardo respectivamente; lo que permitio
detectar la presencia de alcaloides béasicos.

Esteroles y Triterpenos: Se realiz6 mediante la prueba de Lieberman
Bouchard. Se disolvi6 una porcién del extracto con diclorometano,
luego se mezcl6 con 0,5 mL de anhidrido acético y se adiciono
cuidadosamente por la pared del tubo, dos gotas de acido sulftrico
concentrado. Se observo los cambios de coloracion, la aparicion de un
color verde, se consider6 como prueba positiva para esteroles y un
color rojo positivo para triterpenos.

Compuestos Fendlicos: Prueba de cloruro férrico (FeCls): se disolvié
la muestra (1-2 mg) en 1 mL de etanol afadiendo unas gotas de
cloruro férrico al 5 %, la coloracion verde azul o negra indico la
positividad de la prueba.

Flavonoides: Prueba de Shinoda: se disolvieron 1-2 mg de la muestra
en 1 mL de etanol se disolvid y luego se adicionaron virutas de
magnesio y luego unas gotas de HCI concentrado; si se obtiene una

coloracién roja indica la presencia de auronas o chalconas. En
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cambio, si se forma una coloracion naranja a rojo, indica la presencia
de flavonas; si es rojo flavonoles y si es magenta flavononas.

Taninos: Ensayo de la gelatina: permitié reconocer la presencia de
taninos en el extracto etandlico, se tom6 1-2 mg de la muestra y se
disolvié en 2 mL de solucién de gelatina. Se observo la presencia del
precipitado blanco que indica la positividad de la prueba.
Antraquinonas: Se disolvié la muestra (1-2 mg) en 1 mL de etanol,
seguidamente se agregaron gotas de hidréxido de amonio
concentrado, la presencia de coloracién roja indico la positividad de la
prueba.

Quinonas: Se agregd 1 gota de acido sulfarico concentrado a otra
porcion del extracto que se ha colocado en una capsula de porcelana.
La formacién de una coloracion roja indica la presencia de quinonas.
Cumarinas: Se disolvioé la muestra (1-2 mg) en 1 mL de etanol se
agregaron unas gotas de hidroxido de amonio concentrado se
exponen el tubo a la lampara de luz ultravioleta (UV) a 365 nm, la
presencia de fluorescencia azul indico la positividad de la misma.
Saponinas: En un tubo de ensayo colocar una porcién del extracto y
1-2 mL de agua, agitar vigorosamente durante un minuto y tomar la
altura de la espuma, en caso de que se presentara. Si se forma
abundante espuma, estable aproximadamente 5 minutos es prueba
presuntiva de la presencia de saponinas en la muestra.

Glucosidos cardioténicos: Ensayo de Kedde: permitié reconocer en
el extracto etanolico la presencia de glucosidos cardiotonicos. Una
alicuota del extracto en etanol se mezclo con 1 mL de reactivo y se
dej6 reposar de 5 a 10 minutos. La positividad de la prueba se

consider6 con la presencia de una coloracién violacea.
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e Sesquiterpenlactonas: Se agreg6é una porcion del extracto a una
capsula de porcelana o en tubo de ensayo disolver una porcién del
extracto en etanol o diclorometano, luego se le adicionan una gota de
hidroxido de potasio 2 N en metanol. Calentar la mezcla a ebullicion
de 1 a 2 minutos, enfriar y llevar a pH de 1 con acido clorhidrico 0,5 N.
Se adicion6 una gota de cloruro férrico 1 %. Las coloraciones roja,
violeta o rosa indican que la prueba es positiva para este metabolito.

Esquema 1. Procedimiento empleado para la caracterizacion cualitativa de
los metabolitos secundarios de los extractos y fracciones de Phyllantus
acidus L.

Fecoleccidn vy preparacidn del material
vegetal

v

Obtencidn de los extractos metandlicos (hojas y
frutos) mediante maceracian

|

Fraccionamiento de los extractos metandlicos en

columna de cromatografia al wacio con solventes

de polaridad creciente; hexano, diclorometano y
metanol

v

Concentracidn de las fraccionas en el rota-
evaporador

}

Caracterizacion fitoquimica a través de pruebas
quimicas cualitativas de los extractos vy fracciones
obtenidas de las hojas y frutos Phyllanthus acidus

Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.
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Determinacion de la actividad antibacteriana: la técnica se baso en el
método originalmente descrito por Bauer y cols., 1966 (método de Kirby-
Bauer). Esta prueba se desarroll6 en el Laboratorio de Actinomicetos del
Instituto de Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes (ULA), bajo la asesoria de la Prof. Maria Eugenia
Lucena, donde se evaluo la técnica de difusion en disco.

e Preparaciéon de las muestras: los extractos metandlicos de las hojas
y frutos de P. acidus y las tres fracciones obtenidas de cada extracto
(hexano, diclorometano y metanol) fueron evaluadas inicialmente en
concentraciones de 100 mg/mL.

e Bacterias utilizadas: Para este estudio se seleccionaron cinco
especies de cepas bacterias: dos especies pertenecen a las bacterias
grampositivas y tres pertenecientes a las bacterias gramnegativas de
referencia internacional de la Coleccién de Cultivos Tipo Americano
(ATCC), estas bacterias fueron obtenidas del cepario del Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes a cargo de la Licenciada Maria Eugenia
Nieves (Tabla 3).

Tabla 3. Cepas de referencia internacional de la Coleccion de Cultivos Tipo
Americano (ATCC).

Bacterias grampositivas (ATCC) Bacterias gramnegativas (ATCC)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Escherichia coli ATCC 25922
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Klebsiella pneumoniae ATCC 23357

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.
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Método de difusion de discos en agar

Preparacion de placas: En las placas de Petri se adicion6
aproximadamente 10 mL del medio de cultivo Agar Mueller Hinton

(Merck ®) estéril, dejandose solidificar a temperatura ambiente.

Preparacion de pre-indculos bacterianos: Las cepas a ensayar se
incuban en agar Mueller Hinton a 37 °C por 16 a 18 horas antes de
hacer el ensayo microbiano, ya que es en ese tiempo donde las
bacterias adquieren los nutrientes necesarios para su crecimiento,
especificamente cuando alcanzan su fase exponencial o de

multiplicacion en la curva de crecimiento bacteriano (Anon, 2003).

Preparaciéon de los inoculos bacterianos: Una vez que se
obtuvieron las cepas bacterianas frescas y purificadas, se preparo el
inéculo bacteriano con la ayuda de un asa estéril, tomandose de esta
manera una pequefia cantidad de colonias para luego ser
suspendidas en tubos 13x100 previamente estéril que contenian 5mL
de una soluciéon de Cloruro de Sodio (NaCl) al 0,85 % hasta que
alcanzé una turbidez equivalente al patron de Mac Farlan (1088
UFC/mL).

Inoculaciéon de las placas: Al tener preparada las placas, se
inocularon en forma homogénea en la superficie de cada una de ellas
con cada uno de los inéculos bacterianos previamente preparados en
solucion de NaCl al 0,85 % (bacterias en estudio), utilizando para ello

un hisopo de algodon estéril.
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Preparacion de los discos: Se utilizaron discos de papel filtro
Whatmann N° 1 de 6 mm de diametro para realizar la actividad
antibacteriana, los cuales se esterilizaron bajo luz ultravioleta (LUV),

durante toda una noche.

Colocacion de los discos impregnhados: En las placas de Petri con
Agar Mueller Hinton previamente inoculados con cada cepa en
estudio, se colocaron los discos impregnados con 10 microlitros (uL)
de cada una de las diluciones a una concentracion de 100 mg/mL de
los extractos y fracciones a ensayar, ademas de los discos de
antibioticos comerciales como control positivo con el fin de medir la
sensibilidad de los microorganismos a estudiar (Tabla 4) y como
control negativo discos impregnados con 10 pL del solvente dimetil
sulfoxido (DMSO); wusando una pinza metalica previamente

esterilizada.

Pre-incubacion e incubacién de las placas: Después de haber
colocado los discos en las placas con Agar Mdieller Hinton
previamente indculadas, estas se dejaron en la nevera a temperatura
de 4 °C aproximadamente durante 30 min (pre-incubacion), con la
finalidad de que los discos impregnados con sus diferentes muestras
difundieran a través del Agar, para luego llevarlas a la estufa durante
24 h a temperatura de 37 °C en posicion invertida en atmosfera

aerdbica (incubacién).
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Tabla 4. Antibiéticos empleados como control positivo para el estudio de la
actividad antibacteriana.

Antibiéticos comerciales
E (15 ug) AMP (10 ug)  PIP (100 ug)

Bacterias (ATCC
( ) CLSI CE CLSI CE CLSI CE

Staphylococcus aureus =223 32 - - - -
ATCC 25923

Enterococcus faecalis - - =17 32 - -
ATCC 29212

Escherichia coli ATCC - - - - =21 27
25922
Klebsiella pneumoneae - - - - =21 27
ATCC 23357

Pseudomonas aeruginosa - - - - > 21 27
ATCC 27853

Leyenda: E: Eritromicina ®. AMP: Ampicilina ®. PIP: Piperacilina ®. CLSI: Lectura
de los halos de inhibicion recomendados por el Instituto de Estandares de
Laboratorio Clinicos. CE: Cepas ensayadas (lectura de los halos de la inhibicion de
los antibiéticos realizados en el laboratorio frente a cepas ATCC), mm: milimetros.

Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.

e Lectura de las placas: Luego de ser incubadas cada una de las
placas por un lapso de tiempo de 24 h estas fueron revisadas para
realizar la lectura de las mismas con una regla milimétrica. Donde se
consideré un resultado positivo o sensible (presencia de actividad
antibacteriana) cuando se observé un halo de inhibicién alrededor del
disco, y se tomé como resultado negativo o resistente (sin actividad
antibacteriana) la ausencia de dicho halo. El diamétro de la zona de
inhibicion producto de la actividad antibacteriana de las muestras en

estudio se expresé en milimetros (mm) ver Esquema 2.
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Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM): Se
determind la CIM de los extractos y fracciones en estudio, solo para
los microorganismos que mostraron actividad antibacteriana a 100
mg/mL, para ello se realizaron diluciones que variaron entre las

siguientes concentraciones: 50-12,5 mg/mL.
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Esquema 2. Procedimiento para determinar la actividad antibacteriana de
los extractos de Phyllanthus acidus por el método de difusidbn en agar
mediante la técnica de disco (Kirby-Bauer).

Determinacion de la actividad antibacteriana a cepas
bacterianas grampositivas y gramnegativas ATCC

!

Cultivo del preindculo bacteriano en las placas con el
agar MdGeller Hinton

'

Preparacion del inéculo bacteriano en las placas de agar
Mueller Hinton (ajustado al patron 0,5 de McFarland)

v

Colocacion de los discos discos (diametro de 6 mm)
impregnados con 10 pL de cada una de las diluciones a
concentracciones desde 100 mg/mL en el agar

v

Pre-incubacion a 4 °C (nevera) durante 30 min, obtenidos y
luego Incubacion a temperatura de 37 °C por 24 h en posicién
invertida en atmésfera aerdbica (incubacion) a 37°C por 24

\

Lectura de los halos de inhibicién, las muestras que dieron
actividad se les determiné la CIM entre 50 a 12,5 mg/mL

Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.
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Disefio de Analisis

Existen dos tipos de enfoques de investigacion: cualitativo y
cuantitativo. En esta investigacion el analisis de los datos sera realizado a
través de un enfoque tanto cuantitativo, como cualitativo. Al respecto, Pallela
y Martins (2004) refirieron que el enfoque cuantitativo se basa en la
expresion numérica de los datos y el andlisis realizado a través de
operaciones matematicas, este enfoque esta representado por el diametro en
milimetros (mm) de los halos de inhibicion registrados en las pruebas de
susceptibilidad. Mientras que el enfoque cualitativo no se basa en
mediciones ni expresiones numéricas, sino en caracteristicas de la unidad de
investigacion, y estara representado por las caracteristicas quimicas
observadas en las pruebas preliminares de identificacion, que se llevan a

cabo en el tamizaje fitoquimico.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Las hojas y frutos de Phyllanthus acidus fueron sometidas a un proceso
de maceracion con metanol obteniéndose asi dos extractos metandlicos de
77,70 g de hojas y 62,45 g de los frutos, con un porcentaje de rendimiento de
38,85 % y 31,23 %, respectivamente. Posteriormente cada extracto fue
fraccionado mediante columnas de cromatografia al vacio utilizando
solventes de polaridad creciente (hexano, diclorometano y metanol)
obteniéndos asi seis (6) fracciones cuyos pesos y rendimientos se presentan

en la Tabla 5.

Tabla 5. Fracciones obtenidas por la cromatografia de columna al vacio de

los extractos metandlicos de hojas y frutos de Phyllanthus acidus.

Extractos Fracciones (g) (% de rendimiento)
metanolicos Hexano Diclorometano Metanol
Hojas 0,729(0,91%) 5,439(6,98%) 29,25( (37,64 %)
Frutos 1,179 (1,87 %) 2,359 (3,76 %) 21,39 g (34,25 %)

Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.

Andlisis Fitoquimico
Los extractos y fracciones obtenidas de Phyllanthus acidus fueron

sometidos a las distintas pruebas quimicas preestablecidas para conocer los
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metabolitos secundarios presentes en estos; y por fendmenos quimicos de
reaccion como cambios de color, formacion de precipitados, produccion de
espuma y fluorescencia por exposicion a la luz UV, indicaron la presencia o

ausencia de dichos compuestos en la especie en estudio.

Analisis fitoquimico de las de hojas de Phyllanthus acidus

Las pruebas cualitativas demostraron que el extracto metandlico de
las hojas de Phyllanthus acidus posee triterpenos y esteroles, siendo estos
ultimos los mas abundantes, esto se reflejé debido a la aparicion de un anillo
de color verde inteso caracteristico. Por otra parte, los compuestos fenélicos
y flavonoides fueron reconocidos en este extracto, evidenciandose su
presencia por la formacion de un color azul inteso que pasa rapidamente a
negro y determina la presencia de fenoles, y un color naranja caracteristico
que indica que los flavonoides estan presentes. De igual modo, los alcaloides
también fueron observados debido a la aparicion de un precipitado
caracteristico, pero solo con el reactivo de Dragendorff fue muy evidente su
abundancia; finalmente, se muestra la positividad de los taninos al precipitar
las proteinas de la solucién de gelatina. Por el contrario, los compuestos
como cumarinas, antraquinonas, quinonas y saponinas, Se encuentran

ausentes en este extracto madre (Tabla 6; Figura 20).

Con respecto a los resultados presentados en las fracciones
conseguidas de la separacion cromatogréafica del extracto metandlico de las
hojas; nos indica que los triterpenos y esteroles se mantuvieron presentes en
abundancia en las tres fracciones de las hojas (hexano, diclorometano y
metanol), dando un anillo de color verde intenso corroborando asi la
presencia de esteroles en ellas, asi mismo se confirm6 en la fraccién

metandlica la presencia de compuestos fendlicos y en la de diclorometano
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los flavonoides. También, se revel6 que los alcaloides se encontraban solo
en las fracciones de hexano y metanol. Finalmente se ratificd la ausencia en
las fracciones analizadas de los compuestos tipo cumarinas, antraquinonas,

quinonas y saponinas (Tabla 6; Figura 20).

Tabla 6. Resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos y

fracciones obtenidos de las hojas de Phyllanthus acidus.

Prueba quimica Extract'o Fraccién . Fraccién Fraccién
Metandlico Hexano Diclorometano Metanol
Triterpenos y ++ ++ ++ ++
esteroles (verde) (verde) (verde) (verde)
Comp'u_estos — ND ND r
fendlicos
Flavonoides
Shinoda ++ ND - -
NaOH 10 % ++ -
Alcaloides
Dragendorff +++
+ - +
Mayer
Wagner + + - +
+ + - +
Taninos + ND ND -
Cumarinas - - - -
Antraquinonas - - - -
Quinonas - - - -
Saponinas - ND ND -

Leyenda: Negativo: (-), Positivo: (+), Abundante: (+++), Moderado: (++), No
Determinado: ND.
Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.
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Figura 20. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacion fitoquimica
de los extractos y fracciones de las hojas de Phyllanthus acidus.

Alcaloides
Extracto Metanélico de Hojas (H1) Ampliacion de ilustracién de la prueba de
Prueba: Reactivos de Dragendorff (D), alcaloides del Extracto Metandlico de
Wagner (W) y Mayer (M). hojas (H1).
P '
Fraccion Hexano Hojas (H2) Fraccién Diclorometano Hojas (H3)
Prueba: Reactivos de Dragendorff (D), Prueba: Reactivos de Dragendorff (D),

Wagner (W) y Mayer (M). Wagner (W) y Mayer (M).

Fraccién Metanol Hojas (H4)
Prueba: Reactivos de Dragendorff (D), Wagner (W) y Mayer (M).

Reporte: Positivo con la formaciéon de precipitados color naranja para reactivos de
Dragendorff (D) y Wagner (W), con Mayer (M) se observa un precipitado blanco.
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Figura 20. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacion fitoquimica
de los extractos y fracciones de las hojas de Phyllanthus acidus.
(Continuacion)

Triterpenos/Esteroles Taninos

Extracto Metanélico de Hojas (H1), Control Positivo (CP), Extracto
Fraccion Hexano Hojas (H2), Fraccién Metandlico de Hojas (H1) y Fraccion
Diclorometano Hojas (H3) y Fraccién Metanol Hojas (H4)

Metanol Hojas (H4). Prueba: Ensayo de gelatina
Prueba: Liebermann-Burchard. Reporte: precipitado en el extracto
Reporte: positivo para esteroles (anillo metandlico (H1).
verde)
Saponinas Compuestos Fenolicos

Extracto Metanélico de Hojas (H1) y Extracto Metandlico de Hojas (H1) y
Fraccion Metanol Hojas (H4) Fraccion Metanol Hojas (H4)
Prueba: prueba de espuma. Prueba: Tricloruro Férrico (FeCly).
Reporte: negativo para los extractos Reporte: positivo formacion de coloracién
ensayados. verde oscura o negra.
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Figura 20. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacion fitoquimica

de
(Continuacién)

los extractos y fracciones de

las hojas de Phyllanthus acidus.

Cumarinas

Control Positivo (CP), Extracto Metanélico de Hojas (H1) y Fraccién Metanol Hojas
(H4). Prueba: Fluorescencia con NH4OH. Reporte: negativo para los extractos analizados.

Flavonoides
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Extracto Metandlico de Hojas (H1),
Fraccion Hexano Hojas (H2), Fraccién
Diclorometano Hojas (H3) y Fraccion
Metanol Hojas (H4).

Prueba: Ensayo de Shinoda.

Reporte:  positivo para el extracto
metandlico con la presencia de un color
rojo/naranja.

Extracto Metanélico de Hojas (H1),
Fraccion Hexano Hojas (H2), Fraccion
Diclorometano Hojas (H3) y Fraccion
Metanol Hojas (H4).

Prueba: Hidroxido de sodio (NaOH) al 10 %.
Reporte:  Positivo para el extracto
metandlico con la presencia de un color
naranja.

Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.

100



Analisis fitoquimico de los frutos de Phyllanthus acidus

Las pruebas fitoquimicas preliminares se realizaron al extracto
metandlico de los frutos donde se pudo observar la presencia de esteroles,
compuestos fenolicos y flavonoides en cantidad moderada, en la misma
forma se evidenciéo que dicho extracto posee alcaloides, pero en menor
cantidad en comparacion con el extracto de las hojas; adicionalmente, se
determind la ausencia de taninos, cumarinas, antraquinonas, quinonas y

saponinas (Tabla 7; Figura 21).

Con respecto a los resultados de las fracciones analizadas de los
frutos se confirmoé que todas poseen esteroles, en el caso de los flavonoides
y alcaloides se encuentran solo en las fracciones de diclorometano y
metanol. Al igual que en el extracto metandlico se determiné la ausencia de
compuestos fendlicos, taninos, cumarinas, antraquinonas, quinonas Yy

saponinas (Tabla 7; Figura 21).
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Tabla 7. Resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos y

fracciones obtenidos de los frutos de Phyllanthus acidus.

o Extracto ]
Prueba quimica Hexano Diclorometano Metanol
Madre
Triterpenos y
++ (verde) ++ (verde) ++ (verde) ++ (verde)
esteroles
Compuestos
. + ND ND -
fenolicos
Flavonoides
Shinoda ++ ND + +
NaOH 10 % ++ + +
Alcaloides
Dragendorff + - + +
Mayer + - + +
Wagner
+ - + +
Taninos - ND ND -
Cumarinas - - - -
Antraquinonas - - - -
Quinonas - - - -
Saponinas - ND ND -

Leyenda: Negativo: (-), Positivo: (+), Abundante: (+++), Moderado: (++), No
Determinado: ND.

Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.
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Figura 21. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacion fitoquimica
de los extractos y fracciones de los frutos de Phyllanthus acidus.

Alcaloides

Extracto Metanélico de Frutos (F1) Fraccién Hexano Frutos (F2)
Prueba: Reactivos de Dragendorff (D), Prueba: Reactivos de Dragendorff (D),
Wagner

Fraccion Diclorometano Frutos (F3) Fraccién Metanol Frutos (F3)
Prueba: Reactivos de Dragendorff (D), Prueba: Reactivos de Dragendorff (D),
Wagner (W) y Mayer (M). Wagner (W) y Mayer (M).

Reporte: positivo con la formaciéon de precipitados color naranja para reactivos de
Dragendorff (D) y Wagner (W), con Mayer (M) se observa un precipitado blanco.
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Figura 21. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacion fitoquimica

de
(Continuacion)

los extractos y fracciones de

las hojas de Phyllanthus acidus.

Triterpenos/Esteroles

Taninos

Extracto Metanolico de Frutos (F1),
Fraccion Hexano Frutos (F2), Fraccion
Diclorometano Frutos (F3) y Fraccion
Metanol Frutos (F4).

Prueba: Liebermann-Burchard.

Reporte: positivo para esteroles (anillo
verde).

Control Positivo (cP), Extracto
Metanolico de Frutos (F1) y Fraccion
Metanol Frutos (F4)
Prueba: Ensayo de gelatina
Reporte: negativo la
precipitado.

formacién  del

Saponinas

Compuestos Fendlicos

Extracto Metandlico de Frutos (F1) y
Fraccion Metanol Frutos (F4)
Prueba: formacion de espuma.
Reporte: negativo para los
ensayados.

extractos

Extracto Metandlico de Frutos (F1) y
Fraccion Metanol Frutos (F4)

Prueba: Tricloruro Férrico (FeCly).

Reporte: positivo por la formacién de una
coloracion verde oscura o negra solo en F1.
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Figura 21. Reporte de resultados ilustrados de la caracterizacion fitoquimica

de
(Continuacion)

los extractos y fracciomes de las hojas de Phyllanthus acidus.

Cumarinas

Control Positivo (CP), Extracto Metandlico de Frutos (F1) y Fraccion Metanol Frutos
(F4). Prueba: Fluorescencia con NH4sOH. Reporte: negativo para los extractos analizados.

Flavonoides

Extracto Metandélico de Frutos (F1),
Fraccion Hexano Frutos (F2), Fraccion
Diclorometano Frutos (F3) y Fraccion
Metanol Frutos (F4).

Prueba: Ensayo de Shinoda.

Reporte:  positivo para el extracto
metandlico, fracciones de diclorometano y
metanol presencia de un color rojo/naranja.

Extracto Metandlico de Frutos (F1),
Fraccion Hexano Frutos (F2), Fraccion
Diclorometano Frutos (F3) y Fraccion
Metanol Frutos (F4).

Prueba: Hidroxido de sodio (NaOH) al 10 %.
Reporte: positivo para el extracto
metandlico, fracciones de diclorometano y
metanol presencia de un color rojo/naranja

Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.
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Actividad antibacteriana

Se determiné a través del método de difusidén en disco en agar (Kirby-
Bauer), en los dos extractos metandlicos de hojas y frutos, ademas de las
tres fracciones obtenidas de cada extracto (fracciones de hexano,
diclorometano y metanol); con concentraciones madres de 100 mg/mL de
solucion, asi mismo, se comprobd la CIM de los extractos y fracciones
obtenidos, solo para los microorganismos que mostraron actividad
antibacteriana, para ello se realizaron las siguientes diluciones: 50-12,5
mg/mL (Tabla 8 y 9, Figura 22), frentes a las diferentes cepas ATCC:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357.
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Tabla 8. Resultados obtenidos para la determinacion de la actividad
antibacteriana de los extractos y fracciones de las hojas de Phyllanthus
acidus.

Bacterias ATCC

Muestras [] S.aureus E.faecalis E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae
ensayadas (mg/mL) ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
25923 29212 25922 27853 23357
100 10 mm 10 mm - 8 mm 8 mm
90 9 mm 10 mm - 7 mm 7 mm
80 8 mm 9 mm - - -
H1l 70 8 mm 9mm - - -
60 7 mm - - - -
50 5mm - - - -
40 - - - - -
100 10 mm 11 mm 10 mm 8 mm -
90 10 mm 10 mm 8 mm - -
80 8 mm 10 mm 7 mm - -
H2 70 8 mm 9 mm 7 mm - -
60 7 mm 8 mm 7 mm - -
50 - 8 mm 7 mm - -
40 - - 6 mm - -
100 - - - - -
90 - - - - -
80 - - - - -
H3 70 - - - - -
60 - - - - -
50 - - - - -
40 - - - - -
100 - - 10 mm - -
90 - - 9 mm - -
80 - - 9 mm - -
70 - - 8 mm - -
H4 60 - - 7 mm - -
50 - - 7 mm - -
50 - - 7 mm - -
12,5 - - 6 mm - -
DMSO (C-) o 0mm 0mm 0 mm 0mm 0mm

Leyenda: H1: Extracto Metandlico de Hojas, H2: Fraccion Hexano Hojas, H3: Fraccion
Diclorometano Hojas, H4: Fraccién Metanol Hojas, mm: Milimetros. DMSO: dimetil sulféxido,
C-: Control negativo. Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.
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Tabla 9. Resultados obtenidos para la determinacion de la actividad
antibacteriana de los extractos y fracciones de los frutos de Phyllanthus
acidus.

Bacterias ATCC

Muestras [] S.aureus E.faecalis E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae
ensayadas (mg/mL) ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
25923 29212 25922 27853 23357
100 - - 10 mm 9 mm 7 mm
90 - - 10 mm 9 mm -
80 - - 10 mm 9 mm -
F1 70 - - 10 mm 9 mm -
60 - - 10 mm 9 mm -
50 - - 10 mm 8 mm -
40 - - - 8 mm -
25 7mm
100 - - - - -
90 - - - - -
80 - - - - -
F2 70 - - - - -
60 - - - - -
50 - - - - -
40 - - - - -
100 11 mm - 9 mm 8 mm 10 mm
90 10 mm - 9 mm 7 mm 7 mm
80 9 mm - 8 mm - -
F3 70 9 mm - 7 mm - -
60 9 mm - 7 mm - -
50 9 mm - 7 mm - -
40 8 mm - 6 mm - -
100 9 mm 9mm 10 mm - -
90 8 mm - 11 mm - -
80 - - - - -
70 - - - - -
F4 50 - - - - -
50 - - - - -
50 - - - - -
12,5 - - - - -
DMSO (C-) o 0mm 0mm 0 mm 0mm 0mm

Leyenda: F1: Extracto Metandlico de Frutos, F2: Fraccion Hexano Frutos, F3: Fraccion
Diclorometano Frutos, F4: Fracciéon Metanol Frutos, mm: Milimetros. DMSO: dimetil
sulféxido, C-: Control negativo. Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.
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Figura 22. Reporte de resultados ilustrados de la actividad antibacteriana de
los extractos y fracciones de las hojas y frutos de Phyllanthus acidus

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Leyenda: Extracto metandlico de Hojas (1), Fraccibn Hexano Hojas (2), Fraccion
Diclorometano Hojas (3), Fraccién Metandlica Hojas (4), Extracto metandlico de frutos (5),
Fraccibn Hexano Frutos (6), Fraccion Diclorometano Frutos (7) y Fraccion Metandlica
Frutos (8). Concentracién de todas las muestras 100 mg/mL.
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Figura 22. Reporte de resultados ilustrados de la actividad antibacteriana de
los extractos y fracciones de las hojas y frutos de Phyllanthus acidus
(Continuacion).

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Leyenda: Extracto metandlico de Hojas (1), Fraccion Hexano Hojas (2), Fraccion
Diclorometano Hojas (3), Fraccion Metandlica Hojas (4), Extracto metandlico de Frutos (5),
Fraccion Hexano Frutos (6), Fraccién Diclorometano Frutos (7) y Fraccion Metandlica
Frutos (8). Concentracion de todas las muestras 100 mg/mL.

Elaborado por Herrera, Contreras y Pérez, 2020.
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Discusiones

Andlisis Fitoquimico

En la presente investigacion se obtuvieron los extractos metandlicos

de las hojas y frutos de Phyllanthus acidus, posteriormente se efectué un

fraccionamiento mediante cromatografia al vacio utilizando solventes en

polaridad creciente (hexano, diclorometano y metanol), luego se realizaron

las pruebas quimicas cualitativas que demostraron la presencia de algunos

metabolitos secundarios como esteroles, alcaloides, compuestos fendlicos y

flavonoides en los extractos y fracciones de las hojas y frutos analizados,

COMO Se menciona a continuacion:

En el extracto metandlico de las hojas P. acidus se evidencio la
presencia de esteroles, alcaloides, compuestos fendlicos,
flavonoides y taninos, mientras que la fraccion de hexano
present6 alcaloides y esteroles, la de diclorometano esteroles y
flavonoides y la de metanol esteroles, compuestos fendlicos y
alcaloides. En relacién con estos resultados, se corrobor6 la
separacion de los compuestos de acuerdo a la polaridad, ya
gue en la fraccion de hexano estan los compuestos apolares,
en los de diclorometano los de polaridad intermedia y en la de
metanol los méas polares. Adicionalmente, se observo la
ausencia de taninos en las fracciones analizadas,
probablemente quedaron retenidos en la silica gel cuando se
realizo la separacion del extracto metandlico por cromatografia

al vacio.
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e En el extracto metandlico de los frutos de P. acidus se
comprobd la presencia de esteroles, alcaloides, compuestos
fendlicos, y flavonoides. De igual modo, la fraccion de hexano
presentd esteroles y las fracciones de diclorometano y metanol

esteroles, flavonoides y alcaloides.

e En los extractos y fracciones analizadas de hojas y frutos de P.
acidus se demostrdo la ausencia de cumarinas, quinonas,
antraguinonas y saponinas, ya que las pruebas realizadas para

la determinacién de estos metabolitos fueron negativas.

En relacion con los resultados obtenidos sobre la composicion quimica
de las hojas y frutos de P. acidus, investigaciones previas sobre los frutos de
esta planta, reportan la presencia de esteroles, carbohidratos y glucésidos en
el extracto de éter de petrdleo (Habib, Sayeed, Rahman, Mannan, Hasan y
Saha, 2011) y de saponinas, alcaloides, taninos y flavonoides en el extracto
de cloroformo (Habib y col., 2011). De igual modo, Rhaman y cols (2011),
confirmaron que el extracto metanodlico de los frutos de P. acidus contiene
glicésidos, taninos, flavonoides y resinas. Asimismo, Kumari, Rao, Chawhan
y Rachel (2014), analizaron los extractos de éter de petréleo, acetona, etanol
y agua logrando identificar cualitativamente taninos, flavonoides, terpenos,
esteroles, saponinas y glicésidos cardiacos en todos los extractos, los
alcaloides estuvieron presentes solo en los extractos de acetona y etanol.
Dichos estudios coinciden con el analisis fitoquimico realizado en la presente
investigacibn ya que se detectaron esteroles, flavonoides, alcaloides vy
compuestos fendlicos en el extracto metandélico y en las fracciones de
hexano, diclorometano y metanol de los frutos de P. acidus, estos resultados

difieren de los obtenidos previamente por diversos investigadores en el
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sentido que la presencia de taninos y saponinas no fue detectada en ninguna

de las muestras analizadas.

En otro orden de ideas, Tram y cols (2017), estudiaron el extracto
metanolico de las hojas de P. acidus, logrando aislar e identificar varios
flavonoides, asimismo, Phatak, Hendre y Durgawale (2016) analizaron por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas el extracto
metanolico de las hojas reportando esteres, aldehidos, terpenos y fenoles.
De acuerdo a lo anteriormente expuesto, los resultados del analisis quimico
cualitativo realizado en el extracto metandlico y en las fracciones de hexano,
diclorometano y metanol de las hojas de P. acidus se corresponde con los
estudios previos, ya que se detectd la presencia de esteroles, flavonoides,

alcaloides, compuestos fendlicos y taninos.

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de los extractos y fracciones de las hojas y
frutos de P. acidus fue determinada frente a E. faecalis, S. aureus, P.
aeruginosa, K. pneumoniae y E. coli mediante el método de difusion en agar
en disco, utilizando concentraciones que variaron entre 12,5-100 mg/mL, a

continuacion, se presentan los resultados:

e El extracto metandlico de las hojas fue activo a una concentracion de
100 mg/mL frente a todas las bacterias, excepto E. coli. Los halos de
inhibicion variaron entre 6-10 mm. En cuanto a la fraccion de hexano
presentd actividad contra E. faecalis, S. aureus y E. coli con una CIM
de 60 mg/mL, 50 mg/mL y 40 mg/mL, respectivamente. Por otra parte,

se observd que la fraccion de diclorometano fue inactiva a las
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concentraciones evaluadas frente a todas las bacterias y la fraccion
metandlica solo mostré actividad contra E. coli con una CIM de 12,5

mg/mL.

e EI extracto metandlico de los frutos presentdé actividad contra K.
pneumoniae, P. aeruginosa y E. coli con una CIM de 100 mg/mL, 25
mg/mL y 50 mg/mL, respectivamente. Por otro lado, la fracciéon de
hexano no mostré actividad contra ninguna bacteria, sin embargo, la
fraccion de diclorometano fue activa frente a S. aureus, P. aeruginosa,
K. pneumoniae y E. coli, con una CIM de 40 mg/mL, 100 mg/mL, 100
mg/mL y 40 mg/mL, correspondientemente. Asimismo, la fraccion
metandlica inhibid el crecimiento de E. coli, S. aureus y E. faecalis con

una CIM de 100 mg/mL en todos los casos.

En relacién a los resultados obtenidos, investigaciones previas reportan
sobre la actividad antibacteriana y antifingica de los extractos de hexano,
diclorometano, acetato de etilo y etanol de las hojas de Phyllanthus acidus
fue determinada contra S. aureus, E. coli y C. albicans utilizando los métodos
de difusiébn de disco, difusion de pozo y dilucion. Los investigadores
establecieron que P. acidus tiene propiedades antimicrobianas, sin embargo,
la actividad es selectiva y dependiente del disolvente, siendo el extracto
etandlico (E-EtOH), el mas potente y el de hexano (E-Hex) el menos activo.
La actividad antibacterina determinada por el método de difusion con disco el
E-EtOH (200 mg/mL) exhibié halos de inhibicion de 4,5 mm para S. aureus,
E. coliy C. albicans, mientras que con el extracto de hexano (200 mg/mL) los
halos de inhibicién fueron menores a 2,2 mm para los tres microorganismos.
Por otra parte, la actividad antifingica se evalu6 a través del método de

difusién en pozo, el E-EtOH (3,5 mg/mL) presentd halos de inhibicion de 9
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mm cuando el pozo se llené con 0,6 mL en comparacion con el E-Hex (3,5
mg/mL) para el que la zona de inhibiciéon fue menor a 2,2 mm frente a C.
albicans. De igual modo, en la actividad antibacteriana frente a S. aureus y E.
coli usando el método de dilucién se observé que los extractos de acetato de
etilo y etanol (3,5 mg/mL) fueron los que produjeron inhibicion con un
volumen entre 0,2-0,6 mL. En este sentido, dichos resultados sugieren que
los componentes antimicrobianos activos de las hojas de Phyllanthus acidus

estan localizados en el extracto de etanol.

Adicionalmente, otros investigadores sefialan que la actividad
antibacteriana del extracto cloroférmico de los frutos de P. acidus
determinada mediante el método de difusion en agar (disco) frente a diversas
bacterias patdégenas, mostr6 un espectro de actividad con un halo de
inhibicibn que vari6 entre 0,5-2,5 mm frente a Shigella dysenteriae,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Sarcina Iutea en una
concentracion de 0,5 mg/disco y fue inactivo contra el resto de bacterias
estudiadas (Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Klebsiella spp, Shigella sonnei, Bacillus megaterium, Salmonella typhi)
(Habib y col., 2011). El andlisis de la composicién quimica indicé la presencia
de saponinas, alcaloides, taninos y flavonoides.

Asimismo, el extracto de éter de petréleo de los frutos de P. acidus a
una concentracion de 0,5 mg/disco presento actividad baja contra Salmonella
typhi con un halo de inhibicién de 2,5 mm y poco efecto frente a una serie de
bacterias, incluyendo Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Escherichia coli, Bacillus megaterium con halos de inhibicién entre
0,5 a 1,5 mm (Habib y cols., 2011). Los metabolitos detectados en este

extracto fueron carbohidratos, glicésidos y esteroles.
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Por otra parte, Rahman y cols (2011), evaluaron la actividad
antibacteriana del extracto metanolico de los frutos de P. acidus utilizando el
método de difusion de disco y 13 bacterias patdgenas (Shigella dysenteriae,
Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella spp,
Sarcina lutea, Shigella sonnei, Bacillus megaterium, Proteus species). A
concentraciones de 0,1 mg/disco y 0,3 mg/disco el extracto fue ineficaz
contra todas las bacterias ensayadas, sin embargo, a concentraciones de 0,4
g/disco y 0,8 mg/disco presentd un efecto inhibidor contra Shigella
dysenteriae, Bacillus subtilis y Bacillus megaterium y a 0,8 mg/disco inhibié el
crecimiento de Salmonella typhi y Staphylococcus aureus, con zonas de
inhibicion promedio de 8 a 12 mm. El analisis fitoquimico permitié detectar la
presencia de glicosidos, taninos y resinas y la ausencia de carbohidratos,
terpenos, esteroles y alcaloides.

Por otra parte, Padmapriya y Poonguzhali (2015), determinaron la
actividad antibacteriana del extracto de acetona de los frutos de P. acidus a
concentraciones de 25, 50 y 75 pg/mL frente a Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus and Staphylococcus aureus. Los
halos de inhibicién variaron entre 13-20 mm, sin embargo, la mayor actividad
se observé a la concentracion de 75 ug/mL frente a E. coli y P. aeruginosa
con halos de inhibicién de 19 y 20 mm respectivamente. El analisis cualitativo
de este extracto mostré la presencia de flavonoides, taninos, terpenos,
esteroles y saponinas. Adicionalmente, la cuantificacion de fenoles revelo
una concentracion de 22,22 mg/g equivalente a acido galico y de 163,15

mg/g equivalente a quercetina.
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De acuerdo a lo expuesto anteriormente, los resultados obtenidos en
la presente investigacion sobre los extractos de hojas y frutos de P. acidus se
correlacionan con los estudios anteriores que demuestran que extractos de
distintas polaridades presentan una actividad antibacteriana leve debido al
tamafio de los halos de inhibicion (7 mm), segun refiere De Armas,
Rodriguez y Salazar (2013) quienes clasificaron la actividad antibacteriana
de acuerdo a el diametro del halo de inhibicibn a una concentracion de 40

mg/mL en leve (7-8 mm), activa (9 mm) o moderado (10 mm).

Adicionalmente, se observd que es necesario la utilizacion de
concentraciones elevadas de los extractos para producir la inhibicion del
crecimiento de las bacterias ensayadas, lo cual se corresponde con
investigaciones previas de otras especies de Phyllanthus, como por ejemplo
el estudio de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de los frutos de
P. fraternus la cual fue evaluada mediante el método de difusion en agar en
disco a una concentracion de 100 mg/mL variando el volumen de
impregnacion del disco entre 10-50 pL (Kumar, Kumar, y Janarthanam,
2018). De igual modo, el extracto etandlico de hojas y tallos de P. virgatus,
fue evaluado en concentraciones entre 10-100 mg/mL, contra Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli encontrando que los halos de inhibicién de mayor tamafio se

produjeron a una concentracion de 30 mg/mL (Mehta y Jain, 2018).

En relacion a los resultados, se visualizd que las bacterias
grampositivas fueron mas sensibles que las gramnegativas, se presume que
esto es debido a que estas ultimas poseen una membrana externa que
rodean la pared celular que restringe la difusibn de compuestos hidrofébicos

a través de los lipopolisacaridos que la cubren, mientras que en las bacterias
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grampositivas la pared se encuentra inmediatamente accesible y constituye
un blanco ideal para los antibacterianos (Sanchez, 2006), y tanto los
extractos como fracciones de hojas y frutos presentaron abundantes
compuestos polares por lo cual no atravesaron la membrana de las bacterias

gramnegativas.

Por otro lado, diversos autores destacan que los mecanismos por los
cuales los principios activos de las plantas pueden causar la destruccion o
inhibicion de los microorganismos se han atribuido a los metabolitos
antimicrobianos que actuarian en los siguientes puntos: degradacién de la
pared celular, dafio a la membrana citoplasmatica, dafio a las proteinas de
membrana, filtracion del contenido celular, coagulacion del citoplasma vy el
agotamiento de la fuerza motriz de protones (Ultee, Bennik y Moezelaar,
2002).

En tal sentido, se presume que la actividad antibacteriana de los
extractos y fracciones evaluadas de las hojas y frutos de P. acidus se debe a
la presencia de esteroles y flavonoides, se ha comprobado que los
compuestos esteroidales pueden interferir en determinados procesos de
sintesis vitales en la célula bacteriana y los triterpenos, por su parte, pueden
actuar siguiendo diversos mecanismos, dependiendo de su naturaleza
quimica y naturaleza hidrocarbonada, por ejemplo, tienen generalmente
accion depresora sobre la tension superficial lo cual, cuando tiene lugar en el
entorno de la célula bacteriana, altera la selectividad de la membrana
citoplasmatica para el intercambio de sustancias. Los triterpenos de
naturaleza alcoholica alterarian la naturaleza coloidal del protoplasma de la
célula provocando su muerte (Abad, 2009). Por otra parte, el mecanismo de

accion de los flavonoides, aun no sido completamente dilucidado, pero en la

118



mayoria de los casos se ha podido demostrar que los flavonoides pueden
afectar la actividad de numerosas enzimas, actuando tanto como inhibidores
o0 como inductores (Martino, 2000), sin embargo, se ha podido establecer que
algunos de los mecanismos de accién antimicrobiana de los flavonoides
estan estrechamente relacionados al tipo de compuesto, efecto sinérgico, a
Su estructura y que cada compuesto posee un punto de accion diferente en

las bacterias (Vargas y cols., 2014).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El extracto metandlico y las fracciones de hexano, diclorometano y
metanol obtenidas de las hojas P. acidus evidenciaron la presencia de
esteroles, alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides y taninos, mientras
que el extracto metandlico y las fracciones obtenidas de los frutos de P.
acidus presentaron _esteroles, alcaloides, compuestos fendlicos, vy
flavonoides. En todos los extractos y fracciones analizadas de hojas y frutos
de P. acidus se demostro la ausencia de cumarinas, quinonas, antraquinonas

y saponinas.

La actividad antibacteriana de los extractos de hojas y frutos de P.
acidus determinada frente E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa, K.
pneumoniae y E. coli indica que las muestras analizadas de distintas
polaridades presentan una actividad antibacteriana leve, con halos de
inhibicion entre 6-7 mm, con unas CIM que variaron entre 12,5-100 mg/mL,

siendo las bacterias grampositivas las que presentaron mayor sensibilidad.

Se evidenci6 que es necesario la utilizacion de concentraciones

elevadas de los extractos y fracciones para producir la inhibicion del
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crecimiento de las bacterias ensayadas, lo cual se corresponde con

investigaciones previas de otras especies de Phyllanthus.

Recomendaciones

Determinar la actividad antibacteriana mediante el método de difusion
en agar en pozo o el método de dilucion de los extractos de las hojas y frutos
de P. acidus frente a las bacterias ensayadas, para verificar que los
compuestos polares no estan siendo retenidos en el papel de filtro y

confirmar la actividad antibacteriana de las muestras analizadas.

Aislar e identificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes

en las hojas y frutos de P. acidus.

Cuantificar los componentes fendlicos y flavonoides en las fracciones

de metanol de las hojas y en la fraccion de diclorometano de los frutos.

Evaluar la actividad antioxidante y antifiungica de las hojas y frutos de
P. acidus
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