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RESUMEN

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) es una planta oleaginosa, que se
encuentra en paises como Madagascar, India, México y Venezuela; ha sido
utilizada por sus propiedades medicinales. Varios investigadores han
referido que esta especie presenta efecto terapéutico, y antimicrobiano
sobre bacterias y hongos. El objetivo de esta investigacion fue confirmar la
actividad antibacteriana de los extractos; hexano, diclorometano y etanol de
las partes aéreas de Jatropha curcas L., frente a cepas de referencia
internacional, en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. Esta investigacion
fue confirmatoria con un disefio experimental, contemporaneo, transversal y
de laboratorio. Los metabolitos secundarios se identificaron a través de
pruebas quimicas y Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas (CG-EM). Se empled la prueba de Kirby-Bauer para analizar la
actividad antibacteriana de los extractos frente S. aureus, E. faecalis, K.
pneumoniae, E. coli y P. aeruginosa. Los resultados obtenidos revelaron la
presencia de terpenos (monoterpenos, diterpenos y triterpenos), alcanos y
acidos grasos y ésteres de acidos grasos. En el analisis por CG-EM, los
componentes mayoritarios identificados fueron; hexahidrofarnesil acetona
(34,70 %), heptacosano (19,05 %), octacosano (22,0 %) y 1-eicosanol, en
los extractos; hexanico (hojas), hexanico, diclorometandlico, etandlico
(cascara) respectivamente. Todos los extractos mostraron actividad sobre
las cepas estudiadas, excepto, sobre S. aureus y E. faecalis. La CIM de los
extractos varié entre 31, 25 ppm y 1000 ppm. Se concluye que los extractos
de hojas y cascara de Jatropha curcas L. tienen actividad antibacteriana
sobre las bacterias Gramnegativas.

Palabras clave: actividad antibacteriana, extractos de Jatropha
curcas L., cepas bacterianas, CG-EM.
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INTRODUCCION

Desde tiempos muy remotos, la interaccion del hombre con el medio
ambiente generd conocimientos cientificos sobre el aprovechamiento de los
recursos naturales. Tal que, estos conocimientos han permitido determinar,
en el caso de las plantas, cuales poseen un valor alimenticio, son venenosas
y tienen poder curativo. Posteriormente, se han investigado muchas plantas
aislando componentes especificos (metabolitos o principios activos), con la
finalidad de fabricar productos farmacéuticos beneficiosos para la salud. Por
lo tanto, es importante la capacitacion en cuanto al manejo de plantas
medicinales, asi como las técnicas mas adecuadas para el procesamiento de
las mismas (Ugaz, 2003).

Las plantas, como resultado de la fotosintesis, elaboran miles de
compuestos organicos. Algunos de ellos, denominados metabolitos
primarios, son: la glucosa y otros azucares; los acidos grasos, lipidos y ceras.
También, los aminoacidos y con ellos las proteinas y vitaminas, reguladores
de crecimiento entre otras sustancias indispensables para la supervivencia
de las plantas. Ademas, las plantas sintetizan otros de compuestos
conocidos como metabolitos secundarios (productos naturales), entre ellos
se pueden destacar: alcaloides, taninos, saponinas, glicosidos, terpenos
entre otros. Muchos de estos metabolitos secundarios son utilizados por su
actividad biol6gica, para la elaboracion de medicamentos y también se
conocen como productos naturales (Gonzalez y col, 2004).

Jatropha curcas L. (J. curcas) es un ejemplo de estas plantas medicinales
que reporta cierta cantidad de estudios dirigidos a conocer la composicion
quimica en cada una de las partes de la especie. Se han identificado:
flavonoides, diterpenos, triterpenos, esteroles, sapogeninas, cumarinas,
acidos organicos, saponinas y taninos. Estos compuestos han evidenciado
diferentes usos medicinales, especialmente en el tratamiento de infecciones

de la piel, enfermedades de transmision sexual, ictericia y fiebre. En



extractos obtenidos de las semillas, las hojas y corteza han demostrado
actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli
(Pabon y col, 2012).

El aprovechamiento de estos compuestos en la industria farmacéutica
hace indispensable el estudio exhaustivo de las estructuras biolégicamente
activas. Asi como también, la incorporacion de técnicas de extraccion,
separacion e identificacidon que optimicen este proceso. En consecuencia, se
propuso inicialmente identificar la composicion quimica de los extractos
(hexano, diclorometano y etanol) de las partes aéreas de Jatropha curcas L.

La justificacion de esta investigacion estuvo representada por: el uso de
plantas como alternativa terapéutica para tratar enfermedades, los
metabolitos secundarios como responsables del efecto terapéutico. Asi
como, el aislamiento de dichos metabolitos secundarios y el fundamento
tedrico acerca de la obtencion de extractos vegetales, el cual le da
consistencia logica al evento de estudio de esta investigacion: evaluacion de
la actividad antibacteriana de los extractos (hexano, diclorometano y etanol)
de las partes aéreas de Jatropha curcas L.

La metodologia de esta investigacion estuvo conformada por el material
vegetal recolectado, correspondiente a las partes aéreas de Jatropha curcas
L., que posteriormente, seco y pulverizado, fue macerado. Luego, estos
extractos se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM). Y finalmente se comprobé la actividad
antibacteriana de los extractos en cepas de referencia internacional.

Este informe final de la Tesis de Grado ha sido estructurado en V
Capitulos. EI Capitulo I, denominado el problema, contiene los siguientes
elementos: Planteamiento del Problema, Justificacidon, Objetivos, Alcances y
Limitaciones de la Investigacion. El Capitulo |l titulado marco teodrico, abarca:
trabajos  previos, Antecedentes historicos, bases tedricas vy
operacionalizacion del Evento de Estudio. El Capitulo Ill, llamado Marco

Metodolégico comprende los siguientes puntos: Tipo de Investigacion,



Disefio de Investigacion, Poblacion y Muestra, Instrumento de Recoleccidn
de Datos, Metodologia de la Investigacion y Disefio de Analisis. El Capitulo
IV, denominado Resultados y Discusion, y finalmente el Capitulo V, titulado:
Conclusiones y Recomendaciones.

El estudio se realiz6 con la finalidad de confirmar la relacion entre la
composicién quimica y la actividad antibacteriana de los extractos (hexano,
diclorometano y etanol) de las partes aéreas de Jatropha curcas L., en cepas
de referencia internacional en el Laboratorio de Productos Naturales y
antinomicetos del Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y

Bioanalisis de Universidad de Los Andes.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

El uso de plantas es de gran importancia en la medicina tradicional, pues
su aplicacion para el tratamiento de diversas patologias es aprovechada
desde tiempos remotos. El conocimiento cientifico de algunas especies de
plantas es desconocido, siendo necesario aprender a investigar los recursos
naturales, pero con los requerimientos técnicos que la ciencia actual exige.
Este conocimiento permitira determinar los principios activos de las plantas
medicinales y estudiar su actividad en el organismo. Posteriormente, poder
aislarlos y avalar los usos que la medicina popular le atribuye a las diversas
especies vegetales (Garcia, 2007).

Los pueblos primitivos han adquirido informacion sobre las propiedades
medicinales de las plantas, en principio por casualidad y luego por
necesidad. Hoy en dia aplicando métodos modernos de analisis, se ha
comprobado las propiedades que los indigenas descubrieron de forma
empirica. En los ultimos afos contando con procedimientos modernos, ha
cobrado gran importancia el estudio de las plantas medicinales, tratando de
aislar los principios activos sobre todo de los alcaloides (Martinez, 1990). En
consecuencia, el estudio de las plantas medicinales no sélo se limita al
conocimiento de plantas, sino también a la purificaciéon de un producto para
determinar y nombrar la molécula con actividad especifica (Villar, 1999).

Para aprovechar las sustancias activas de una planta se recurre a la

técnica de extraccion; proceso que consiste en incorporar las sustancias



activas de una planta a un liquido (alcohol o agua). El producto resultante
(extracto) puede ser una solucion concentrada en funcion de la sustancia de
origen (Asociacion Espafola para la Cultura, el Arte y la Educacion
(ASOCAE ONGD), 2001). Actualmente, los extractos son usados por un gran
porcentaje de la poblaciéon mundial como remedios caseros (World Health
Organization, 1998). Por consiguiente, muchos laboratorios trabajan en la
obtencion de antimicrobianos a partir de recursos microbiologicos y de
plantas medicinales (Agnese y col, 2001).

Es conveniente comentar, que el analisis fitoquimico se enfoca en
estudiar la actividad biologica de las plantas, precisando, comparando y
clasificando sus propiedades con el fin de agruparlas y asi determinar los
metabolitos secundarios. Para ello, es necesario ejecutar una serie de
técnicas como: extraccidn, separacion, purificacion, y elucidacion estructural,
que permitan el estudio de estos principios activos. La extraccion consiste en
separar un compuesto de una mezcla de reaccidn, y la separacion se hace
para disociarlo en sus componentes puros. Finalmente, la purificacion es un
paso previo para determinacion de las caracteristicas estructurales de los
componentes de la mezcla (Ugaz, 2003).

Por otro lado, un extracto esta constituido por una mezcla de compuestos
organicos con polaridad semejante a la del solvente empleado durante el
proceso de extraccion. Por lo general los solventes mas empleados para la
obtencion de extractos son: el agua, etanol, éter petréleo, hexano, acetato de
etilo y propilenglicol. El solvente a seleccionar durante el proceso de
extraccion se relaciona con el extracto de interés, asi, si se desea obtener
extracto metandico el disolvente a usar sera el metanol. En consecuencia, el
éxito de esta técnica depende de la diferencia de solubilidad entre el
disolvente de extraccion y el compuesto de interés (Lamarque y cols, 2008).



Jatropha curcas L. como todas las otras plantas, sintetiza metabolitos
primarios necesarios para su crecimiento y supervivencia, como;
aminoacidos; carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos. También, sintetiza
metabolitos secundarios que son responsables de mantener en buena
medida su relacién con el medio ambiente. Entre los metabolitos secundarios
se encuentran; flavonoides, esteroles, terpenos entre otros., que cumplen
funciones defensa contra predadores y patdégenos, sin intervenir en el
metabolismo primario de las plantas. Estos metabolitos secundarios son
aprovechados para la fabricacion de productos farmacéuticos, cosmeéticos y
agropecuarios (Pabon y col, 2012; Aguilar y col, 2002).

La importancia de la utilidad de estos metabolitos en el area de la salud
ha propiciado el desarrollo de la fitoquimica, a través de la incorporacion de
nuevas técnicas de extraccidon, separacion, purificacion e identificacion de
esas moléculas biolégicamente activas (Pabon y col, 2012). Por esta razén,
la CG-EM es una técnica muy usada para la separacion e identificacion de
los metabolitos que se encuentran en una mezcla compleja (Gutiérrez y col,
2002). La extraccion con solventes apolares como el hexano y polares como
el acetato de etilo y etanol, es considerado uno de los procesos mas
efectivos para separar dichos metabolitos de su fuente natural. Obteniendo
un extracto base como resultado de la extraccion de los metabolitos o
principios activos de la planta. (Lamarque y col, 2008).

El fundamento tedrico que respalda a esta investigacion es la teoria sobre
la obtencion de extractos vegetales. La extraccion es la disolucién de un
compuesto quimico a partir de su fuente natural (solido), por medio de un
solvente (liquido). Durante este proceso debe suministrarse energia para

vencer las fuerzas intermoleculares tanto entre el soluto como el solvente.



Esa energia es aportada por la formacion de nuevas interacciones entre las
moléculas de soluto y solvente (Pinedo, 2012).

Desde el punto de vista quimico, se encuentran en la literatura estudios
acerca de la identificaciéon de la composicion quimica de Jatropha curcas L.
En México un estudio reporté que las semillas de Jatropha curcas L. poseen
un alto contenido en esteres de ferbol 30-40 % (Ortiz, 2012). En Ecuador, se
realizaron varias investigaciones que determinaron la composicion quimica
de la semilla de J. curcas L., es de; 24,6 % de proteinas, 47,25 % de grasas
y menos del 6 % almidon y azucares. La grasa que contiene esta semilla
esta constituida por 47,45 % acido palmitico, 6,1 % acido estearico, 14,1 %
acido oleico y 31,6 % de acido linoleico (Del Rocio, 2011). Mientras que en
Nigeria, estudios fitoquimicos de los extractos de etanol del tallo de J. curcas
L., revelaron un alto contenido en fenoles como el acido tanico en un 98 %.
Asi como concentraciones de quercetina (flavonoide) de 11,18 %, flavonoles
de quercetina equivalente a 12,55 %, proantocianidas con 15,67 % de
catequina (Igbinosa y col, 2011).

Considerando la importancia que tiene el conocimiento, estudio y utilidad
de los metabolitos presentes en los extractos de la Jatropha curcas L. para
las ciencias de salud, se formulé la siguiente pregunta atendiendo la
situacion actual del problema:
¢, Cual es la relacion entre la antibacteriana y la composicion quimica de los
extractos (hexano, diclorometano y etanol) de las partes aéreas de Jatropha
curcas L., en cepas de referencia internacional en el Laboratorio de
Antinomicetos del Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, durante el periodo de Junio de
2017 hasta Mayo de 20187



Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Confirmar la relacidon entre la composicidn quimica y la actividad
antibacteriana de los extractos (hexano, diclorometano y etanol) de las
partes aéreas de Jatropha curcas L., en cepas de referencia internacional
en el Laboratorio de Antinomicetos del Instituto de Investigaciones de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes,
durante el periodo de Junio de 2017 hasta Mayo de 2018.

Objetivos especificos

Obtener los extractos de hexano, diclorometano y etanol de las partes
aéreas de Jatropha curcas L.

Identificar cualitativamente mediante pruebas quimicas los metabolitos
secundarios presentes en los extractos obtenidos.

Identificar la composicion quimica de los extractos de las partes aéreas
de la Jatropha curcas L., mediante cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (CG-EM).

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos (hexano,
diclorometano y etanol) de las partes aéreas de Jatropha curcas L., por el
método de difusion en agar.



Justificacion de la investigacion

Las plantas han sido desde la antiguedad un recurso al alcance del ser
humano para su alimentacion y tratar trastornos de la salud. Estas ultimas,
llamadas plantas medicinales eran veneradas por las virtudes que se les
habia reconocido, aun sin saber porqué o cdmo actuaban, pues era un hecho
incontestable y magico. Por eso, en la actualidad cientos de plantas son
utilizadas en la medicina para tratar muchas enfermedades, pues se
considera una alternativa terapéutica ante el uso de productos quimicos
dafinos para el cuerpo (Martilla, 2014). El efecto terapéutico es atribuido por
los metabolitos secundarios o principios activos, esto hace indispensable el
estudio acerca la composicion quimica de las diferentes partes de las
plantas. A partir de estos principios activos se pueden disefiar farmacos, que
actuen en pro de la salud sin generar efectos secundarios en los
consumidores (Terranova y col, 2014).

El aislamiento de estos principios activos permite a los investigadores
determinar las posibles propiedades terapéuticas que puedan tener sobre las
enfermedades. Y de esta manera, conocer las concentraciones adecuadas
para la fabricacion de farmacos destinados al consumo humano (Loraine y
col, 2010). Jatropha curcas L., es una de las especies mas significativas
dentro de su género por su importancia quimica y biomédica, pues se han
identificado una gran gamma de compuestos que ejercen un efecto
beneficioso sobre salud. Especificamente en el control de hongos, parasitos
y bacterias que afectan al hombre, también, en actividades de
fitorremediacion de suelos contaminados (Pabdn y col, 2012).

Las enfermedades causadas por microorganismos son de alta incidencia

en Venezuela, principalmente en personas con estrato socioeconémico bajo



ya que tienen mayor riesgo de exposicion a patégenos. Lo que ha causado el
uso indiscriminado e irracional de antibidticos en nuestro medio, provocando
la aparicion de cepas resistentes y su diseminacion en la comunidad. La
incidencia de infecciones causadas por bacterias ha incrementado
significativamente en los Uultimas décadas, debido al desarrollo de
mecanismos de resistencia a estos farmacos (Silvera, 2018). Por lo tanto, la
finalidad de esta investigacion es estudiar la actividad antibacteriana de los
extractos (hexano, diclorometano y etanol) de las partes aéreas de Jatropha
curcas L., de la familia Euphorbiaceae.

Alcances y limitaciones de la investigacion

Alcances

Los alcances de esta investigacion se relacionaran con la profundidad del
conocimiento que los investigadores pretenden obtener. En tal sentido,
consideraran la propuesta de Hernandez y col (2010), quienes refirieron lo

siguiente:

Si hemos decidido, una vez hecha la revision de la literatura, que
nuestra investigacion vale la pena y debemos realizarla, el siguiente
paso consiste en visualizar el alcance que tendra. [...] no se deben
considerar los alcances como “tipos” de investigacion, ya que, mas

que ser una clasificacion, constituyen un continuo de “causalidad”

Al respecto, el continuo conocimiento que se alcanz6 en este estudio fue
confirmatorio. Pues, se considerd la posible actividad antibacteriana de los
extractos obtenidos de las partes aéreas de la Jatropha curcas L. frente a
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cepas de referencia internacional. Por tal motivo, durante la investigacion se
analizaron las propiedades fitoquimicas de los extractos de la planta y se
estudio su actividad antibacteriana.

Limitaciones

Las limitaciones representan los obstaculos que eventualmente se
presentan al equipo de investigadores durante el desarrollo del estudio
(Avila, 2001). Al respecto, en la presente investigacion se encontraron
limitaciones relacionadas con la crisis situacional del pais. Especificamente,
el alto costo de los reactivos como; agar, antibiéticos, entre otros. Ademas,
desde el punto de vista tedrico existen pocos trabajos previos sobre la

actividad antibacteriana de la especie en estudio.
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CAPITULOII

MARCO TEORICO

Trabajos previos

En los ultimos afios el género Jatropha ha sido objeto de estudio para
muchos investigadores. Al respecto en México, se ha investigado los usos
tradicionales y la composicion quimica de las semillas de varias especies de
Jatropha, como; Jatropha neopauciflora, Jatropha oaxacana, Jatropha
rufescens y Jatropha rzedowskii. Las semillas de estas especies fueron
colectadas en Tehuacan y pulverizadas hasta obtener harina, posteriormente
se extrajo usando el método de soxhlet. El perfil de acidos grasos se
determind por cromatografia de gases y el contenido de esteres de forbol
mediante HPLC (Cromatografia liquida de alta eficacia). Los principales
acidos grasos saturados identificados fueron: el acido oleico y linoleico,
mientras que los acidos grasos saturados fueron; acido palmitico y estearico.
En consecuencia, las semillas de estas especies de Jatropha son
consumidas por la poblacion mexicana por su alto contenido de proteinas y
acidos grasos insaturados (Hernandez y col, 2018).

En relacion a la actividad biologica, se han analizado la actividad
antimicrobiana y antioxidante de extractos de hojas obtenidos con solventes
de diferentes polaridades. La actividad antimicrobiana se realiz6 usando el
método de difusion en agar con discos de papel frente a cepas de referencia
internacional (Candida albicans, Candida krusei, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi,
Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus). Los resultados obtenidos
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mostraron ninguno de los extractos analizados presentd inhibicion de
crecimiento microbiano frente a las cepas ensayadas (Méndez y col, 2018).

Otro estudio realizado, en el Sur de México especificamente en las
localidades de la region Sonusco: Camino a la Pita y Manuel Lazos, sobre el
perfil quimico y morfométrico de las flores de las flores de Jatropha curcas L.
Entre los compuestos mas abundantes identificados en las flores de ambas
regiones se encuentran: el (E)-B-ocimeno, (Z, E)-a-farneseno, linalool y (32)-
hexenilbenzoato. Los resultados concuerdan con los informados por Chang-
Wei (2007) en China, donde el B-ocimeno y linalool estaban presentes en las
flores de Jatropha curcas. Estas variaciones quimicas entre las poblaciones
estan relacionadas con las condiciones ambientales (temperatura, humedad,
intensidad de luz) y variaciones genéticas (Canesca y col, 2016).

En 2016 Sinha y cols, evaluaron la actividad antimicrobiana y analizaron
mediante cromatografia de capa fina, los fitoquimicos presentes en el
extracto de hexano del aceite de semilla y extracto de metanol del latex de
Jatropha.curcas L. El aceite de la semilla de Jatropha curcas L. se obtuvo de
la compaiia farmacéutica Surya Ramnagar. Mientras que las semillas y el
latex se recolectaron del Jardin Botanico del Instituto de Ciencias Agricolas
de la Universidad Hindu de Benarés en Varanasi (India). Las semillas fueron
pulverizadas y sometidas a extraccién con hexano y el latex recolectado y
secado al sol, se sometid a extraccion con metanol. En relacion a los
resultados; el extracto metanolico del latex, mostr6 marcada actividad
biologica antibacteriana frente a los microorganismos Grampositivos vy
Gramnegativos utilizados en este estudio (Sinha y col, 2016).

De manera similar, se investigo la actividad antibacteriana de los extractos
de acetona, etanol y agua de las hojas de Jatropha curcas L. frente a
coliformes aislados de aguas superficiales en Akure, Nigeria. Las hojas
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recolectadas en Ado-Kiti, Nigeria fueron sometidas a extraccion con acetona,
etanol y agua. Las especies bacterianas utilizadas en este estudio fueron:
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, Klebsiella
pneumoniae y Citrobacter freundii. Los resultados obtenidos mostraron: los
extractos etandlico y de acetona de las hojas de Jatropha curcas, solo
tuvieron actividad antibacteriana sobre Klebsiella pneumoniae (halo 4 mm) a
una concentracion de 400 mg/mL. Mientras que el extracto acuoso mostro
mayor actividad frente a las bacterias coliformes a concentracion de 400
mg/mL (Dada y col, 2014).

Por otro lado, un estudio hecho en la Provincia de Alanbar (desierto de
Iraq) acerca de la composicion y el valor nutricional de las hojas de Jatropha
curcas L. evaluo los componentes quimicos y nutricionales de las hojas de
Jatropha curcas L. Revelando la presencia de flavonoides, carbohidratos,
proteinas y vitaminas como: tiamina, riboflavina, acido pantoténico y a-
tocoferol. En consecuencia, el contenido de aminoacidos puede verse
afectado por las condiciones climaticas, por lo que recomiendan mejorar los
factores de crecimiento implementando el uso de fertilizantes en los cultivos
(Agnieszka y col, 2013).

En otra investigacion, se ha establecido la actividad antimicrobiana y
antioxidante de los extractos de hojas de Jatropha curcas L. y de 3
variedades de Hisbiscus cannabinus L. (Tainung, Everglades y Whitten). Las
hojas recolectadas en cultivos de la Universidad de Salle, Colombia, se
sometieron a extraccion por soxhlet y microondas con; éter petroleo,
diclorometano y etanol. La actividad antibacteriana se evalu6 mediante la
prueba de difusibn en agar frente a cepas de Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus. Los resultados de este estudio muestran que la
mayor actividad frente a Escherichia coli se presento en los extractos de
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Whitten, mientras que los de Tainung fueron activos frente a Staphylococcus
aureus; este efecto coincide con investigaciones anteriores para este género
bacteriano. En cuanto a la especie Jatropha curcas, su capacidad para inhibir
el crecimiento bacteriano fue baja frente a Escherichia coli y casi nula para
Staphylococcus aureus (Pabon y col 2013).

En 2013, se analizo el efecto antimicrobiano del latex de Jatropha curcas
frente a Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM). Las bacterias
usadas en el ensayo fueron; Staphylococcus aureus meticilino resistente,
Staphylococcus aureus ATCC, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophyticcus, Escherichia coli ATCC y Pseudomonas fluorecens. La
actividad antibacteriana se determiné a través de la prueba de Kirby-Bauer
de acuerdo con las recomendaciones de Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI), como control se usaron discos de imipenem de 10 pg/disco,
vancomicina 30 pg/disco y linezolid 30 pg/disco. Las pruebas fisicoquimicas
realizadas en el latex evidenciaron la presencia de taninos catéquicos y
alcaloides. En relacion a la actividad antibacteriana, los resultados obtenidos
mostraron que el latex de Jafropha curcas L. no tuvo ningun efecto
antimicrobiano contra las bacterias Gramnegativas usadas en este estudio.
Por lo que sugieren que los compuestos bioactivos del latex de Jatropha
curcas deben tenerse en cuenta para considerar a esta especie como un
posible candidato para la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas frente
a SAMR (Pefia, 2013).
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Antecedentes Historicos

El uso de sustancias naturales en el tratamiento de diferentes
enfermedades, incluidas las de etiologia infecciosa, constituye en la
actualidad un desafio en la medicina. Siendo el tratamiento alternativo,
especialmente en aquellas dolencias para las que no existe un medicamento
adecuado. Cabe destacar que el reino vegetal ofrece la mayor variedad de
sustancias Uutiles para tratar las enfermedades humanas, en concreto a
aquellas producidas por microorganismos (Domingo y col, 2003). Este
suceso ha tenido lugar desde tiempos remotos y muchas culturas han dejado
testimonio de ello al transmitirlo de manera oral, de una generacion a otra.
En otros casos, ese conocimiento se transmitio a través de documentos
antiguos como: el papiro de Ebers (Navarro, 1992).

El papiro de Ebers, fue escrito en el antiguo Egipto cerca del afio 1502
a.C. y descubierto por George M. Ebers en Egipto en 1873, este documento
contiene el registro de la medicina de ese pais. Posteriormente, a lo largo de
la historia existen otros ejemplos bien documentados, como Homero (siglo IX
a.C.), que nos legd los nombres de muchas plantas utiles como meconio
(extracto de la “adormidera” o Papaver somniferum L). Planta usada para
apaciguar los dolores. El gran filoso Aristoteles (384-323 a.C.), también
escribié sobre las plantas que se conocian para ese tiempo y el uso que se
les daba. Por ultimo y no menos importante, es necesario mencionar a
Pedaneo Dioscérides (siglo 1), médico de legiones romanas que escribid
material médico, en el que enumera mas de 600 plantas; algunas usadas en
la actualidad (Bucay y col, 2005).

En la época contemporanea, existe un gran interés en la investigacion de

productos naturales con propiedades antimicrobianas, esto debido a la
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resistencia por parte de los microorganismos. La actividad antimicrobiana de
hierbas y plantas, es generalmente atribuida a los compuestos fendlicos
(metabolitos secundarios) presentes en sus extractos y aceites (Nychas,
1995). Jatropha curcas L., es una de las especies de la familia
Euphorbiaceae, que ha motivado a la investigacion debido a la importancia
de su utilidad en el control de las enfermedades, principalmente de etiologia
infecciosa. Se considera que esta especie se ha distribuido por el neotrépico,
probablemente por accidn humana, pues este arbusto se usa en muchas
partes como cerca viva y las semillas como antiparasitario. Los hijos menores
de los negros esclavos de Haiti removian el embrion (porcidn toéxica),
tostaban la semilla y la comian (Patifio, 2002).

Los registros historicos indican que en el afio 1836 las semillas de
Jatropha curcas L. se producian comercialmente en las islas Cabo Verde y
se exportaban a Francia y Portugal. El aceite se utilizaba para el alumbrado
de las calles y la produccion de jabon (Achten y col, 2008). Otras
investigaciones demuestran la existencia de plantaciones en paises
africanos, cuya produccién fue destinada exclusivamente a la industria del
jabon en puertos europeos. El cultivo historico sefialado en las islas Cabo
Verde, indica que J. curcas L., se usaba como cerca (reja) viviente, debido a
la presencia de curcina toxica en las hojas y frutos, haciendo que la planta
sea venenosa para los animales siendo evitada por el ganado y otros
herbivoros (Sideman, 2010). Aunque las hojas al igual que las semillas y el
latex, son usadas en la medicina tradicional para tratar diferentes dolencias
en la poblacién, por lo que se amerita su investigacion.

En Venezuela el cultivo de J. curcas L., se encuentra dirigido a la
obtencion de biocombustibles como alternativa ante el uso de combustibles
fésiles, que favorecen la generacion de gases invernaderos (Biollanos C.A.,
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2006). Lo que hace indispensable en nuestro pais, el estudio de las partes de

esta especie, a la que se le han atribuido propiedades terapéuticas.

Bases teodricas

Caracteristicas Botanicas de la Familia Euphorbiaceae

Euphorbiaceae es la sexta familia de plantas con flores, constituida por
mas de 8000 especies y 317 géneros que se encuentran en regiones
tropicales y subtropicales. Esta familia se adapta a zonas marginales con
climas aridos y semiaridos. La mayoria de las especies se caracterizan por
sus variaciones morfologicas, que van desde arboles con hojas simples vy
flores pequefas, hasta arbustos, hierbas y lianas (Oliveira y col, 2012). A su
vez, algunas especies integrantes de esta familia como Jatropha, cuentan
con propiedades especiales como: dureza, alta resistencia a la pluviosidad,
rapido crecimiento y facil propagacion (Pabon y col, 2012; Montenegro,
2011). En consecuencia este género cuenta con unas 172 especies de
biotipos variados, que van desde arboles, arbustos hasta plantas suculentas

nativas de América Central (Lopez y col, 2011).

Caracteristicas Botanicas de la Especie Jatropha curcas L.

Jatropha curcas L., también conocida como piiidn o jatrofa, es una planta
oleaginosa que cuenta con mas 3500 especies. Esta especie, puede crecer
en suelos aridos y semiaridos, soportando periodos largos de sequia (de tres
a seis meses). Su tiempo de vida productiva es de aproximadamente 40
anos, crece rapidamente; tiene de 4 a 6 metros de altura y ocasionalmente

18



alcanza los 8 metros. El grosor del tronco es de 20 centimetros con
crecimiento desde la base en distintas ramas. Los tallos crecen con
discontinuidad morfoldgica, la corteza es de color verde amarillento, es lisa y
delgada como papel (Oyuela y col, 2011).

Las hojas presentan una savia lechosa o rojiza viscosa con tallos
frondosos, hojas largas de 6 a 15 cm con igual ancho. Produce
inflorescencias de color amarillo-verdoso con flores masculinas y femeninas
en la misma planta. Las frutas son capsulas inicialmente verdes pero al
madurar se tornan color negro, el desarrollo del fruto requiere de 90 dias
desde la floracién hasta que madura la semilla. Cada fruta contiene de 2 a 3
semillas, que pueden ser aprovechadas con fines medicinales,
especialmente como tratamiento antiinflamatorio, anticoagulante vy
cicatrizante (Bartoli, 2008; Norber y col, 2008;).

Figura 1. Arbol de Jatropha curcas L. fotografia tomada por Darwing
Santiago, Noviembre del 2017.
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Taxonomia de Jatropha curcas L.

Tabla 1. Taxonomia de Jatropha curcas L. (Oyuela y cols, 2011).

Clase Magnoliopsida

Orden Euphorbiales

Familia Euphorbiaceae

Género Jatropha

Especie Jatropha curcas L.
Origen y Cultivo

Linneo, fue el primero que clasificd a esta especie segun la nomenclatura
“Species Plantarum” como Jatropha curcas L. (Linnaei, 1753) manteniéndose
vigente hasta la actualidad (Heller, 1996). Es originaria de Meéxico y
centroamérica (Cultivos Energéticos, 2007), aunque actualmente se cultiva
en Sudamérica, Suroeste de Asia, India y Africa (Ortiz, 2012). Las plantas de
este género eran conocidas y utilizadas por los Mayas y sugieren que desde
el Caribe, fue probablemente distribuida por los navegantes portugueses a
paises de Africa, a través de Cabo Verde, Guinea Bissau y también a paises
del Sudeste de Asia tales como Indonesia, Malasia y Filipinas (Schoomk, y
cols, 1997).

En relacién al cultivo, Jatropha curcas L., crece en regiones muy secas

con altitudes que van desde 5 a 1000 m.s.n.m.; tolerando temperaturas entre
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18 y 28,5 °C (Mufioz, y col, 2003). Se planta al comienzo del invierno,
colocando la planta dentro del hoyo procurando que la base del tallo quede
10 cm por debajo del nivel de la superficie (Bartoli, 2008). Durante el primer
afio cuando las ramas alcanzan entre 40-60 cm de largo se efectua una poda
para provocar un mayor numero de ramas, que son las que producen las
inflorescencias y por consiguiente los frutos (Chang-wei y col, 2007). La
cosecha se obtiene desde el primer afio de plantacion, 90 dias después de la
floracion cuando los frutos alcanzan la coloracion amarilla y las semillas su

maximo desarrollo (Bartoli, 2008).

Composicion Quimica

Jatropha curcas se compone de agua, proteinas, acidos grasos: oleico y
linoleico, curcina y minerales (nitrogeno, potasio, hierro, zinc, manganeso).
También de vitaminas (B1 o tiamina, B2 o riboflavina y C o acido ascérbico),
fibras, carbohidratos y lipidos (Vizcaino y col, 2005; Huerga y col, 2016;
Duque y col, 2016).

En relacion a la composiciéon de las partes aéreas, diversos estudios
describen la presencia de flavonoides (apigenina, vitexina) (Figura 2),
esteroles (estigmasterol y colest-5-en-3-p, 7-p-diol) (Figura 3) y cumarinas
(marmesina y propazina) (Figura 4) con actividad antioxidante, identificados
en las hojas de Jatropha curcas L., sus estructuras fueron establecidas
mediante técnicas espectroscopicas (Pabon y col, 2012).
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Figura 2. Estructura quimica de los flavonoides (apigenina y vitexina)

aislados de las hojas de Jatropha curcas L. (Pabon y col, 2012).
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Figura 3. Estructura quimica del estigmasterol y colest-5-en-34, 7p-diol

(esteroles) aislados de las hojas de Jatropha curcas L. (Pabén y col, 2012).
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Figura 4. Estructura quimica de las cumarinas (marmesina y propazina)

aisladas de las hojas de Jatropha curcas L. (Pabon y col, 2012).
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En cuanto a la composicion de las semillas, se han identificado esteroles
como el p-sitosterol y su p-D-glucdsido, azucares bajo la forma de dulcitol
(derivado de la galactosa) y sacarosa. Ademas contienen entre 30 y 32 % de
proteina y de 60 a 66 % de lipidos, lo cual indica su potencia como fuente de
energia renovable. Sin embargo, estudios realizados a las semillas de esta
especie, demuestran la presencia de componentes antinutricionales;
inhibidor de tripsina, curcusone B, saponina y acido fitico (Figura 5) (Saetae y
col, 2010).

23



Figura 5. Estructura de los principales componentes antinutricionales de la
semilla de Jatropha curcas L.

Curcusone B Acido fitico  ©

Flavonoides: son compuestos fenolicos de bajo peso molecular que estan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal y plantas vasculares, en forma
de glicésidos (Cartaya y col, 2001). Son importantes para el desarrollo y
buen funcionamiento de la planta, ya que actuan como; atrayentes de
animales en la oviposicion, agentes protectores contra la luz UV e
infecciones por organismos fitopatégenos (Martinez y col, 2002).
Antocianinas: representan el grupo mas importante de pigmentos
hidrosolubles detectables en la regidén visible para el ojo humano. Estos
pigmentos son responsables de la gamma de colores que abarcan desde el
rojo hasta el azul en varias frutas, vegetales y cereales, acumulados en las
vacuolas de las células. Las antocianinas son glucosidos de las
antocianidinas, estan constituidas por una aglicona unida a un azucar por
medio de un enlace glucosidico. Algunos estudios, han demostrado que son
capaces de inhibir la oxidacién de lipoproteinas y la agregacion plaquetaria
(Badui, 2006).

24



Esteroles: son componentes esenciales de las membranas celulares en los
vegetales con estructura similar a la del colesterol, diferenciandose en la
composicion de las cadenas laterales. Derivan del ciclopentano
perhidrofenantreno y se conocen mas de 40 esteroles vegetales diferentes,
los cuales se pueden clasificar en 4-desmetilesteroles y 4,4-dimetilesteroles
(Jauregui y col, 2011). Algunos de ellos como el p-sitosterol, campesterol y
estigmasterol presentan doble enlaces y suponen aproximadamente el 95 %
de los esteroles vegetales presentes en la dieta. El f-sitosterol y el
campesterol son los mas abundantes, comprenden el 65 y el 30 % de la
ingesta dietética de esteroles vegetales (Gonzalez, 2013).

Cumarinas: grupo amplio de principios activos fendlicos que se encuentran
en las plantas medicinales y tienen en comun la estructura quimica 2H-1-
benzopiran-2-ona, denominada cumarina. Sobre esta estructura, que se
origina biosintéticamente por hidroxilacion y lactonizacion del acido cumarico
(2-hidroxi-z-cumarico), se disponen sustituyentes de distinta naturaleza
quimica lo que da lugar a otros tipos de cumarinas: sencillas y complejas. Se
clasifican segun su genina, en; hidroxicumarinas, metoxicumarinas,
furanocumarinas y piranocumarinas, pudiendo encontrarse en el vegetal en
forma de heterosidos (Cabal, 2011).

Extractos Vegetales

Los extractos son preparados que permiten extraer de las plantas
determinadas sustancias utiles. Estas sustancias pueden tener diversos
efectos, como; fortificantes, para el control de acaros, roedores, nematodos,
bacterias, hongos y virus. Se extraen de alguna porcion de la planta; la raiz,
el tallo, las hojas, los frutos y las flores, que al someterse a procesos
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quimicos, permiten aislar compuestos caracteristicos (principios activos) en

forma concentrada (Jara y col, 2010).

Obtencion de extractos vegetales.

Los extractos de plantas completas o partes especificas como; flores,
hojas, cortezas, tallos y raices, son obtenidos mediante técnicas
especializadas de extraccidn y concentracion quimica. Los solventes usados
en el proceso de extraccion, se seleccionan de acuerdo con las
caracteristicas de la materia prima, sus componentes y posibles usos. Son
secados por liofilizacion o nebulizacion y valorados mediante técnicas
cromatograficas. Los métodos de extraccion dependen fundamentalmente de
los objetivos de estudio de la planta. Si el trabajo va dirigido al aislamiento de
extractos de una muestra solida (extraccién sdlido-liquido), se pulveriza y
posteriormente, se extraen los analitos mediante un disolvente (liquido)
(Bruneton, 2001; Kovats, 1915).

Técnicas para la obtencion de extractos vegetales

Entre las técnicas de extraccion se encuentran (Valcarcel y col, 1988):

Mecanicas:

e Por expresion: la planta o sus partes se exprimen usando una prensa

hidraulica hasta obtener su jugo, es un método utilizado para obtener

los zumos de citricos, aceites y otros.
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Por incisiones: se aplica con el fin de obtener exudados del material
vegetal, pueden ser gomas, resinas, mieles y otros productos que se
producen en gran cantidad al realizarse incisiones o cortes de plantas
vivas. Pueden también clavarse tubos en la corteza, por donde fluyan

las sustancias.

Destilacion:

Por arrastre de vapor: es el proceso de extraccion mediante el cual
se obtienen aceites esenciales, los cuales son productos grasos
compuestos por un numero muy grande de compuestos quimicos muy
volatiles de estructura y composicidn muy compleja la mayoria son

terpenos debajo peso molecular.

Con disolventes (extraccion discontinua):

Maceracién: la planta seca y molida se pone en contacto con el
disolvente a temperatura ambiente, dejando la mezcla en reposo de 3
a 10 dias. Pasado el tiempo de maceracion, se decanta el extracto y
se elimina el residuo vegetal. Se recomienda hacer una segunda
extraccion.

Infusién: se vierte el disolvente (agua) hirviendo sobre la planta
colocada en un recipiente de cierre bien ajustado, a fin de evitar la
pérdida de los principios activos y se deja en reposo de 52 15 minutos.
Decoccién o cocimiento: consiste en introducir la planta en el

disolvente y dejarla hervir durante 5 a 20 minutos, a temperatura
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superior a la del punto de ebullicién, en un recipiente cerrado para

evitarla evaporacion.

Con disolventes (extraccion continua):

e Percolacion: el material vegetal se coloca en una columna y esta en
contacto permanente con el disolvente que gotea por la parte inferior
arrastrando los principios. Constantemente es necesario agregar
disolvente puro en la parte superior de la columna, para compensar la
cantidad de disolvente que sale por la parte inferior.

e Soxhlet: el material vegetal seco es sometido a una extraccion
continua. El aparato (Soxhlet) asegura en todo momento la provision
de disolvente puro, que pasa por el material arrastrando los principios
activos. El extracto obtenido suele concentrarse eliminando total o

parcialmente el disolvente.

Aplicaciones de los extractos vegetales.

Los extractos vegetales son usados por el hombre desde la antigiedad
para curar sus dolencias. Lo que ha motivado el estudio de gran diversidad
de plantas, permitiendo reportar aplicaciones de una actividad especifica.
Asi, podemos sefalar:

e EIl registro ancestral medicinal de Jafropha curcas L., le infiere

propiedades como emenagogo, laxante, antidiarreico, analgésico, y
antiinflamatorio (Mejia y col, 2000).

28



e Estudios preclinicos del extracto de semilla de Jatropha curcas L., le
atribuyen efecto anticonceptivo, antimicético y acaricida (Rakshit y col,
2008).

e Actividad cicatrizante, coagulante y efecto abortivo (Osoniyi y col,
2003).

Separacion e ldentificacién

Cuando se desea conocer la composicion de una sustancia organica, se
deben tener en cuenta tres aspectos basicos: La obtencién de una muestra
representativa de la muestra, La separacion o aislamiento de cada una de las
sustancias componentes de la mezcla y finalmente el analisis e identificacion
de cada uno de los componentes de dicha muestra. El conocimiento sobre
los métodos de aislamiento y purificacidon de un compuesto, es importante
por las siguientes razones: poder determinar su estructura, en los procesos
de sintesis y seguimiento de las reacciones. Estos métodos se basan en las
diferencias existentes entre las propiedades fisicas de los componentes de
una mezcla como; punto de ebullicion, densidad, presion de vapor,
solubilidad, entre otros (Lopez y col, 2005).

Existen muchas técnicas disponibles para la separacién y purificacion de
los principios activos que estan relacionadas con la cromatografia, siendo
este un método de separacion fisica en el que componentes a separar se
distribuyen en dos fases, una estacionaria y otra movil. La fase estacionaria
puede estar empacada en la columna, distribuida como una pelicula o capa
delgada. Mientras que la fase movil puede ser gaseosa o liquida (Gennaro,
2003). Esto permite separar una mezcla en sus componentes de acuerdo a
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sus diferentes distribuciones en un sistema de dos fases (Marcano y col,

2002).

La fase movil puede ser un liquido o un gas, mientras que la fase

estacionaria puede ser un solido o liquido. Entre las cromatografias se

encuentran:

Cromatografia de adsorcion: |a fase estacionaria es un solido sobre el que

se adsorben los componentes de la muestra.

Cromatografia liquido - Solido CLS (fase movil liquido).

Cromatografia Gas — Sdlido CGS (fase movil gas)

Cromatografia en Capa Fina (fase estacionaria solida en forma plana y
la movil liquida).

Cromatografia liquido - Solido CLS (fase movil liquido).

Cromatografia Gas — Sdlido CGS (fase movil gas)

Cromatografia en Capa Fina (fase estacionaria solida en forma plana y
la movil liquida).

Cromatografia de reparto: la fase estacionaria es un liquido sostenido por

un solido inerte.

Cromatografia Liquido — Liquido CLL (fase movil liquido).
Cromatografia Gas — Liquido CGL (fase mévil un gas).

Cromatografia en papel (fase estacionaria es una capa de agua
adsorbida sobre una hoja de papel).

Cromatografia de intercambio i6nico: |a fase estacionaria es una resina de

intercambio idnico y la separacién se produce por la union de los iones a la

fase estacionaria.
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Cromatografia de exclusién molecular: |a fase estacionaria es parecida a
un tamiz y la separacion se produce en funcién del tamafio de las moléculas.
Teniendo en cuenta la forma de la fase estacionaria:
e Cromatografia en columna.

e Cromatografia plana (Cromatografia en capa fina y papel).

Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje o screening fitoquimico es una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los

principales grupos quimicos presentes en la planta. (Sharapin, 2000).

Reconocimiento de Alcaloides

Estas pruebas se fundamentan en la capacidad que tienen los alcaloides
en estado de sal (extractos acidos), de combinarse con el yodo y metales
pesados formando precipitados. Estas reacciones se basan en los siguientes
comportamientos: el yoduro potasico cuando reacciona con cloruro
mercurico, forma un precipitado rojo de yoduro mercurico; soluble en exceso
de iones de yoduro con formacion de un complejo de anion complejo
incoloro. La solucion alcalina de este complejo sirve para descubrir indicios
de amoniaco. En esta reacciéon se forma el compuesto de color pardo
oxiyoduro mercuriamoniaco, que es soluble en exceso de complejo
generando intenso color amarillo. Los alcaloides por su caracter nitrogenado
pueden comportarse de forma similar al amoniaco, ante estos reactivos;
muchos alcaloides presentes en el material vegetal forman con el bismuto,

yoduros dobles insolubles (Coy y col, 2014).
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Reconocimiento de compuestos fendlicos y Taninos

La prueba de cloruro férrico es un ensayo colorimétrico utilizado para
determinar la presencia de fenoles en el material vegetal. Se usa una
disolucién al 1 % de cloruro de hierro (lll) que ha sido neutralizada con
hidroxido sédico hasta que forme un leve precipitado de FeO(OH). La
sustancia organica se disuelve en agua, metanol o etanol, luego se afiade la
solucion neutra de cloruro: se forma un complejo coloreado transitorio o
permanente (normalmente purpura, verde o azul) indica la presencia de un
fenol o enol.

Esta prueba permite determinar tanto fenoles como taninos. El desarrollo
de una coloracion rojo-vino, indica la presencia de compuestos fendlicos en
general, el desarrollo de una coloracion verde intensa, muestra la presencia
de taninos del tipo pirocatecolicos. El desarrollo de una coloracion azul,
sugiere taninos del tipo pirogalol, derivados del acido galico (Marcano y col,
2002).

Reconocimiento de Flavonoides

Para su deteccion se emplea principalmente la reaccion de la cianidina,
también conocida como reaccion de Shinoda. Para ello se coloca la muestra
a estudiar en un tubo de ensayo con 0,5 gramos de magnesio en polvo,
seguidamente se adiciona HCL concentrado, gota a gota, hasta el
desprendimiento de hidrogeno. Si se observa la aparicion de coloracion

rojiza, violeta o naranja, se considera positivo para compuestos con el nucleo

de la Y -Benzopirona (flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles,

isoflavonoides, y xantonas). También existen otro tipo de flavonoides
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denominados leucoantocianidas, los cuales por cambios en el pH se tornan

incoloras e intensamente coloreadas de rojo (Marcano y col, 2002).

Reconocimiento de Esteroles y Terpenos

La demostracién de la presencia de esteroles (colesterol) se hace por
medio de la reaccion de Liebermann-Burchard, que es especifica para
esteroles con insaturacién en los anillos A,B o C. Las reacciones de color de
los esteroles se deben a una deshidratacidn preliminar para formar dienos.
La formacién de una coloracion azul o verde en la interfase indica la
presencia de esteroles, si la coloracidn es rosa, rojo, magenta o violeta habra
presencia de triterpenos (Marcano y col, 2002).

Reconocimiento de antraquinonas

Las quinonas son diacetonas ciclicas insaturadas que por reduccién se
convierten en polifenoles, siendo reversible esta reaccion. Las quinonas
derivan su nombre del miembro mas simple de la serie: p-benzoquinona
obtenida en 1838 por Woskresensky, como producto de oxidacion del acido
quinico. Las quinonas, por el sistema aromatico quedan al reducirse se
pueden clasificar en Benzoquinonas, Naftoquinonas, Antraquinonas (las mas
numerosas) y fenantroquinonas (Martinez y col, 2008).

Para la deteccion de este tipo de metabolitos secundarios se adiciona
hidréxido de amonio al 2 %. En caso de presencia de nafto o antraquinonas,
al dejar separar las fases: la capa alcalina (inferior) toma una coloracion que
va del rosado al rojo intenso, dependiendo de la concentracion de estos
compuestos en la muestra (Marcano y col, 2002).
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Reconocimiento de Saponinas

Las saponinas son glicdsidos cuya aglicona consiste en un nucleo
esteroidal o triterpénico; esta caracteristica estructural les confiere un
caracter anfétero que les permite actuar como tensoactivos. Aprovechando
esta propiedad, la prueba mas empleada en la deteccion de saponinas es la
prueba de formacion de espuma; consiste en agitar vigorosamente la
solucion acuosa, obtenida de la muestra, en un tubo de ensayo y observar la
espuma formada. Esta debe ser estable por lo menos 30 minutos para poder

establecer la presencia de saponinas (Marcano y col, 2002).
Bacterias

Son seres unicelulares procariotas que presentan una gran variedad de
formas de vida y estan constituidos por una célula o varias. Son capaces de
realizar sus procesos vitales de crecimiento, generacion de energia y
reproduccion, independientemente de otras células sean de la misma clase o
de otra diferente (Madigan y cols, 2004). Existen bacterias fotosintéticas,
quimiosintéticas 'y  heterotrofas. Estas pueden ser saprofitas,
descomponedores o patdégenas, como las que causan tuberculosis y sifilis.
Carecen de un nucleo delimitado por membrana, aunque presentan un
nucleoide que contiene una molécula circular de ADN y su citoplasma carece
de organelas. Alli se pueden apreciar plasmidos (contienen material
genético extracromosomico, que porta genes de resistencia a los
antibioticos) presentan también vacuolas y ribosomas. La membrana
citoplasmatica es una estructura vital para la bacteria, debido a que separa el

interior del exterior celular, y junto a la pared celular y el citoplasma son
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denominados componentes externos, permanentes o constantes (Willey,
1999).

La clasificacion de las bacterias se hace con relacién al contenido de
peptidoglicano en la pared celular. Uno de los procedimientos mas utilizados
para identificar a las bacterias es la tincion de Gram, ya que utiliza dos
colorantes y divide a las bacterias en dos grupos: bacterias Gramnegativas y
bacterias Grampositivas. La pared celular de las bacterias Gramnegativas
esta constituida por una capa fina de peptidoglicano y una membrana
externa. Mientras, que las bacterias Grampositivas poseen una pared celular
gruesa, rica en peptidoglicano y carece de membrana externa. La
composiciéon quimica y el contenido de peptidoglicano en las bacterias
Grampositivas y Gramnegativas explica y determina las caracteristicas
tintoriales (Murray, 2007).

Caracteristicas de las Bacterias Usadas en el Estudio

Bacterias Grampositivas: Dentro de los microorganismos Grampositivos
usados en el presente estudio solo hablaremos de las especies:
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.

Staphylococcus aureus
TABLA 2. Clasificacion Taxondmica de Staphylococcus aureus (Garcia, y
col, 2014).

Clase Bacilli
Familia Staphylococcacea
Género Staphylococcus
Especie aureus
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El género Staphylococcus contiene al menos 30 especies, las de
importancia clinica son; Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus. Son células esféricas Grampositivas que se
disponen en racimos irregulares parecidos a racimos de uva, inmdviles,
aerobios facultativos, catalasa positivo que miden de 0,5 a 1,5 micras de
diametro y fermentan carbohidratos. Staphylococcus aureus se encuentra
ampliamente distribuido en el medio ambiente, por lo que afecta a todas las
especies de mamiferos, siendo frecuente la transmisién entre humanos vy
animales y viceversa (Manzo y col, 2014). Es la unica especie de los
estafilococos que produce la enzima coagulasa y es capaz de crecer con
mucha rapidez sobre distintos medios de cultivo, incluyendo medios con altas
concentraciones de NaCl (7,5 %) (Garcia y col, 2014).

Staphylococcus aureus se encuentra formando parte de la flora normal de
la piel y fosas nasales de las personas sanas. Causa gran variedad de
infecciones cuyos signos y sintomas varian segun la localizacion de la
misma, la manifestacion clasica es el absceso localizado. Sin embargo,
dependiendo de la severidad de la afeccidn suele generalizarse provocando
infeccion sistémica. Algunas cepas de Staphylococcus aureus productoras
de toxinas provocan enfermedades como; fiebre escarlatina, sindrome de

piel escaldada y sindrome de choque téxico (Bonilla y col, 2005).
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Enterococcus faecalis

TABLA 3: Clasificacion taxonémica de Enterococcus faecalis (Porte y col,
2007)

Clase Bacilli
Familia Enterococcaceae
Género Enterococcus
Especie faecalis

El género Enterococcus también son microorganismos Grampositivos que
se disponen en cadenas cortas, de las cuales han sido descritas hasta al
menos 29 especies (Porte y col, 2007). Los enterococos forman parte de la
flora normal del tracto gastrointestinal humano y del tracto genital de la mujer.
Sin embargo, pueden ser encontrados en; suelo, comida, plantas, agua,
animales, pajaros e insectos. En los humanos, las especies mas frecuentes
son Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium pues constituyen, entre
ambos el 90 % de los aislados en el laboratorio clinico (Peréz y col, 2010).
Enterococcus faecalis es el mas abundante en el tracto grastroinstetinal de
los humanos, es una bacteria inmdvil, anaerobia facultativa, catalasa
negativa y fermenta la glucosa. Puede crecer en caldo con 6,5 % de NaCl e
hidrolizar la esculina en presencia de sales biliares (Porte y col, 2007).

Enterococcus faecalis tiene poco potencial patogénico en el hospedador
normal; aunque, en ancianos y pacientes inmunocomprometidos, este
microorganismo se comporta como patdgeno oportunista. Las infecciones
ocurren cuando las defensas del individuo descienden por una enfermedad y
por el uso de dispositivos invasivos. La mayor parte de las infecciones son
originadas por una fuente enddgena, es decir, el enterococo proviene de la
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flora bacteriana de la persona misma. Entre las enfermedades que producen
los enterococos se puede destacar; la bacteriemia y endocarditis (Pérez y
col, 2010)

Bacterias Gramnegativas: Existe una amplia variedad de microorganismos
gramnegativos, pero en esta investigacion solo nos enfocamos en los
géneros Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa.

Escherichia coli

TABLA 4: Clasificacion Taxonomia de Escherichia coli (Rodriguez, 2002)

Clase Gammaproteobacteria
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Especie coli

El género Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es
un bacilo Gramnegativo, anaerobio facultativo que mide 0,5 micras de ancho
por 3 micras de largo, no forman esporas, son moviles por la presencia de la
flagelos peritricos. Ademas son catalasa positivo, oxidasa negativo, reduce
los nitratos a nitritos y fermenta la glucosa con produccion de gas
(Rodriguez, 2002). Este género forma parte de la flora normal del intestino
humano, donde no causa problemas y es necesaria para el funcionamiento
correcto del proceso digestivo. Sin embargo, Escherichia coli posee
estructuras antigénicas complejas que producen diferentes toxinas y factores
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de virulencia, provocando infecciones intestinales y extraintestinales como:
infecciones del aparato excretor, vias urinarias, meningitis, septicemia entre
otros (Vidal, 2003).

Pseudomonas aeruginosa

TABLA 5: Clasificacion Taxonomica de Pseudomonas aeruginosa (Ochoa y
col, 2013).

Clase Gammaproteobacteria
Familia Pseudomonadaceae
Género Pseudomonas
Especie aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa pertenece a la familia Pseudomonadaceae, son
bacilos o diplococos Gramnegativos, aerobios no esporulados y no
fermentadores de carbohidratos. Sus requerimientos nutricionales no son
exigentes, por lo que puede crecer en casi todos los medios de cultivo y al
igual que Escherichia coli reduce los nitratos a nitritos. En los medios de
cultivo se observan colonias lisas, grandes y brillantes, produce pigmentos y
tiene olor caracteristico a fruta (Ochoa y col, 2013). Es un patdégeno
oportunista en inmunocompormetidos produciendo graves infecciones en

vias respiratorias, vias urinarias, tejidos y septicemia (Lloria, 2009)
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Klebsiella pneumoniae

TABLA 6: Clasificacion Taxonomica de Klebsiella pneumoniae (Garrity,
2004)

Clase Gammaproteobacteria
Familia Enterobacteriaceae
Género Klebsiella
Especie pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gramnegativo, anaerobio facultativo
que carece de flagelo por lo que es inmdvil. Se encuentra en el aparato
respiratorio y en las heces de casi el 5 % de las personas sanas. Es la
especie con mayor relevancia clinica dentro del género Klebsiella, ya que
desempefa un papel importante como causa de infecciosas oportunistas.
Causa alrededor del 1 % de las neumonias bacterianas y puede causar
condensacion hemorragica extensa del pulmon. En algunas ocasiones
produce infeccidn del tracto urinario y bacteriemia a partir de lesiones focales
en pacientes inmunosuprimidos. Siendo las complicaciones mas frecuentes

el absceso pulmonar y el empiema (Garrity, 2004).
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Enfermedades Causadas por las Cepas Bacterianas Utilizadas en el
Presente Estudio

Staphylococcus aureus

¢ Infecciones que resultan de la contaminacién directa de una herida
postoperatoria o infeccion después de un traumatismo (osteomielitis,
meningitis).

e |Infecciones de la piel y tejidos subcutaneos. Como abscesos,
forunculos, impétigo y celulitis.

e Sindrome de shock téxico.

e Enteritis toxica.

e Endocarditis.

e Bacteremias.

e Infecciones urinarias (Bonilla y col, 2005).

Enterococcus faecalis
¢ Infecciones del tracto urinario.
e Bacteriemia.
¢ Infecciones intra-abdominales.

e Endocarditis (Pérez y col, 2010).

Escherichia coli
¢ Infecciones gastrointestinales.
¢ Infecciones del tracto urinario.
¢ Meningitis neonatal (Vidal, 2003)
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Pseudomonas aeruginosa
e Otitis externa.
¢ Infeccion de heridas (foliculitis).
e Endocarditis.
e Neumonia.
e Gastroenteritis.
e Septicemia (Lloria, 2009)
Klebsiella pneumoniae
e Neumonia.
e Infeccion del tracto urinario.
¢ Infecciones del tracto respiratorio.
e Septicemia.

e Meningitis en recién nacidos (Garrity, 2004).

Antibioticos

Uno de los grandes avances de la medicina ha sido el descubrimiento y
uso de sustancias que permiten controlar los procesos infecciosos, es decir
los antibioticos. La terapia antimicrobiana inici6 en 1935 con el
descubrimiento y uso de las sulfonamidas, seguida del uso clinico de la
penicilina en 1940. Desde entonces se han realizado muchas investigaciones
tratando de encontrar sustancias biolégicas con propiedades
antimicrobianas, producidas o sintetizadas por microorganismos. A estas
sustancias se les denomina antibidticos. Posteriormente la investigacion se
dirigi6 a sintetizar en el laboratorio, nuevas sustancias con propiedades
antimicrobianas y a modificar las ya existentes, mejorando asi sus

caracteristicas. A estas sustancias sintetizas en el laboratorio se les
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denomina antimicrobianos, aunque el término antibidtico es mas
generalizado (Vargas, 2013).

Los antibidticos se pueden definir como un producto del metabolismo
microbiano, capaz de matar o inhibir el crecimiento de los microorganismos.
La especificidad de accion depende de que el farmaco bloquee una enzima o
sustrato no presente en las células eucariotas humanas. Para que el
antibidtico ejerza su accidn es necesario que llegue al foco infeccioso,
penetre las bacterias (por difusion o transporte activo) y alcance
intracelularmente la concentracion necesaria (Martinez y col, 2007).

Basados en su estructura quimica y mecanismos de accion, los
antibioticos se clasifican en (Martinez y col, 2007):

¢ Inhibidores de la sintesis de la pared celular bacteriana.

¢ Inhibidores de la funcion de la membrana citoplasmatica.

¢ Inhibidores de la sintesis de proteinas.

¢ Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos.

Antibiéticos que Inhiben la Sintesis de la Pared Celular

La pared celular de las bacterias es sintetizada en el citoplasma celular y
en la superficie interna de la membrana citoplasmatica, esta constituida por
peptidoglicano (Martinez y col, 2007). Esta estructura que es mas gruesa en
Grampositivos, protege a la célula de su destruccion y le confiere resistencia
osmotica. Las bacterias, debido a su crecimiento, estan continuamente
renovando su peptidoglicano y transportandolo a su sitio adecuado en la
pared celular. En consecuencia, estos antibiéticos actuan uniéndose a
enzimas que actuan en la ultima etapa de la sintesis de peptidoglicano,

inactivandolas, es decir inactivan a las proteinas fijadoras de penicilina
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(PBP). Ademas inducen un efecto autolitico, por tanto lo tanto son
bactericidas. Los inhibidores de la sintesis de la pared celular son: f-
lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenemos y
glucopéptidos) (Garcia y col, 1999).

Al primer grupo de inhibidores se les conoce como B-lactamicos, puesto
que la base de su estructura quimica es el anillo B-lactamico. Estos tienen
escasa toxicidad directa, es decir, actuan sobre la pared celular del
microorganismo que no esta presente en la célula animal. Siendo el principal
mecanismo de resistencia la produccién de betalactamasas por parte de la
bacteria. No obstante, para que el betalactamico sea activo, es necesario
que este unido a otros radicales (otros anillos). La accién bactericida,
depende del tiempo que la bacteria este expuesta a concentraciones
superiores a la concentracion minima inhibitoria (CMI) (Garcia y col, 1999).

Los glucopéptidos son bactericidas en bacterias en fase de divisién y
bacteriostaticos en Enterococcus sp. y Staphylococcus sp. con sensibilidad
disminuida a la vancomicina. Actuan sobre la segunda fase de sintesis de la
pared bacteriana, inhibiendo la formacion del peptidoglicano. Ademas alteran
la permeabilidad de la membrana citoplasmatica bacteriana y la sintesis de
ARN (Murray, 2007).

Antibiéticos que Inhiben la Sintesis de la Membrana citoplasmatica

La membrana citoplasmatica es vital para todas las células ya que
interviene activamente en los procesos de difusion y transporte activo,
controlando de esta forma la composicion del medio interno celular. Las
sustancias que alteran su estructura, modifican la permeabilidad y provocan

la salida de iones de potasio, elemento esencial para la vida bacteriana, o la
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entrada de otros que alteran el metabolismo bacteriano. Los antimicrobianos
que actuan en esta estructura se comportan como bactericidas y pueden
tener elevada toxicidad sobre las células humanas. A este grupo pertenecen
las polimixinas, los lipopétidos y los antibidticos poliénicos (Calvo y col, 2009)

Antibiéticos que Inhiben la Sintesis de Proteinas

En el ribosoma bacteriano, el centro de decodificacion se encuentra en
una pequeia region del ARNr 16S de la subunidad 30S, mientras que el
lugar de formacion de los péptidos esta constituido por nucledtidos
contenidos en un bucle del dominio V del ARNr 23S de la subunidad 50S
(Martinez y col, 2007). La sintesis de proteinas es uno de los procesos mas
afectados por la accion de los antimicrobianos, su inhibicion selectiva es
posible gracias a las diferencias estructurales entre los ribosomas
bacterianos y eucariotas. En esta estructura, diferentes componentes pueden
ser lugares de union para los antimicrobianos, por ejemplo; determinados
nucledtidos para las oxazolidinonas, algunas proteinas S para las
tetraciclinas o proteinas L para el cloranfenicol (Calvo y col, 2009).

Antibiéticos que Inhiben la Sintesis de los Acidos Nucleicos

El genoma bacteriano contiene informacion para la sintesis de proteinas
que se transmite a través del ARN mensajero producido a partir del molde de
ADN, también para la sintesis de ARN ribosémico que formara parte de los
ribosomas de la bacteria. La informacion del ADN debe duplicarse cuando la
bacteria se divide, para trasmitir esa informacion a la descendencia. Tanto la

replicacion como la transcripcion se realizan en varias fases con la
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participacion de diferentes enzimas y sustratos, ademas del ADN molde, que
constituyen dianas para la accion de diversos antibioticos (Calvo y col, 2009).

Los antibidticos que interfieren en la sintesis de los acidos nucleicos
actuan bloqueando la sintesis de sus componentes, inhibiendo la replicacion
o parando la transcripcion (Martinez y col, 2007). Dentro de este grupo de
antibidticos se incluyen las rifamicinas y las quinolonas, que interfieren en los
procesos de transcripcidn. Los nitroimidazoles y nitrofuranos actuan
directamente sobre el ADN dafiandolo, por lo tanto los antibidticos de este
grupo no son selectivos en su accién y exhiben cierta toxicidad para las
células eucariotas (Calvo y col, 2009).

Métodos para Determinar la Actividad Antibacteriana en Extractos de

Plantas

Las pruebas de susceptibilidad microbiana, son técnicas esenciales en la
investigacion y los resultados pueden variar dependiendo de una gran
cantidad de factores involucrados en el desarrollo de las mismas (Bakht y col,
2015). Entre ellos; la seleccion de las plantas, el tipo de extraccidon y la
eleccion de los bioensayos apropiados. Hasta detalles como la cantidad de
inoculo y técnica utilizada para la determinacion de actividad antimicrobiana,
influyen en los resultados de manera contundente en los resultados. Los
métodos para evaluar la actividad de extractos sobre bacterias y hongos se

clasifican en dos grupos principales: difusién y dilucion (Ramirez y col, 2009).
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Método de Difusion en Agar (Kirby-Bauer)

Es un método cualitativo, de facil estandarizacién e indicado para
microorganismos no exigentes nutricionalmente y de crecimiento rapido
(Ramirez y col, 2009). Por consiguiente es utilizada para evaluar la
susceptibilidad de las bacterias a los agentes antimicrobianos (Ramirez y col,
2006). Este método esta apoyado por datos clinicos y de laboratorio, es
reproducible y se desarrolla en base a los fundamentos descritos por Kirby y
Bauer en 1966 (Ramirez y col, 2009). Se conoce con el nombre de “prueba
de Kirby-Bauer” y consiste en depositar, en la superficie de agar de una
placa de Petri previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel
secante impregnados con los diferentes antibidticos. Tan pronto el disco
impregnado de antibiotico se pone en contacto con la superficie humeda del
agar, el filtro absorbe agua y el antibidtico difunde al agar. El antibidtico
difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del disco
formandose un gradiente de concentracion (Ramirez y col, 2006).

Transcurridas 18-24 horas de incubacion los discos aparecen rodeados
por una zona inhibicidn, que corresponde con la inhibicion del crecimiento
bacteriano. La interpretacion de los halos de inhibicion permite expresar el
resultado como: sensible, sensibilidad intermedia o resistente. La categoria
sensible indica que la infeccion debida al microorganismo aislado puede ser
tratada con el antibidtico a la dosis recomendada segun la gravedad de la
infeccion. La categoria intermedia sugiere que el antibidtico tiene
aplicabilidad clinica en sitios corporales donde el antibidtico alcance
concentraciones terapéuticas adecuadas. Si la bacteria aislada, no es

inhibida por el antibidtico a las concentraciones terapéuticas ideales, indica
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que ha generado mecanismos de resistencia de resistencia y se considera

resistente (Ramirez y col, 2006).

Método de Diluciéon en Caldo o Agar

Los métodos de dilucion son apropiados para la determinacion
cuantitativa de la actividad antimicrobiana. En esta técnica una cantidad de
extracto de planta o compuesto activo, es mezclado con una cantidad de
medio de cultivo (Garcia y col, 2016). El crecimiento se realiza en medio
liquido, en el que se ha realizado una dilucion conocida del extracto de
planta. En funcion del volumen de medio utilizado tenemos dos tipos:
macrodilucion que es volumen superior o igual a 1 mL y microdilucién suele
emplear volumenes de 0,1 mL. En la actualidad estos métodos se utilizan
para la determinacion concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) de los antimicrobianos (Wayne,
1999).

Método de las Tiras de Epsilén

Es un método alternativo para el estudio cuantitativo de la sensibilidad
antimicrobiana, sencillo y se correlaciona bien con el método de dilucion en
caldo. Consiste en una tira de plastico no poroso que incorpora un gradiente
predefinido de antimicrobiano. Se inocula la placa de agar con el
microorganismo y la tira de Etest se coloca sobre su superficie
produciéndose la difusion del antibiotico desde el soporte hasta el agar. Tras
la incubacion se puede observar una zona de inhibicion elipsoidal y simétrica
(Wayne, 1999).

48



Método de ELISA (Ensayo por Inmunoabsorcién Ligada a Enzimas)

Permite medir el crecimiento bacteriano, debido a su alta sensibilidad y
especificidad, este método ha sido reportado en trabajos de investigacion
enfocados en la busqueda de sustancias naturales inhibidoras del
crecimiento de los microorganismos (Eloff, 1998). Para reportar la actividad
antimicrobiana de una sustancia pura o de composicién definida, el resultado
obtenido debe relacionar a la sustancia en estudio con una medida de su
bioactividad. Generalmente, la actividad antibacteriana se reporta con la IC50
y CIM, la IC50 antibacteriana reporta la concentracion que inhibe el 50 % de
crecimiento bacteriano y la CIM (concentracion inhibitoria minima) expresa la
concentracion mas baja de sustancia que inhibe dicho crecimiento (Eloff,
1988). La ventaja de esta metodologia es que usa pequefas cantidades de
sustancia de prueba para desarrollar la microdilucion. El crecimiento del
inoculo se verifica por el aumento de turbidez en el medio, lo cual se registra
en un lector ELISA (Eloff, 1998).

Definicion Operacional de Términos

Extracto Vegetal

Son productos vivos, obtenidos mediante una extraccion sélido-liquido
con un solvente que permite recuperar los metabolitos secundarios de la

planta (Escudero, 2012).
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Metabolitos Secundarios

Son compuestos quimicos sintetizados por las plantas que no cumplen
funciones esenciales en ella, no son indispensables, pues no intervienen en

el metabolismo primario de la plantas (Escudero, 2012).

Espectro de Masas

Representa la abundancia relativa de los distintos iones en funcién de su
relacion carga/masa, se obtienen convirtiendo los componentes de la

muestra en iones gaseosos (Harvey, 2002).

Cromatograma

Es la representacion grafica de la senal en funcion del tiempo una vez

que la muestra es inyectada a un sistema cromatografico (Harris, 2007).

In6culo

Es una porcion de la poblacién de microorganismos (Ramirez y col, 2006).

Operacionalizacidon de las variables

Segun Hernandez, Fernandez y Baptista (2017):

Las variables son conceptos abstractos. Por eso, es necesario
transformar estos conceptos en empiricos para que se puedan
medir...En tal sentido, se operacionalizaran las variables dependientes
e independientes con el fin de identificar el indicador que muestre la
presencia de estas caracteristicas (p.33).
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La variable dependiente: actividad antibacteriana de los extractos de
las partes aéreas de Jafropha curcas L. y la variable independiente:
composicién quimica de los extractos de las partes aéreas de Jatropha
curcas L., fueron operacionalizadas utilizando varios criterios.
Especificamente, se categorizo el tipo de variable y se definié conceptual y
operacionalmente. Estos aspectos fueron importantes para conocer las
dimensiones de la variable y, a la vez, referir como se mide. (Tabla 7 y 8).

Tabla 7. Operacionalizacion de la Variable Dependiente actividad

antibacteriana de los extractos de las partes aereas de Jatropha

curcas L.

Actividad antibacteriana | Dependiente (Domingo y col, 2003)

de los extractos hexano, establecen,; es la

diclorometano y etanol capacidad de bloquear

de las partes aéreas de los ataques de

Jatropha curcas L. microrganismos
interfiriendo en su aciéon

La actividad | .Sensible

antibacteriana se puede .Halo de inhibicion
medir a través del | .Resistente

Método de difusidon en

agar (Kirby-Bauer).
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Tabla 8. Operacionalizacion de la Variable Independiente composicion
quimica de los extractos de las partes aéreas de Jatropha curcas L.

Composicion  quimica
de los extractos de
hexano, diclorometano
y etanol de las partes
aéreas de Jatropha
curcas L.

(Gutiérrez y col, 2002)
establecen; la CG-EM
como técnica para la

identificacion de los
metabolitos secundarios
presentes en las
plantas

Independiente

.Presencia de

triterpenos

.Presencia de acidos
fenodlicos

.Presencia de taninos

.Presencia de

flavonoides

.Presencia de alcaloides

.Presencia de
Cumarinas
.Presencia de
saponinas

Sustancias (metabolitos
secundarios) presentes
en los extractos y en que
proporciones se
encuentran (Lincoln 'y
col, 2006)

Porcentaje de
triterpenos, acidos
fendlicos, taninos,
flavonoides, alcaloides,

cumarinas y saponinas




Sistema de Hipotesis

Hipotesis Alternativa

(H1) Estudios previos demuestran que especies de la familia Euphorbiaceae
también producen metabolitos secundarios como Flavonoides, triterpenos y
esteroles biologicamente activos. En este sentido, es de esperar que los
extractos obtenidos de las partes aéreas de la especie Jatropha curcas L.
posean actividad antibacteriana en cepas de referencia internacional, en el
Laboratorio de Antinomicetos del Instituto de Investigaciones de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, durante el periodo
de Junio de 2017 hasta Mayo de 2018.

Hipotesis Nula

(Ho) Probablemente los extractos obtenidos de las partes aéreas de la
especie Jatropha curcas L., no poseen actividad antibacteriana en cepas de
referencia internacional en el Laboratorio de Antinomicetos del Instituto de
Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad
de Los Andes, durante el periodo de Junio de 2017 hasta Mayo de 2018.
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CAPIiTULO 1l

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion guarda relacion con lo que se desea conocer
sobre un fendmeno, formalizado a través de la pregunta y el objetivo general
enunciado con el verbo especifico (Hurtado, 2010). Por tal motivo, esta
investigacion fue confirmatoria, puesto que se confirmé la relacion entre la
actividad antibacteriana y la composicion quimica de los extractos (hexano,
diclorometano y etanol) de las partes aéreas (hojas y cascaras) de la
Jatropha curcas L. en cepas de referencia internacional.

Diseno de la Investigaciéon

El disefio de la investigacion constituye el conjunto de estrategias que el
investigador empleara para dar respuesta al enunciado holopraxico. En
atencion al disefio, esta investigacion fue experimental, contemporaneo,
transversal y de laboratorio (Hurtado, 2010). Puesto que la especie vegetal
(J. curcas) fue sometida a determinados tratamientos, para observar los
efectos o reacciones de la misma. El estudio se realizé en el Laboratorio de
Productos Naturales del Instituto de Investigaciones y en el Laboratorio de
Antinomicetos de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
Los Andes en un lapso de tiempo determinado. Por lo tanto el disefio
también fue de laboratorio, contemporaneo y transversal ya que las muestras

se procesaron en el presente y el dato se recolecto solo una vez.
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Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

El grupo de estudio estuvo representado por los extractos (hexano,

diclorometano y etanol) de las partes aéreas de la Jatropha curcas L.

Tamano Muestral

La muestra estuvo integrada por la recoleccion de 200 gramos de hojas y
cascaras de la especie vegetal. La determinacion botanica la realizd el
Ingeniero Juan Carmona, adscrito al herbario MERF (Mérida Farmacia) de la

Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.
Sistema de Variables

Las variables relacionadas con el propdsito de la investigacion fueron: a)
Variable Independiente (VI): composicion quimica de los extractos de las
partes aéreas de Jatropha curcas L. b) Variable Dependiente (VD): actividad
antibacteriana de los extractos de las partes aéreas de Jatropha curcas L.

Procedimientos de la Investigacion
Recoleccion del Material Vegetal

El material vegetal correspondiente a las partes aéreas de la Jatropha

curcas L., fue recolectado en el Herbario MERF de la Facultad de Farmacia y

Bioanalisis de la Universidad de Los Andes y registrado en el mismo con el
codigo M.Hy D.S 01.
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Extraccién y Preparacion del Extracto Vegetal

Para la preparacién de los extractos de J. curcas L., se pesaron 200

gramos de hojas y cascaras previamente secas y pulverizadas, fueron

sometidas a un proceso de maceracion al frio con hexano, diclorometano y

etanol a temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente se filtré al vacio

el solvente llevandolo a concentrar en un rota vapor a presion reducida,

obteniéndose los extractos concentrados (Esquema 1).

Tamizaje Fitoquimico

Para la determinacion de los metabolitos secundarios presentes en cada

extracto, mediante las pruebas fitoquimicas se procedié a la evaporacion de

los solventes. Entre las pruebas quimicas cualitativas efectuadas se

encuentran:

Ensayo Dragendorff, Wagner y Mayer (alcaloides): Se pesa una
porcidn del extracto etandlico y se le adicionaron 10 mL de HCI 10 %,
se colocaron en bafio de maria hasta ebullicion por 30 minutos. Se
filtro y el filtrado se distribuyd en 3 tubos de ensayo. Se adicion6 a
cada tubo gotas del reactivo correspondiente (Dragendorff, Wagner y
Mayer). La aparicion de turbidez y un precipitado indica la positividad
de la prueba.

Reaccion de Cloruro Férrico (FeCls3): se tomo una alicuota de los
extractos y se le adicion6 3 gotas de una solucion de tricloruro férrico
al 5 % en solucion salina fisiologica. La presencia de una coloracion
rojo vino evidencia la presencia de compuestos fendlicos en general.
El desarrollo de una coloracién verde intensa indica la presencia de
taninos pirocatecdlicos. Si se torna a un color azul indica la presencia

de taninos pirogalotanicos.
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Reaccién de Shinoda: se tomo6 una porcién del extracto diluido y se
le adicioné 1 mL de etanol absoluto, 3 gotas de acido cianhidrico
concentrado y virutas de magnesio. La formacién de una coloracion
roja indica la presencia de auronas o chalconas. Si al agregar
magnesio se forma una coloracién naranja a roja indica la presencia
de flavonas, si es rojo flavonoles y si es magenta flavononas.
Reaccion de Lieberman: se tomo 2 mL del extracto liquido diluido,
posteriormente se afadid 1 mL de acido acético anhidro y 2 gotas de
de acido sulfurico concentrado, se dejo reposar durante 5 minutos. La
formacion en la interfase de un color azul o verde indica la presencia
de esteroles. La formacion en la interface de un color rosa, rojo,
magenta o violeta indica la presencia de triterpenoides.

Prueba de la Espuma: se coloco 10 gotas del extracto en un tubo de
ensayo y se adiciond 1 mL de agua destilada, se agité vigorosamente.
La positividad de la prueba se evidencia por la presencia de espuma.
Prueba de Hidréxido de Amonio (NH4OH): a una pequefia porcién
del extracto se le adicion6 una gota de hidroxido de amonio
concentrado. La presencia de una coloracion roja que aparece en los

dos primeros minutos indica antraquinonas.

Separacion e ldentificacion de los Compuestos Quimicos de los
Extractos

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM):

El analisis por Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de

Masas (CG-EM) se realiz6 en un equipo marca Hewlett Packard 6890

equipado con una columna de fenil-metil-polixilosano de 30 m de largo x 0,25
mm (HP-5) y un detector de masa Hewlett Packard MSD 5973. La
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identificacion de los componentes se establecié usando las bases de datos;
Wiley MS Data Library 6™ edicién, Nist 5.L y HP CH2705.L.

Determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos de
Jatropha curcas L.

La actividad antibacteriana fue evaluada en el laboratorio en el
Laboratorio de Antinomicetos del Instituto de Investigaciones, ubicado en la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, bajo la
supervision de la Doctora Yndra Cordero de Rojas y la Doctora Ysbelia
Obregon.

Evaluacion de la actividad antibacteriana:

A partir de los extractos (hexano, diclorometano y etanol), se prepararon
las siguientes diluciones: 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 y 15,62 ppm.
Todos los extractos fueron disueltos en dimetil sulfoxido (DMSO) para
obtener concentraciones de 1000 ppm. La evaluacion de la actividad
antibacteriana se realizd6 mediante el método de difusién del disco en agar,
para cual se seleccionaron 5 microorganismos; 2 especies de bacterias
Grampositivas y 3 especies de bacterias Gramnegativas de referencia
internacional pertenecientes a la coleccion de cultivos Tipo Americano
(ATCC). Estas fueron obtenidas del Cepario del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes, a cargo de la Lic. Maria Eugenia Nieves.

Para el presente ensayo se tomaron en cuenta los controles positivos
(Ampicilina, Eritromicina y Piperacilina), segun lo establecido por el Instituto
de Estandares de Laboratorios Clinicos (CLSI) para cada especie bacteriana.
En la tabla 9 se observan los halos de inhibicion obtenidos con los
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antibidticos controles para las cepas de referencia, los cuales mostraron ser

sensibles segun el punto de corte recomendado por el CLSI.

TABLA 9. Halos de inhibicién de los controles positivos para las cepas de

referencia internacional

S.aureus
ATCC 25923

E. faecalis =17 mm 17 mm
ATCC 29219
E.coli =21 mm 11 mm
ATCC 25922
K. pneumoniae 221 mm 8mm
ATCC 23357
P. aeruginosa =21 mm 30 mm
ATCC 27853

Preparacion de las Placas:

A cada placa se le coloco aproximadamente 15 mL del agar Mueller-
Hinton previamente preparado y esterilizado, se realiz6 siguiendo las
instrucciones de la casa comercial, bajo la supervision de la Dra. Yndra
Cordero de Rojas, posteriormente se dejo solidificando a temperatura

ambiente.
Preparacion de los Discos Impregnados:

Los discos de papel filtro se cortaron a un diametro de 6 mm, se
organizaron en placas de Petri de vidrio y se esterilizaron con luz ultravioleta

(UV) 24 horas antes del ensayo. Posteriormente, se le adicionaron 10 yL de

los diferentes extractos de Jatropha curcas L.
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Preparacién de los inéculos bacterianos:

Para la preparacion de los indculos bacterianos las cepas frescas fueron
purificadas en medio de cultivo nutritivo, con un tiempo de incubacion de 16 a
18 horas, de estas se tomd6 una pequeia cantidad de colonias con una asa
en aro y se suspendieron en una solucion de cloruro de sodio al 0,85 %
estéril, ajustando el indculo hasta una concentracién bacteriana equivalente a
0,5 en la escala de Mac Farland (1058 UFC/mL).

Inoculacion de las placas:

Una vez preparadas las placas se inocularon con un hisopo de algodén
estéril, debidamente humedecido con los indculos bacterianos en forma

homogénea; girando sucesivamente dicha placa en angulos de 90°.

Analisis de la actividad antibacteriana

Se empled el método de difusidn del disco en agar (prueba de Kirby-
Bauer), por lo que el in6culo bacteriano fue diseminado con un hisopo sobre
la superficie de una placa con Mueller-Hinton. Posteriormente, se colocaron
los discos de papel filtro impregnados con los diferentes extractos, ademas
se colocé el control negativo (DMSO) y los estandares de antibidticos de
referencia como control positivo. Piperacilina para Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa; Eritromicina para Staphylococcus
aureus y Ampicilina para Enterococcus faecalis. Las pruebas fueron
realizadas por duplicado. Las placas inoculadas se incubaron a 37 °C
durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion se procedi6 a realizar
la lectura con regla milimetrada, midiendo la zona clara alrededor de los
discos de papel filtro impregnados con los diferentes extractos. Se interpreto
un resultado como positivo o sensible (actividad antibacteriana) cuando se
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observo un halo de inhibicién del crecimiento bacteriano alrededor del disco.
El caso contrario, la ausencia de dicho halo se interpreté como negativo o
resistente (sin actividad antibacteriana). Los halos de inhibicién alrededor de

los discos fueron interpretados en mm.

Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

Se determiné la CIM: que corresponde a la concentracion mas baja de un
antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un microorganismo. Este
procedimiento se llevd a cabo realizando diluciones de los extractos con
dimetilsulféxido (DMSO), utilizando el mismo método de difusion del disco en
agar. Las diluciones seriadas fueron: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 y
15,62 ppm.
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Esquema 1. Obtencion de los diferentes extractos de J. curcas L.

J. curcas L.
Cascara Hojas
CTTTTTTT oA
! Maceracion !
__________ 1
Hexano . Etanol
Diclorometano
Hoja Cascara Cascara Cascara
CG/EM

»

Tamizaie Fitoauimico

Prueba

» Actividad Antibacteriana

Gram +

— Alcaloides

— Flavonoides

— Taninos

— Triterpenos y esteroles
— Cumarinas

— Saponinas

— Quinonas
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Jatropha curcas L., es una especie vegetal recolectada en el Herbario
MERF de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los
Andes, fue sometida a procesos de extraccion con la finalidad de obtener los
extractos de hexano, diclorometano y etanol.

Los extractos de Jatropha curcas L., se obtuvieron a partir de las hojas y
cascaras pulverizadas, las cuales se sometieron a un proceso de maceracion
al frio empleando hexano, diclorometano y etanol. Sin embargo, para el
analisis; fitoquimico, por CG-EM y la evaluacién de la actividad antibacteriana
solo se trabajo con los extractos de hexano (hojas y cascara), diclorometano
y etanol (cascara). Pues fueron los unicos extractos que se disolvieron en
acetona, siendo este el procedimiento recomendado para el analisis de las
muestras por CG-EM.

Los porcentajes de rendimiento de extraccion obtenidos fueron: 6,37 %
del extracto de hexano (hojas), 12,18 % del extracto de hexano (cascara),
11,72 % del extracto de diclorometano (cascara) y 12,21 % del extracto de
etanol (cascara). Posteriormente los extractos se sometieron a un tamizaje o
screening fitoquimico preliminar, para detectar la presencia de metabolitos
secundarios. Los resultados de las pruebas quimicas realizadas se muestran

en la tabla 10.
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Jatropha curcas L.

Tabla 10. Resultados del analisis fitoquimico

de las hojas y cascara de

Pruebas Metabolitos |[EHH | EHC | EDC | EEC
Reaccién de Lieberman- | Triterpenos vy |+ + + +
Burchard Esteroles
Reaccion de Tricloruro | Taninos -
Férrico
Reaccion de Gelatina Taninos
Reaccién de Shinoda Flavonoides - - - -
Prueba de Hidréxido de | Quinonas - - -
Amonio
Prueba de Hidréxido de | Cumarinas - - - -
Amonio
Prueba de Dragendorff -
Prueba de Mayer Alcaloides -
Prueba de Wagner -
Prueba de la Espuma Saponinas -

EHH: Extracto de Hexano (hojas), EHC: Extracto de Hexano (cascara) EDC:

Extracto de Diclorometano (cascara), EEC: Extracto de Etanol (cascara).

En el screening fitoquimico realizado no se detectaron taninos,
flavonoides, cumarinas, quinonas, saponinas, pues no se observd un cambio
de color de los extractos al someterlos a las respectivas reacciones quimicas
mencionadas anteriormente. Tampoco se mostrd la presencia de alcaloides,
debido a que no hubo produccion de precipitado en el extracto etandlico
(cascara). Solo se encontro la presencia de esteroles en los cuatros extractos
estudiados, que se evidencié mediante el cambio del color original de los
extractos a verde. Sin embargo estos resultados no coinciden con los de
Igbinosa y col, 2011; quiénes demuestran cualitativamente la presencia de
saponinas y flavonoides en el extracto hexanico de las hojas. Mientras que
Méndez y col, 2018; reportan la presencia de compuestos fendlicos y
flavonoides en los extractos de hexano y diclorometano (hojas) de la especie
curcas L. recolectaron en el Estado Meérida.

Jatropha que

64



Analisis de la composicion quimica de los extractos segun las bases
datos Wiley, Nist y HP

El analisis de los extractos de Jatropha curcas L., se realizdé por medio de
un equipo de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
(CG-EM), el cual permitio conocer la composicion quimica y la abundancia
relativa de los principales componentes de cada extracto. Segun los
cromatogramas y los espectros de masas, el componente mayoritario del
extracto de hexano (hojas) resulto ser el hexahidrofarnesil acetona (34,70 %)
y el heptacosano (19,05 %) para el extracto de hexano (cascara). El alcano
octacosano (22,00 %) y el 1-eicosanol o alcohol arachidico (11,94 %) para
los extractos diclorometano y etanol de cascara respectivamente (Figura 6).
Ademas se identificaron otros 36 compuestos de los diferentes extractos, los

cuales se describen a continuacion.

Figura 6. Estructura quimica de los componentes mayoritarios de los

extractos de hojas y cascara de Jatropha curcas L.

Hexahidrofarnesil acetona ° o
14 12 10 8 6 4
2
13 11 9 7 5 3 1
Heptacosano CHs— (CH,),5——CHj3
Octacosano CHs— (CH,),s— CHj3
Arachidil alcohol CH;—(CHy)1s— CH,OH

Extracto hexandico de las hojas de Jatropha curcas L.

El cromatograma del extracto de hexano (hojas) de Jatropha curcas L.
(Figura 7), mostro la presencia; del monoterpeno; geranial, el diterpeno; fitol y
el triterpeno; escualeno. También los alcanos como; el tricosano, el
pentatriacontano y el tetracontano. Otros compuestos identificados fueron; el
acido hexanoico, 3-tetradecil ester, la colchamina, y el esterol; p-sitosterol
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(Figura 8). El analisis fitoquimico preliminar realizado para este extracto en el
presente estudio, demostrd cualitativamente la presencia de esteroles,
resultado que concuerda con lo reportado en la literatura (Gubitz y col, 1999;
Staubmann y col, 1999). En la tabla 11 se muestra los metabolitos del
extracto con sus respectivos tiempos de retencién y abundancia relativa.

Al comparar los resultados obtenidos con trabajos previos sobre el
extracto de hexano (hojas), resulto ser similar para la misma especie
recolectada en otros paises. Tal es el caso, de un estudio realizado en
Malasia por Namuli y col, 2011; donde reportan como componentes
mayoritario al g-sitosterol (16,50 %), y el acido oleico (41,60 %). En Tailandia
(2016), un estudio a cargo de Saosoong y col, mostro la presencia del acido
hexadecanoico (22,30 %) en el extracto hexandico de las hojas de Jatropha
curcas L., resultado que coincide con el reportado en el presente trabajo. Sin
embargo, es importante sefialar que solo existen estos 2 trabajos acerca de
la composicién quimica del extracto de hexano (hojas) de la especie
Jatropha curcas L.
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Figura 7. Cromatograma del extracto de hexano (hojas) obtenido de
Jatropha curcas L.
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Tabla 11. Metabolitos identificados por CG-EM en el extracto hexandico de

las hojas de Jatropha curcas L.

1 11,58 34,70 Hexahidrofarnesil acetona

2 12,36 4,91 Geranial

3 14,17 10,65 Fitol

4 16,30 4,01 Acido hexadecanoico, 3-tetradecil ester
5 18,88 6,03 Tricosano

6 19,87 8,77 Escualeno

9 20,30 6,24 Pentatriacontano

7 21,95 6,46 Tetracontano

8 23,03 3,56 Colchamina

9 24,78 10,10 f-sitosterol
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Figura 8. Estructura quimica de los componentes del extracto hexandico de

las hojas de Jatropha curcas L.

Geranial . 5

Fitol 16

Escualeno

17-pentacotano CH3— (CHp)15— CH=—CH (CHj)1g  CHj
Tetracontano CH3— (CHp)3s~ CHg3
Colchamina

Betasitosterol

Extracto hexandico de la cascara de Jatropha curcas L.

En cuanto al extracto de hexano (cascara), el cromatograma (Figura 9)
mostré la presencia del alcano tricosano (ver estructura en la Figura 7) al
igual que en el extracto de hexano (hojas) de la especie estudiada, solo que
en menor proporcidn. También, indicd la presencia del alcohol arachidico

(ver estructura en la figura 6), estigmasterol (esterol), y otros alcanos como;
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el tetracosano, pentacosano, hexacosano, heptacosano, octacosano y el
triacontano (Figura 10). Al igual que en el extracto hexanodico de las hojas de
Jatropha curcas L., se detectd cualitativamente esteroles en el tamizaje
quimico realizado. Siendo el estigmasterol el unico representante de este
grupo presente en el extracto hexanoico de la cascara. Entre las beneficios
que se le han dado se encuentra; la disminucién del colesterol total y
colesterol LDL, efecto; antiinflamatorio, antihumoral, fungicida y bactericida
(Jauregui y col, 2011; Garglulo, 2005). En la tabla 12 se muestra los
metabolitos del extracto con sus respectivos tiempos de retencion y

abundancia relativa.

Figura 9. Cromatograma del extracto de hexano (cascara) obtenido de

Jatropha curcas L.
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Tabla 12. Metabolitos identificados por CG-EM en el extracto hexandico de la

cascara de Jatropha curcas L.

1 15,75 3,60 Tricosano

2 15,58 7,87 Tetracosano

3 17,38 13,80 Pentacosano

4 18,14 13,99 Hexacosano

4 18,89 19,05 Heptacosano

6 19,60 8,11 Octacosano

7 20,29 7,19 Nonacosano

8 21,04 3,27 Triocontano

9 21,96 5,60 Alcohol arachidico
10 24,79 4,68 Estigmasterol

Figura 10. Estructura quimica de los componentes del extracto hexandico de

la cascara de Jatropha curcas L.

Estigmasterol

Tetracosano

Pentacosano CHz (CHp)3— CHs
Hexacosano CH3™ (CHp)24— CHs
Heptacosano CH3 (CHp)2s™ CHg
Octacosano CH3™ (CHy)zs™  CHs
Nonacosano CH3— (CHp)p7 CHs
Triacontano CH3— (CHp)zs™ CHs

Extracto diclorometandico de la cascara de Jatropha curcas L.

El resultado del cromatograma del extracto diclorometandlico de la
cascara de Jatropha curcas L. (Figura 11), evidencio la presencia de la
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metilcetona alifatica: 2-pentadecanona, el ester de acido palmitico y de
alcohol isopropilico: isopropilester del acido palmitico, y el isopropil linoleato
(Figura 12). También, el acido oleico (acido graso insaturado), los alcanos;
otacosano (ver estructura en la figura 9), octadecano, tetratriacontano y 17-
pentatriacontano (ver estructura en la figura 7); esterol: p-sitosterol (ver
estructura en la figura 6). Es importante sefalar, que el acido oleico estimula
la captacién de glucosa en los adipocitos y posee actividad antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus (CMI 2,2 mg/mL), segun lo reporta la literatura
(Berra y col, 2016). En la tabla 13 se muestra los metabolitos del extracto con

sus respectivos tiempos de retencidén y abundancia.

Figura 11. Cromatograma del extracto de diclorometano (cascara) obtenido
de Jatropha curcas L.
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Tabla 13. Metabolitos identificados por CG-EM en el extracto

diclorometandico de la cascara de Jatropha curcas L.

1 11,57 4,21 2-pentadecanona

2 11,31 5,01 Isopropilester del acido palmitico
3 14,87 9,29 Isopropil linoleato

4 14,90 7,84 Acido oleico

5 17,37 3,98 Octadecano

6 18,79 22,0 Octacosano

7 20,29 3,52 Tetratriacontano

8 21,91 4,82 17-Pentatriacontano

9 24,78 17,36 p-sitosterol

Figura 12. Estructura quimica de los componentes del extracto
diclorometandico de la cascara de Jatropha curcas L.

2-pentadecanona CH3;—CO——(CHz)2s——CHjs
Isopropil ester del acido CHs— (CHy)14——COO— CH(CH3),
palmitico

Acido oleico CH;— (CHp);—— CH=—CH (CHy); COOH
Octadecano CH3— (CHp)1s~ CHs
Tetratriacontano CH3 (CHp)3— CHs

Extracto etandlico de la cascara de Jatropha curcas L.

En cuanto al extracto de etanol (cascara), el cromatograma (Figura 13)
mostro la presencia de un alcano; el hexadecano (Figura 14) y el esterol; el
[-sitosterol (ver estructura en la Figura 8). También, se identificaron 8 esteres
de acidos grasos; metil ester del acido hexadecanoico, acido 9,12-
octadecadienoico, metil ester del acido linolelaidico, etil ester del acido
hexadecanoico, etil ester del acido linoleico, etil ester del acido oleico, etil

ester del acido estearico y metil elaidato (Figura 14). Otros compuestos
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identificados fueron; el acido oleico, 1-eicosanol y el p-sitosterol. En la tabla

14 se muestra los metabolitos del extracto con sus respectivos tiempos de

retencion y abundancia relativa

Figura 13. Cromatograma del extracto de etanol (cascara) obtenido de

Jatropha curcas L.
AoudcEace

210000 14.648
1321
190000
180000
170000
1680000
150000
140000
130000
120000
110000 14.000

12X 141a.853
100000

12811

TIC 17asZra3Ducatans
21.968

18879

24789

14264
s0000 L2 P
1a.coa 1T

73

3500



Tabla 14. Metabolitos identificados por CG-EM en el extracto etandlico de la

cascara de Jatropha curcas L.

1 8,91 2,78 Hexadecano
2 12,36 4,54 Metil ester del acido Hexadecanoico
3 13,02 9,17 Etil ester del acido Hexadecanoico
4 14,00 4,23 1) Acido-9,12-Octadecadienoico
2) Metil linolelaidato
3) Metil ester acido Linolelaidico
5 14,05 5,56 1) acido 9-Octadecenoico
2) Metil elaidato
6 14,60 9,65 Etil ester del acido Linoleico
7 14,65 10,76 Etil ester del acido Oleico
8 14,86 4,37 Etil ester del acido estearico
9 21,96 11,94 1-eicosanol
10 24,78 8,24 f-sitosterol

Figura 14. Estructura quimica de los componentes del extracto etandlico de

la cascara de Jatropha curcas L.
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Evaluacion de la actividad antibacteriana

El ensayo con los extractos obtenidos de la especie Jatropha curcas L.
mediante el método de difusion del disco en agar, mostré actividad
antibacteriana frente a las cepas ATCC estudiadas, obteniéndose halos
inhibicion contra Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, a excepcion de Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus.
Estos microorganismos que mostraron halos de inhibicion con una
concentracion de 1000 ppm, se les determind la concentracion minima
inhibitoria (CMI), preparando diluciones de 500, 250, 125, 62,5, 31,25y 15,62
ppm con dimetilsulféxido (DMSO) y etanol. Los resultados de la actividad
antibacteriana se muestran en la tabla 15.

Los extractos de hexano (hojas), hexano, diclorometano y etanol
(cascara) presentaron una concentracion minima inhibitoria contra Klebsiella
pneumoniae a 1000 ppm. Los extractos de hexano (hojas) y hexano
(cascara) también fueron activos frente a Pseudomonas aeruginosa a 500
ppm. Mientras que el extracto de diclorometano (cascara) mostré inhibicion
del crecimiento de; Klebsiella pneumoniae a 1000 ppm, Pseudomonas
aeruginosa a 500 ppm y Escherichia coli a 31,25 ppm. El extracto obtenido
con etanol de la cascara de Jatropha curcas L. también presentd actividad
frente a Pseudomonas aeruginosa a 250 ppm. Sin embargo, en este ensayo
algunos de los extractos presentaron halos de inhibicion (7 mm),
considerablemente cercanos al diametro del disco y menores que para el
antimicrobiano usado como control positivo, por lo que no fueron
considerados para la CMI.

Estudios realizados en especies de la familia Euphorbiaceae han
demostrado que poseen actividad analgésica, antifungica, antiinflamatoria,
antidiurética, antihumoral y anticancerigena (Bittner y col, 2001; De-Ji y col,
1991). Los investigadores peruanos Villegas y col, 1993 demostraron que la

especie Jatropha curcas L., presenta actividad cicatrizante en tejidos
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asociados con heridas internas y externas (ulceras gastricas). Estudios
realizados en Mali, Nigeria, Camerun, Camboya, Filipinas y Malasia, indican
que esta especie es activa contra la malaria y es eficaz en el tratamiento de
la ictericia, el reumatismo y la diarrea (Villegas y col, 1993, Akintayo, 2004).

Los resultados de este estudio (Tabla 15) revelan que los extractos
provenientes de las hojas y cascara de Jatropha curcas L. presentan
actividad antibacteriana sobre las cepas ensayadas, excepto en
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis. Los unicos extractos que no
mostraron actividad sobre Escherichia coli fueron; el extracto de hexano
(hojas) y hexano (cascara). Estos resultados son consistentes con los
reportados por Méndez y cols, 2018, en los que demostraron que los
extractos de hexano y diclorometano (hojas) no presentaron actividad frente
a Escherichia coli, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus. Ademas,
indicaron que tales extractos tampoco mostraron actividad frente a Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, resultados contrarios a los
obtenidos en este estudio.

En 2008 un estudio publicado por Reena y col, demuestra que extractos
obtenidos de las hojas de Jatropha curcas L. contienen apigenina, vitexina e
isovitexina, etc., que en conjunto con otros factores, les permiten ser usados
contra la malaria. También reportan, un comportamiento antibacteriano del
extracto etandlico frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli de 1,25
mg/mL. Mientras, Namuli y col, 2011 reportaron que el extracto de hexano de
las hojas de Jatropha curcas L. mostr6 una CMI de 9,4 mg/mL para
Staphylococcus aureus y de 15,6 para Bacillus subtilis. En el analisis
realizado por CG-EM, del extracto de hexano (hojas) se logro identificar el -
sitosterol como componente mayoritario; al cual le atribuyen el efecto
antibacteriano sobre las cepas mencionadas anteriormente.

Al comparar los resultados del estudio fitoquimico y el analisis por CG-
EM, se puede presumir que los posibles compuestos responsables de la

actividad antibacteriana en los extractos de hojas y cascara son: los
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terpenos, esteroles (hojas y cascara), acidos grasos y los esteres de acidos
grasos (presentes solo en la cascara). Entonces se considera que el hecho
de que las bacterias Gramnegativas sean sensibles a los compuestos
antibacterianos de los extractos de J. curcas L. Puede deberse, a las
diferencias estructurales de las bacterias; la pared celular de las
Gramnegativas es mas delgada y tiene una membrana externa con un alto
porcentaje de lipidos. Lo cual supone que los principios activos de naturaleza
lipidica, sean capaces de atravesar la pared celular rapidamente para que
produzcan su accion. Estos resultados son importantes porque permiten
validar el uso medicinal de las hojas y la cascara, ya que fueron activos

contra bacterias Gramnegativas y grampositivas.

Tabla 15. Halos de inhibicion expresados en mm (milimetros) de los

extractos obtenidos de Jatropha curcas L. frente a las bacterianas

ensayadas.
Extractos Vegetales
Hojas Cascara
Hexano Hexano Diclorometano Etanol
Slolelwlveln|el8lo|olw elnle 8leclolwvw e 8l olwenle
Bacterias c|B[RC|S (SRS [B|R[C|8[F[2|2 (IR T|S[F|2|2[3|IF|8[5]
S. aureus = |- |- = = |- = |- |- = |= |- = = I~ I~ |- = |= |-
E. faecalis = f= = |+« |I= I |- I | IF " I I i B Y i ™ L e i R i
K. pneumoniae [(9) 7| 7| 7| 7| 7] ol(10) 7[ 7| 7] 7| 7[ of(9) 7[ 7| 7| 7] 7] o 71 71 7] 7] 7] o
E. coli 00000007_’{7?77039999(8?@3{7?7??0
P. aeruginosa 10@}700008(8,777708@777'? o[ 10[ 10[(8) 7| 7] 7] o

OCIM (Concentracion inhibitoria minima).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Considerando la interpretaciéon de los resultados obtenidos en esta

investigacion, el autor menciona las siguientes conclusiones:

El tamizaje quimico de los extractos de hojas y cascara de Jatropha
curcas L. determiné la presencia solamente de esteroles, que pueden
ser responsables de la actividad antibacteriana.

El extracto obtenido con hexano de las hojas de Jatropha curcas L.,
reveld la presencia de compuestos que inhiben el crecimiento de
Klebsiella pneumoniae a 1000 ppm y Pseudomonas aeruginosa a 500
ppm. Sin embargo, este extracto no tuvo efecto alguno en el
crecimiento de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Los extractos obtenidos de la cascara de Jatropha curcas L. mostraron
ser mas activos frente Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia coli, que el extracto de hexano (hojas).
Especificamente, el extracto diclorometano (cascara) inhibio el
crecimiento de Escherichia coli a bajas concentraciones (31,25 ppm).
Las cepas bacterianas inhibidas por los extractos que presentaron
actividad antibacteriana son; Gramnegativas (Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa).

Al comparar los resultados obtenidos de las diluciones de los extractos
de hexano (hojas), hexano, diclorometano y etanol (cascara), se
determindé que las diluciones de la cascara presentaron halos de
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inhibicion de mayor diametro que las del extracto hexanico de las
hojas, por lo que se presume que los esteroles y esteres de acidos
grasos presentes en la cascara de Jafropha curcas L., producen un
aumento en la actividad de estos extractos.

El estudio realizado sugiere que los principios activos extraidos de las
hojas con hexano y de la cascara con hexano, diclorometano y etanol,
pueden jugar un rol significativo en la accion inhibitoria contra otras
cepas bacterianas. Demostrando el potencial antimicrobiano de la
especie Jatropha curcas L. recolectada en el Estado Mérida.

Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios enfocados en aislar, identificar,
separar y elucidar las moléculas presentes en los extractos obtenidos
de las hojas y la cascara de Jatropha curcas L., responsables de la
actividad antibacteriana con la finalidad de generar alternativas, para
la obtencion de nuevos antibidticos a partir de una fuente de origen
natural.

Se recomienda determinar el efecto antibacteriano de los extractos
estudiados de Jatropha curcas L. frente a otros microorganismos, en
especial con patdbgenos humanos.

Se recomienda investigar la actividad antimicética de estos extractos,
para confirmar, si los compuestos activos que inhiben las bacterias
también tienen efecto sobre los hongos.

Se recomienda determinar la eficacia y/o toxicidad de los principios
activos in vitro con el fin de determinar la estabilidad del extracto
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obtenido frente a agentes fisicos y quimicos que puedan interferir en
la actividad antibacteriana descrita en el presente estudio.

Se recomienda realizar estudios sobre los rendimientos y las
concentraciones de los metabolitos secundarios identificados en el
presente estudio, con la finalidad de saber si pueden o no ser
aprovechados por la industria farmacéutica.

Se recomienda aislar y ampliar los estudios sobre los principios
activos de cada extracto obtenido para analizar detalladamente la
actividad antibacteriana de cada uno.

Se recomienda realizar extraccién con otros solventes organicos que
puedan generar otro tipo de compuestos, con la finalidad de
comprobar si poseen actividad antimicrobiana en las cepas estudiadas
y en otros microorganismos.

Se recomienda compartir estos resultados con grupos de investigacion

que desarrollan lineas relacionadas con la resistencia antibacteriana.
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ANEXOS

Obtencion de los extractos de Jatropha curcas L.

Reaccion de Lieberman-Burchard
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Pruebas de Alcaloides: Extracto Etandlico de la
cascara de Jatropha curcas L.

EHH: extracto de Hexano (hojas), EHC: Extracto de Hexano (cascara), EDC:

extracto de Diclorometano (cascara), EEC: Extracto de Etanol (cascara)
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Halos de inhibicion del extracto de hexano obtenido de las hojas de

Jatropha curcas L. frente a las cepas ensayadas.

K. pneumoniae P. aeruginosa

Halos de inhibicion del extracto de hexano obtenido de la cascara de

Jatropha curcas L. frente a las cepas ensayadas
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Halos de inhibicion del extracto de diclorometano obtenido de la

cascara de Jatropha curcas L. frente a las cepas ensayadas

P. aeruginosa
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Halos de inhibicion del extracto de etanol obtenido de la cascara de

Jatropha curcas L. frente a las cepas ensayadas

K. pneumoniae P. aeruginosa
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