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RESUMEN

Las especies del género Jatropha son un recurso natural con abundantes metabolitos
secundarios asociados a propiedades bioactivas antioxidantes, antimicrobianas y
anticancerigenas. Jatropha cinerea y Jatropha cordata se localizan en la region noroeste de
Meéxico, sus tallos, hojas, raiz y latex son utilizados en la medicina tradicional para tratar
enfermedades infecciosas. Sin embargo, actualmente se desconoce qué tipo de metabolitos
secundarios producen estas especies y qué actividad bioldgica podrian tener. El objetivo del
presente trabajo fue realizar la caracterizacion fitoquimica por medio de un analisis
cualitativo, cuantificacion de fenoles y flavonoides totales, asi como por HPLC-DAD y ESI-
IT-MS/MS. Ademas, se determinoé la actividad antioxidante por medio de ABTS y DPPH y se
evaluo la susceptibilidad antibacteriana frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus por
medio de las técnicas de difusion en disco, macro y microdilucion de los extractos metandlicos
de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata. Los resultados obtenidos mostraron
que los extractos de ambas especies de Jatropha son fuente de compuestos fenodlicos como;
acidos fenolicos y flavonoides con efecto antioxidante, siendo los extractos de hojas de
Jatropha cordata los que presentaron mayor variedad y concentracion de compuestos
fenolicos, asi como mayor capacidad antioxidante. A pesar de la gran diversidad de
compuestos fenolicos presentes en los extractos no fue posible determinar la susceptibilidad

antibacteriana de estos, mediante las técnicas utilizadas.
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ABSTRACT

The species of the genus Jatropha are natural resource with abundant secondary metabolites
associated with antioxidant, antimicrobial and anticancer bioactive properties. Jatropha
cinerea and Jatropha cordata are distributed in northwestern region of Mexico. The stems,
leaves, roots and latex are used in traditional medicine to treat infectious diseases; however, it
is currently unknown the secondary metabolites these species produce and what biological
activity might have. The aim of the present work was to carry out the phytochemical
characterization by qualitative analysis, quantification of phenols and total flavonoids, as well
as by HPLC-DAD and ESI-IT-MS/MS. Furthermore, the antioxidant activity was determined
by ABTS and DPPH and antibacterial susceptibility against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus was evaluated using disk diffusion, macro and microdilution
techniques of the methanolic extracts of leaves and stems of Jatropha cinerea and Jatropha
cordata. The results obtained was shown that the extracts of both Jatropha species are a
source of phenolic compounds such as phenolic acids and flavonoids with antioxidant effect,
being Jatropha cordata leaves extracts the ones that presented the highest variety and
concentration of phenolic compounds, as well as the best antioxidant capacity. Despite the
great diversity of phenolic compounds present in the extracts, it was not possible to determine

their antibacterial susceptibility by the techniques used.

viii



INDICE GENERAL

IL
II1.

Iv.

APROBACION ...
DEDICATORIA ...ttt e,
AGRADECIMIENTOS ..ottt e,

RESUMEN ..o,
ABSTRACT ..ot

INDICE DE FIGURAS ... ettt
INDICE DE TABLAS ... oot
INTRODUCCION ...t
ANTECEDENTES .. oottt e,

I.1.

Biodiversidad de plantas en México y su utilizacion en la medicina tradicional .

1.2. Metabolitos secundarios de plantas .............coveveiiiiiiiiiiiiii e
1.3, Compuestos feNOLICOS . ..viutitiit ittt et e e e e aens
I.4. Importancia de los compuestos fendlicos y sus principales aplicaciones
DIOIOZICAS ..ottt e
1.4.1. Efecto antioxidante de los compuestos fenolicos y su mecanismo de
7703 10 4

1.4.2. Efecto antibacteriano de compuestos fenolicos y su mecanismo de accion

I.5. Resistencia a antibioticos: problematica actual a nivel mundial (OMS) ...........
1.6. Genero Jatropha y su importancia etnobotanica ............cevvviiererenennennnn
1.7. Jatropha en el noroeste de MEXICO ......uiuiniiiiiiiiei e,
1.8. Descripcion botanica y usos de Jatropha cinerea (Ortega) Mill. Arg .............
1.9. Descripcion botanica y usos de Jatropha cordata (Ortega) Mill. Arg. ............
HIPOTESIS ...ttt
OBJETIVOS ..ot e e
ITLT. ObJetivo Zeneral ........ooviiniiri it e e et e e e ae e
IIL.2. ODbjetivos €SPECIfICOS . ..vvirrirtitit ittt et et eer e e e
MATERIALES Y METODOS ......iiiiiie e,

IV.1 Material biolOZICO . .oouiiiii i
IV.2. Preparacion del material vegetal y extracto metandlico ............c..oovvvvinnnnns,
IV.3. Analisis cualitativo de los extractos metandlicos de hojas y tallos de Jatropha
cinerea 'y Jatropha cordara ..................cooiiiiiiiiiiiiiiiiii

IV.4. Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos ..............cevvevvenn.
IV.5. Identificacion de compuestos fenolicos mediante espectrometria de masas ....
IV.6. Cuantificacion de fenoles y flavonoides totales .............c.oooeviiiiiiiiiin.
IV.6.1. Fenoles totales ..........covuinieiiiiii e
IV.6.2. Flavonoides totales ............o.oieiuiiiiii i,

IV.7. Evaluacion del efecto antioxidante ..............c.ooeviiviiiiiiiiiiiiiii e,
IV.7.1. Ensayo con el radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfonato de
13101001110 ) J PR

IV.7.2. Ensayo con el radical 2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) ..................

IV.8. Evaluacion del efecto antibacteriano frente a los extractos ............ccc.........
IV.8.1. Preparacion del indculo y eXtractos ..........ooevviviieriirinniiiieennnnss
IV.8.2. Técnica de difusion en diSCo ..........ccoeveiiiiiiiiiiiiiiiiiii e,
IV.8.3. Técnica de macrodilucion en caldo ............c.oooiiiiiiiiiiiiiin i,

X

Vil
Viil
Xi
Xil

0 [o)QE SN VS IRV}

o]

11
12
13
15
19
20
20
20
21
21
21

23
23
24
25
25
25
25

26
26
27
28
28
30



VL
VIL
VIIL
IX.

IV.8.4. Técnica de microdilucion .............cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiii e
IV.9. Analisis eStadiStiCo ... ..oouiieiiti it
RESULTADOS ..ottt e e e e
V.1. Analisis cualitativo de los extractos metanolicos de hojas y tallos de Jatropha
cinereay Jatropha cordata .................cooiiiiiiiiiii
V.2. Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos ....................oeeee.
V.3. Identificacion de compuestos fendlicos mediante espectrometria de masas .....
V.4. Cuantificacion de fenoles y flavonoides totales ................coovviiiiiiiniinin,
V.5. Evaluacidn del efecto antioXidante ..............ooeviiiiiiiiiiiiiiii i,
V.6. Evaluacion del efecto antibacteriano ...............cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenn,
V.6.1. Técnica de difusion en diSCO ..........oviiuiiiiiiiiiiiiiii e,
V.6.2. Técnica de macrodilucion en caldo ...,
V.6.3. Técnica de microdilucion ..............ooooiiiiiiiiiiiii i
DISCUSION ...ttt ittt
CONCLUSIONES ..o
RECOMENDACIONES ... e eee e
LITERATURA CITADA ..o e e
APENDICES ...ttt
Apéndice 1. Metodologia del analisis del perfil fitoquimico cualitativo ................
Apéndice 2. Rendimiento de peso en seco por punto de muestreo de hojas y tallos
colectados y molidos de J. cinerea 'y J. cordata .................ccccoviiiiiiiiinninnnnnn,

30
32
33

33
34
36
39
39
41
41
50
51
53
58
59
60
68
68

71



FIGURA

AN N B W

10

11

12

13

14

15

INDICE DE FIGURAS

Estructuras quimicas de los 4 principales grupos de metabolitos secundarios de
las plantas.
Compuestos fendlicos comunes en plantas.

Jatropha cinerea.
Jatropha cordata.

Puntos de muestreo de Jatropha cinerea y Jatropha cordata.

Sembrado del indculo bacteriano en placa Petri para el analisis de la
susceptibilidad antibacteriana frente a los extractos.

Preparacion de las concentraciones de los extractos de hojas y tallos de ambas
especies de Jatropha en la microplaca.

Primer ensayo de susceptibilidad bacteriana del extracto metandlico de
Jatropha cordata (15.625 a 250 mg/mL de peso seco), mediante la técnica de
difusion en agar.

Segundo ensayo de susceptibilidad bacteriana del extracto metandlico de
Jatropha cordata (0.48 a 15.6 mg/mL de peso seco), mediante la técnica de
difusion en disco.

Tercer ensayo de susceptibilidad bacteriana con el extracto metandlico de
Jatropha cordata (0.25 a 250 mg/mL de peso seco), mediante la técnica de
difusion en disco.

Cuarto ensayo de susceptibilidad bacteriana con el extracto metandlico de
Jatropha cordata (25 a 250 mg/mL de peso seco), mediante la técnica de
difusion en disco.

Quinto ensayo de susceptibilidad bacteriana con el extracto metanolico de
Jatropha cordata (0.5 a 250 mg/mL de peso seco), mediante la técnica de
difusion en disco.

Sexto ensayo de susceptibilidad bacteriana con el extracto metandlico de
Jatropha cordata (1 a 250 mg/mL de peso seco), mediante la técnica de
difusion en disco.

Susceptibilidad bacteriana con el extracto metandlico de hojas de Jatropha
cordata (0.24 a 250 mg/mL de peso seco) frente a E. coli mediante la técnica
de macrodilucién en caldo.

Susceptibilidad bacteriana con los extractos metandlicos de hojas y tallos de
Jatropha cinerea 'y Jatropha cordata (0.012 a 1000 mg/mL de peso seco frente
aE. coliy S. aureus mediante la técnica de microdilucion.

xi

PAGINA
6

7
14
16
22

29

31

42

44

46

47

48

49

50

52



INDICE DE TABLAS

TABLA

Analisis fitoquimico cualitativo de los extractos metanolicos de la parte aérea
de Jatropha cinerea 'y Jatropha cordata.

Identificacion y cuantificacion por HPLC-DAD/MS [pg/g muestra] de los
compuestos fendlicos presentes en los extractos metanolicos de hojas y tallos
de Jatropha cinerea y Jatropha cordata.

Compuestos fendlicos identificados de los extractos metanolicos de hojas y
tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata, por medio de ESI-IT-MS/MS.

Contenido de fenoles y flavonoides totales y efecto antioxidante de los

extractos de hojas y tallos de metanolicos de Jatropha cinerea y Jatropha
cordata.

xii

PAGINA

34

37

38

41



INTRODUCCION

Estudios recientes de las plantas del género Jatropha han mostrado su potencial como fuente
de compuestos con propiedades farmacologicas, antimicrobianas, antioxidantes,
anticancerigenas, ademas de ser una fuente importante de proteinas y lipidos (Ashish et al.,
2016, Sabandar et al., 2012, Sharma y Singh, 2012). Este género se distribuye en las zonas
tropicales y subtropicales del continente americano y europeo, particularmente en regiones
estacionales. Es el cuarto género mas diverso de la familia Euphorbiaceae con 180 especies de
las cuales para México se reportan 50 especies, que pertenecen a la subfamilia Crotonoideae y
a la tribu Jatropheae (Steinmann, 2002). Jatropha curcas es la especie mas estudiada en el
género y esta ampliamente distribuida en México a lo largo de la costa del Océano Pacifico y
el Golfo de México. En la medicina tradicional es utilizada para tratar diversas enfermedades
(Sosa et al., 2014). Sin embargo, en el caso de las especies Jatropha cinerea y Jatropha
cordata las cuales se encuentran ampliamente distribuidas en la region noroeste de México

aun no han sido reportados estudios de compuestos bioactivos.

Actualmente, la busqueda de productos de origen natural, como compuestos, extractos
o cualquier derivado que pudieran utilizarse para tratar infecciones por microorganismos
patogenos, se ha intensificado (OMS, 2018). Siendo las plantas uno de los recursos naturales
mas amplio y con valioso potencial en la medicina tradicional, se estima que entre el 60 y 80%
de la poblacion mundial depende de plantas medicinales para el cuidado primario y al menos
35,000 especies vegetales presentan potencial para uso medicinal (Villalvazo, 2017). México
posee una riqueza floristica total de 23,314 especies que lo colocan en el cuarto lugar en el

mundo y aproximadamente el 50% de esta flora es endémica (Villasenor, 2016).

En la actualidad, cada vez es mayor el nimero de infecciones (neumonia, tuberculosis,
gonorrea y salmonelosis) cuyo tratamiento se vuelve mas dificil debido a la pérdida de eficacia
de los antibioticos, esto debido al uso inadecuado de estos fAirmacos que esta acelerando el
proceso de resistencia a los mismos, prolongando las estancias hospitalarias, incrementando
los costos médicos y aumentando la mortalidad. Debido a esto, la resistencia a los antibioticos

es hoy una de las mayores amenazas para la salud mundial, la seguridad alimentaria y el



desarrollo, pudiendo afectar a cualquier persona. Las bacterias que frecuentemente desarrollan
un mayor niamero de resistencia son Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus

aureus 'y Streptococcus pneumoniae, seguidas de Salmonella spp. (OMS, 2018).

Ante esta situacion, la busqueda de nuevos compuestos antimicrobianos que puedan ser
utiles en terapia es una de las prioridades actuales de la microbiologia, por ello es necesario el
estudio de plantas medicinales como Jatropha cinerea y Jatropha cordata aprovechando de
forma integral y adecuada el recurso vegetal propio de la region, por ello en este trabajo se
realizd la caracterizacion fitoquimica de los compuestos fendlicos de extractos de tallos y
hojas de Jatropha cinerea y Jatropha cordata y se evalud su capacidad antioxidante y el

efecto antibacteriano in vitro en bacterias patogenas de interés clinico.



I. ANTECEDENTES

I.1. Biodiversidad de plantas en México y su utilizacion en la medicina tradicional

México se encuentra dentro de la Zona de Transicion Mexicana de dos regiones
biogeograficas diferentes; la zona Neartica y Neotropical, lo cual le permite al pais poseer
gran diversidad de especies y de linajes filéticos, resultado de la acumulacion de biota desde el
Cretacico hasta nuestros dias (Halffter, 2017). Dada la gran diversidad bioldgica especifica y
ecosistémica, que posee el pais, éste se encuentra situado como el quinto pais megadiverso a

nivel mundial (CONABIO, 2014).

En términos de diversidad floristica, las dicotiledoneas (Clase Magnoliopsida; plantas
vasculares con flor) son el grupo mas diverso de todas las plantas vasculares, representando el
75.5% de la riqueza genérica mexicana, con al menos 2,685 géneros que se incluyen en 247
familias y a su vez contienen un total de 21,841 especies. Ademas, el 7.8% de los géneros
corresponden a la riqueza endémica mexicana (Villasefior ef al., 2014). Dentro de las familias
con mayor numero de especies se encuentran: Astertaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae,
Lamiaceae y Solanaceae (Heinrich & Jager, 2015). Por otro lado, se considera que cerca de
4,000 especies de plantas tienen atributos medicinales (17% de la flora total). Sin embargo, su
validacién quimica, farmacoldgica y biomédica se ha llevado a cabo sélo en 5% de estas
especies (Llorente-Bousquets y Ocegueda 2008). Ademads, productos bioldgicamente activos
de las plantas han servido como modelo para la sintesis de farmacos; por lo tanto, la
investigacion de las plantas medicinales ha propiciado importantes avances en la terapéutica
de varias enfermedades. Se estima que mundialmente cerca del 2% de todos los medicamentos

modernos son derivados de plantas medicinales (Corrales et al., 2014).

Segin la OMS, en el 2013, alrededor de cuatro mil millones de personas,
(aproximadamente el 88% de la poblacion mundial), utilizaban las plantas medicinales como
primera linea de atencidn a la salud, dado el acceso econdmico limitado de la poblacién a los
medicamentos de sintesis, aunado al hecho de que los paises en vias de desarrollo no tienen

una industria farmacéutica poderosa. Actualmente, la utilizacion de plantas medicinales como



materia prima para la produccion de extractos o para el aislamiento de sustancias naturales

puras, representa un sector en crecimiento (Saha et al., 2019).

La medicina tradicional mexicana, ha sido utilizada desde tiempos inmemorables
principalmente por sus 60 grupos étnicos, quienes utilizan mas de 5,000 plantas, esta es una
practica presente en la cultura mexicana (Juarez-Rosete et al., 2013; Gémez & Koh, 2019).
Tan solo en la region noroeste del pais, en el Estado de Sonora, se estima que existen
alrededor de 3,000 especies de plantas, ampliamente utilizadas en la medicina tradicional,
principalmente por los grupos étnicos locales: Yaquis, Mayos, Seris, Guarijios, Pimas,
Kikaptes y Péapagos, estos grupos étnicos recurren a la utilizacion de la flora existente en el
estado y realizan preparaciones herbarias para tratar diversas patologias de forma tradicional y

cultural (Robles-Zepeda et al., 2013).

I.2. Metabolitos secundarios de plantas

Gran parte de la dieta humana esta formada por plantas y constituyentes vegetales y sus
valores nutricionales han sido ampliamente estudiados. Estos componentes nutricionales o
biomoléculas (carbohidratos, lipidos y proteinas) se producen biosintéticamente por medio de
plantas verdes fotosintéticas que forman la base de casi todas las cadenas alimentarias en la
tierra. A estas biomoléculas se les conoce como metabolitos primarios (Delgoda y Murray,
2017), en cuya sintesis se generan compuestos precursores, asi como energia (ATP) y poder
reductor (por las reacciones redox metabdlicas) a través de las principales vias conocidas
como glucolisis y el ciclo de Krebs y su principal funcion es la generacion de energia para la
planta y reducir el poder de las reacciones de oxidacion-reduccion de los compuestos
organicos. Estos procesos constituyen la unidad fundamental de toda la materia viva (De
Rezende et al., 2016). Ademds de los metabolitos primarios esenciales, se estima que las
plantas también pueden sintetizar al menos un millén de otros compuestos de naturaleza muy
diversa, los cuales son tipicamente de bajo peso molecular y parecen no contribuir
directamente a las funciones del metabolismo primario de la planta y, por lo tanto, se conocen
como "Metabolitos secundarios" (Delgoda y Murray, 2017). Los cuales actian como

atrayentes o repelentes de polinizadores, disuasivos herbivoros, ayudan en la proteccion contra



la radiacion UV y la contaminacién, estrés hidrico, en la sefializacion intraespecifica, en la

alelopatia, entre otras funciones, ademas de presentar alta plasticidad genética y diversidad,

con una distribucion restringida en el reino vegetal pues se sintetizan en pequefas cantidades y

de forma especifica determinada al género, familia o especie de planta (Avalos y Pérez, 2009).

Reportes cientificos han comprobado que, para la humanidad, estas son las sustancias

responsables del efecto medicinal de una planta; sin embargo, dependiendo de la dosis

administrada, el efecto ya no es terapéutico y se vuelve toxico (De Rezende et al., 2016).

Los metabolitos secundarios, pueden dividirse en 4 grupos principales (Figura 1)

(Avalos y Pérez, 2009):

Terpenos: constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios (més de
40,000 moléculas diferentes). La ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a
metabolitos primarios como secundarios de gran importancia para el crecimiento y
supervivencia de las plantas. Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la

union de unidades de isopreno.

Compuestos fendlicos: Compuestos que contienen un grupo fenol en su estructura (un

anillo aromatico con un grupo hidroxilo). Son un grupo muy diverso que comprende
desde moléculas sencillas como los acidos fenolicos hasta polimeros complejos como
los taninos y la lignina. En el grupo también se encuentran pigmentos flavonoides,

muchos de estos productos estan implicados en las interacciones planta-herbivoro.

Glicdsidos: Compuestos con un enlace glicosidico (se forma cuando una molécula de
azlcar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo). Existen tres grupos de
glicosidos de particular interés: saponinas, glicdsidos cardiacos y glicosidos

cianogénicos, utilizados por la planta como repelentes.

Alcaloides: son una gran familia de mas de 15,000 metabolitos secundarios que tienen
en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un dtomo de
nitrogeno en la molécula y exhiben actividad bioldgica. La mayoria son heterociclicos,

aunque algunos son compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos).
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Figura 1. Estructuras quimicas de los 4 principales grupos de metabolitos secundarios de las
plantas. A: Terpenos; formados por unidades de isopreno (fitol forma parte de las clorofilas
en las plantas). B: Compuestos fendlicos; formados por un grupo fenol (acido cafeico
precursor de otros compuestos fenolicos). C: Glicosidos; caracterizados por la union de
azucares mediante un enlace glucosidico (Digitoxina, utilizada para tratar la insuficiencia
cardiaca). D: Alcaloides; contienen al menos un atomo de nitrégeno en su estructura (Cafeina,
utilizada como estimulante del sistema nervioso) (Avalos y Pérez, 2009).

I.3. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos constituyen una parte importante de todos los metabolitos
secundarios de plantas descubiertos hasta la fecha, se estima que existen alrededor de 8,000
compuestos, que se distribuyen en todos los 6rganos de la planta (Saltveit, 2017). Estos se
caracterizan por la presencia en su estructura quimica de un anillo aromatico (C6) unido
directamente a al menos un (fenol) o mas (polifenol), grupos hidroxilo (-OH), asi como a otros
sustituyentes, como los grupos metoxilo o carboxilo que causan el caracter polar de este tipo
de compuestos y permiten su disolucion en agua. Este grupo de compuestos generalmente se
dividen en dos grupos: fenoles simples (&cidos fendlicos) y derivados mas complejos
(flavonoides), que a menudo contienen varios anillos aromaticos unidos entre si formando
moléculas de estructuras mas complejas. Dentro de la variedad de compuestos que conforman
este grupo de metabolitos secundarios se encuentran: flavonoides simples, acidos fendlicos,

flavonoides complejos y antocianinas (Figura 2) (Kubalt, 2016).
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Figura 2. Compuestos fendlicos comunes en plantas. Los cuales comprenden un anillo
aromatico, llevan uno o mads sustituyentes hidroxilo y varian desde moléculas fenolicas
simples hasta compuestos altamente polimerizados. A) Estructuras quimicas de compuestos

fenolicos simples. B) Estructuras quimicas de flavonoides comunes. (Adaptado de Lin et al,
2016 y Kulbat, 2016).

Dentro de los compuestos fenolicos se encuentran los flavonoides conformados por: las
chalconas, flavonas, flavonoles, proantocianidinas, sus derivados antocianidinas y taninos
condensados. En la actualidad se han identificado al menos 6000 flavonoides. Su biosintesis
aumenta después de una infeccion microbiana y/o lesiones en la planta, por la disminucion de
la temperatura y deficiencia de nutrientes; sin embargo, la mayoria de los flavonoides actuan
como antimicrobianos para la planta y algunos son capaces de absorber la luz ultravioleta
excesiva, protegiendo del dafo oxidativo a las células, ademas proporcionan color a los
organos de las plantas y van de las tonalidades del amarillo (por ejemplo, quercetina
clasificada como flavonol) o tonos de azul a rosa. Estos compuestos son almacenados en las
vacuolas de las cé€lulas epiteliales para proteger los tejidos mas profundos. Son capaces de
absorber la radiacion siendo su pico de absorcion méaximo a 250-270 nm y 335-360 nm

(Rempe et al., 2017).

Por otro lado, los taninos son otro grupo perteneciente a los compuestos fenolicos que se

encargan principalmente de proteger a las plantas de los herbivoros, debido a sus propiedades



repelentes, las cuales se deben principalmente a su sabor desagradable y amargo,
caracteristicas que los convierten en compuestos que brindan proteccion a las plantas contra
los insectos. A su vez los taninos se pueden dividir en dos grupos: taninos facilmente
hidrolizables (producidos por polimerizacion de &cido galico u otros &cidos fendlicos y
algunos azlcares) y taninos condensados (creados mediante la combinacion de multiples
unidades de flavonoides). En las plantas se les encuentra en concentraciones relativamente

altas principalmente en la corteza y hojas de los arboles (Rempe et al., 2017).

Los compuestos fenolicos desempefian un papel fundamental en la interaccion de las
plantas con el medio ambiente, principalmente cumplen funciones como proteccion y defensa
contra factores bidticos y abiodticos, asi como efectos protectores, antibacterianos y

antifungicos (Babbar et al., 2014; Lin et al., 2016).

I.4. Importancia de los compuestos fenolicos y sus principales aplicaciones biologicas

Los compuestos fendlicos han sido ampliamente utilizados en diferentes sectores industriales
ya sean empleados como extractos de plantas o compuestos activos aislados de los mismos,
este grupo de moléculas contintan utilizdndose principalmente por la industria alimentaria,
cosmética y farmacéutica (Saha et al,, 2019). Una caracteristica relevante que muestran los
compuestos fenolicos o los productos ricos en polifenoles es que €stos ayudan a modular el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, como agentes antienvejecimiento, antiinflamatorios,
antioxidantes, antiproliferativos y antimicrobianos; ademads, ayudan en la prevencion del
desarrollo de complicaciones en pacientes con diabetes, enfermedades cardiovasculares y
neuropatias. Debido a estos hallazgos con respecto a sus actividades bioldgicas es que
actualmente son objeto de estudio para su identificacion y obtencion, hasta demostrar su

aplicacion bioldgica, como compuestos bioactivos (Kubalt, 2016; Lyn ef al., 2016).

1.4.1. Efecto antioxidante de los compuestos fenolicos y su mecanismo de accion

Los compuestos fenolicos son los mas estudiados debido a su potente efecto antioxidante, que
ayudan a regular los efectos del estrés oxidativo (propiedad que los caracteriza y diferencia del

resto de los grupos de metabolitos secundarios) (Kubalt, 2016; Saha et al., 2019). Esta potente
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actividad resulta de una combinacion de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras
de radicales libres. Ademas, a nivel enzimatico act@ian en la inhibiciéon de oxidasas, como la
lipoxigenasa, la ciclooxigenasa, la mieloperoxidasa, la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa,
evitando la generacion de especies reactivas de oxigeno in vivo, asi como de hidroperoxidos
organicos. Por otra parte, se conoce que inhiben enzimas involucradas indirectamente en los
procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2 y al mismo tiempo estimulan otras con
reconocidas propiedades antioxidantes, como la catalasa y la enzima superdxido dismutasa.
De esta forma los flavonoides interfieren en las reacciones de formacion y propagacion de
radicales libres (Zou et al., 2016). Sin embargo, esta actividad que poseen los compuestos
fenolicos depende de la estructura de las moléculas y del numero y posicién de los grupos
hidroxilo. Ademas de las propiedades antioxidantes, los fenoles (en particular los flavonoides)
estabilizan las membranas celulares al disminuir su fluidez, lo que a su vez limita la difusién
de los radicales libres y reduce la peroxidacion de los lipidos de la membrana celular (Kubalt,

2016).

Desde el punto de vista farmacologico y terapéutico, las propiedades antioxidantes de
los polifenoles, como la eliminacion de radicales libres y la inhibicién de la peroxidacion
lipidica, son las mas cruciales. Aunque se sabe que una variedad de hierbas son fuentes de
compuestos fenodlicos, los estudios sobre la composicion fitoquimica de polifenoles y la
evaluacion de sus propiedades antioxidantes rara vez se han llevado a cabo, ademas de
considerar que la capacidad antioxidante puede verse influenciada por el contenido total de
fendlicos y antocianinas, la madurez, una variedad de especies y fenologia de las plantas

(Sytar et al., 2018).

1.4.2. Efecto antibacteriano de compuestos fendlicos y su mecanismo de accion

Especies pertenecientes al género Jatropha, tales como: J. curcas, J. weddelliana, J.
gossypiifolia, J. mollissima, J. multifida, J. zeyheri y J. dioica, han presentado efecto

antimicrobiano contra bacterias de relevancia clinica (Cavalcante et al., 2020).

Los compuestos fenolicos presentes en estas especies de Jatropha, han comprobado ser

los responsables de alteraciones a nivel membranal. Los principales mecanismos de accién



reportados para los compuestos fenolicos se relacionan con las caracteristicas estructurales de
los mismos, por lo cual se han disefiado y utilizado membranas modelo para probar la
interaccion directa con estos, siendo el acido clorogénico, quercetina, apigenina, entre otros
compuestos fenolicos, para los que actualmente se ha reportado alguna interaccion, en su
mayoria a nivel membranal (Li et al., 2014; Tsou et al., 2016; Shakia et al., 2011). La
interrupcion de la membrana, tanto en bacterias gram-positivas como en gram-negativas,
contribuye al efecto antibacteriano de la mayoria de los fendlicos vegetales que han sido
evaluados. Rempe et al. (2017) reportan que los acidos ferulico y galico aumentan la hidrofilia
superficial de las bacterias gram-negativas y en bacterias gram-positivas podrian atribuirse a la
interaccion directa con la membrana o a una interaccidon con componentes intracelulares que

afectan la quimica de la pared celular.

L.5. Resistencia a antibioticos: problematica actual a nivel mundial (OMS)

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2018) publicé su primera lista de “patdgenos
prioritarios” resistentes a los antibidticos, en la que se incluyen las 12 familias de bacterias
mas peligrosas para la salud humana. Estas bacterias han adquirido resistencia a un elevado
numero de antibioticos, como los carbapenémicos y las cefalosporinas de tercera generacion
(los mejores antibioticos disponibles para tratar las bacterias multirresistentes). El grupo de
bacterias multirresistentes es peligroso en hospitales, residencias de ancianos y entre los
pacientes que necesitan ser atendidos con dispositivos como ventiladores y catéteres
intravenosos. Entre tales bacterias se incluyen las siguientes: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae,  Staphylococcus  aureus,  Salmonella  spp.  Helicobacter  pylori,
Campylobacter spp., Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Acinetobacter, Pseudomonas y varias enterobacteriaceas como Klebsiella, Serratia
y Proteus que son bacterias que pueden provocar infecciones graves y a menudo letales, como

infecciones del torrente sanguineo y neumonias (OMS, 2018).

Escherichia coli es con frecuencia resistente a los firmacos de primera linea. Ocurre lo
mismo para Staphlylococcus aureus (causa frecuente de infecciones graves en los centros

sanitarios y en la comunidad), donde los farmacos de primera linea para tratar los
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padecimientos causados por esté patdgeno son actualmente disfuncionales. Se calcula que los
pacientes con infecciones por S. aureus resistente a la meticilina tienen una probabilidad de
morir un 64% mayor que los pacientes con infecciones no resistentes (OMS, 2018). Se estima
que esta problematica podria causar hasta 10 millones de muertes cada afio hasta 2050. Por tal
razon, existe una grave falta de opciones terapéuticas para las infecciones causadas por cepas
resistentes a los antibidticos, por ello es importante la busqueda de nuevos blancos
terapéuticos, principalmente de origen natural, que podrian coadyuvar en los tratamientos

actuales.

1.6. Género Jatropha y su importancia etnobotanica

Jatropha curcas es la especie modelo del género Jatropha, su estudio se inicia debido a que es
una planta de propdsitos multiples con potencial para la produccion de biodiesel y usos
medicinales. En los ultimos afos, el mayor interés se centra en el aceite de su semilla, con
gran potencial para la produccion de biodiesel, esto ha fomentado el cultivo de la planta a gran
escala (Devappa et al., 2012). Ademas, esta especie tiene el potencial de crecer en ambientes

perturbados (King ef al. 2009; Fresnedo-Ramirez y Orozco-Ramirez, 2013).

No obstante, diferentes especies pertenecientes al género Jatropha han sido
ampliamente utilizadas en la medicina tradicional. Por tal razén, se han estudiado varias
especies del género Jatropha que pudiesen ser utilizadas para el tratamiento de diversas
enfermedades, incluidas infecciones bacterianas y fingicas, donde se ha utilizado raiz, tallo,

hojas, latex, semillas y corteza (Reena et al., 2008).

Los extractos de varias especies de Jatropha, incluido J. curcas, mostraron potentes
actividades citotoxicas, antitumorales y antimicrobianas en diferentes ensayos. El latex de J.
curcas mostro efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus (Gallardo et al., 2018) y es
también utilizado para tratar candidiasis oral y herpes simple (Osuna ef al., 2015). El extracto
metanodlico de la raiz de esta especie exhibe actividad antidiarreica en ratones mediante la
inhibicién de la biosintesis de prostaglandinas y la reduccion de la presidon osmotica
(Mujumdar et al., 2001). Las hojas de J. curcas se utilizan para tratar: fiebre, infecciones

bucales, ictericia, Ulceras de Guinea y reumatismo articular; ademas, la savia y hojas trituradas
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han mostrado actividad antiparasitaria (Pérez-Rua, 2007). De esta especie se han identificado
metabolitos con actividad antirretroviral, actuando como inhibidor de la replicacion del virus
de inmunodeficiencia humana (VIH) (Pabon et al., 2012). Un éster metilico aislado del aceite
de semilla de esta especie presento actividad citotoxica en la linea celular de cancer de pulmoén
A-549 (Yang et al., 2013). Extractos metandlicos de las semillas, hojas y tallo de Jatropha
curcas, mostraron efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus y Streptococcus faecalis

(Paul et al., 2016).

Debido a la importancia y al potencial poco explorado que ofrecen otras especies de
Jatropha, en la actualidad se intensifica la busqueda de metabolitos secundarios con

propiedades bioactivas de interés etnobotanico (Cavalcante et al., 2020).

L.7. Jatropha en el noroeste de México

Meéxico es el centro de diversidad y endemismo del género Jatropha. Segun la literatura, 50 de
las 186 especies de Jatropha conocidas se encuentran en México (aproximadamente el 21%) y
39 de ellas son endémicas convirtiendo al pais en el centro de endemismo y diversidad del
género (Govaerts ef al., 2012; Steinmann, 2002). La distribucion que suelen tener la mayoria
de las especies encontradas en México es en zonas semidridas (matorrales xéricos), asi como
en zonas subtropicales (bosques de hoja ancha, secas y hiimedas). Dicha distribucion de
acuerdo con las regiones geograficas es heterogénea, desde registros de especies en el norte,
como en la Sierra Madre Occidental, el Desierto de Chihuahua y Tamaulipas. La meseta
central mexicana y el Cinturon Volcanico Transmexicano arrojaron menos registros en
comparacion con areas adyacentes como la Cuenca del Bajio y Balsas, posiblemente porque
las tierras altas no son un entorno propicio para el crecimiento de las especies de Jatropha. La
distribucion de las especies en el pais se divide en siete grupos segun la regionalizacion
ecogeografica de México. El grupo localizado en el noroeste de México con 17 especies de
Jatropha, se caracteriza por crecer en habitats de bosques caducifolios tropicales y
subtropicales, bosques secos de hoja ancha y desiertos semidridos y célidos (matorrales
x€ricos), principalmente en las tierras bajas, con el 90% de los registros cayendo en

elevaciones inferiores a 800 msnm, siendo los climas predominantes semi-caliente muy seco,
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caliente muy seco, semi-caliente seco y caliente semi-seco. Unicamente el 6% de los registros
se ubicaron en un clima calido subhumedo, los tipos de suelos que presentan estas regiones
climaticas son: regosol, lithosol, cambisol y Solonchak. Dentro de las especies mas
representativas en esta region biogeografica se encuentran: J. cinerea, J. cuneata, J. cordata,

J. cardiophylla y J. malacophylla (Fresnedo-Ramirez y Orozco-Ramirez, 2013).

I.8. Descripcion botanica y usos de Jatropha cinerea (Ortega) Miill. Arg

Jatropha cinerea (Ortega.) Miill. Arg. (Figura 3), tiene como sinénimos Mozzina cinerea
(Ortega.) M. canescens, Jatropha canescens, (Benth) Miill. Arg., y J. giffordiana Dehgan et
Webster. Se le conoce con los nombres comunes de sangregado, sapo, sangringrada, lomboy y
lomboy blanco. Se describe como un arbusto que mide entre 1 y 3 m de alto con corteza café o
blanquecina y pueden encontrarse plantas dioicas y monoicas. Su crecimiento es articulado,
caracterizado por un incremento anual de la extension de las yemas con distinta discontinuidad
morfoldgica o articulacion entre cada incremento, presenta un dimorfismo de brotes. Tiene
cinco raices, la primera es la raiz central que es persistente, bien desarrollada e
invariablemente se convierte en carnosa, crece rapido en profundidad, formando la raiz
primaria pivotante, las otras cuatro raices estan organizadas equidistantemente (Dehgan y
Webster, 1979). Estas raices poco profundas aparecen como raices suculentas sobre el suelo;
hojas de 2 a los 7 cm de ancho, mas o menos cordadas en la base, espatuladas enteras o mas o
menos onduladas; los brotes son cortos, presentan de 3 a 5 l6bulos, se caracterizan por
presentar glandulas estipitadas sobre los margenes del folio, caliz lobulado, estipulas, peciolos
y bracteas, que inicia la presencia de glandulas sobre el crecimiento joven que sigue de la
dormancia (Sanchez, 2001). La inflorescencia aparentemente remueve el efecto de dominancia
apical ya que usualmente las ramas aparecen inmediatamente debajo, son completamente
deciduas, las flores estaminadas estan presentes por 2 o 3 flores individuales terminales en la
yema apical; los colores son rojizos o blancos; el fruto es una cépsula de entre 2-2.5 cm de
ancho (Turner et al, 2005; Sosa-Segura et al., 2014). Crece en tierras con alto nivel de
salinidad (Nieves-Soto ef al., 2012). Esta especie es tipica de los habitats arenosos cerca de la
costa, pero se encuentra dispersa a través del matorral costero. Las ramas gotean profusamente

la savia cuando se cortan o se rompen, siendo una de las pocas plantas que el ganado no
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tocard. Como resultado, la proliferacion en la llanura costera es extremadamente comun

(Quattrocchi, 2012).

Figura 3. Jatropha cinerea. A) Arbusto, B) Inflorescencias, C) Hoja, D) Fruto.

J. cinerea es una especie con importancia ecoldgica, etnobioldgica y ambiental;
ecoldgicamente es clave al regular procesos de descomposicion de la materia organica
(Arriaga y Maya, 2007); es colonizadora de sitios perturbados, asociada con hongos
micorrizas, que evitan erosion eodlica y ayudan a la estabilizacion de suelos (Carrillo-Garcia,
1999); es hospedera tréfica y pupal del lepidoptero Rothschildia cincta, especie de
importancia cultural para grupos humanos del noroeste de México y suroeste de EEUU
(Marquez, 2013); por sus usos medicinales e industriales (Yetman y Van, 2002; Spjut y Marin,
2000).

Las etnias Seri y Mayos del Estado de Sonora utilizan diferentes partes de la planta
para tratar varios padecimientos: se utiliza la raiz como infusion para tratar la diabetes y
problemas de origen infeccioso en las vias urinarias, la savia se utiliza para limpiar los ojos,
llagas bucales, hematomas, enfermedades del cuero cabelludo, abrasiones o cortadas, ampollas
y llagas. Otras partes utilizadas son las ramas sin hojas y hojas por separado, para tratar
dolores de muela, cataratas, diabetes, disenteria y llagas en boca de infantes (Felger y Moser,

1974; Yetman y Vam, 2002). Ademas, los extractos alcohdlicos de las hojas y tallo de J.
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cinerea, han presentado potencial fungicida, al inhibir el crecimiento de Penicillium
chrysogenum (Tequida-Meneses et al., 2002) y esta especie es de uso forrajero ya que es
considerada no toxica (Medina, et. al. 2013). Adicionalmente, estudios recientes de las
semillas reportan un importante contenido de aceite, principalmente &cidos oleico y linoleico,
el cual representa el gran potencial de la especie, como fuente para la obtencion de biodiesel;
ademas, en la pasta de la semilla se identificaron los siguientes compuestos fendlicos: acido
benzoico, acido cumarico, vanilico, galico, cafeico, fertlico, sinapico, epicatequina y

quercetina (Lovio et al., 2017).

1.9. Descripcion botanica y usos de Jatropha cordata (Miill. Arg.)

Se le conoce con los nombres comunes de tree limberbush, copalfo, torote, papelio, miguelito.
Es un arbol perenne que puede llegar a medir hasta 10 m de altura (Figura 4). Esta especie se
encuentra distribuida en ambos lados del Golfo de California, en la peninsula de Baja
California, extendiéndose desde la isla Angel de la Guarda, por una franja estrecha a lo largo
de la costa, hasta San José del Cabo y de ahi a través de Sonora, Chihuahua, Sinaloa y Jalisco,
en las regiones aridas y semidridas de México y con presencia en estados del sur de Estados
Unidos (Popham, 1947; Kane, 2006; Felger et al., 2011). Generalmente se encuentra sobre
pendientes, asi como en planicies, en cerros rocosos y mesetas del centro y sur de Sonora,
abunda en llanuras, valles, laderas y crestas en el Desierto de Sonora, matorral de espinas,
bosque tropical caducifolio y ocasionalmente bosques de roble bajo, cerca del nivel del mar y
hasta 1000 m de elevacion, el limite norte de la distribucion de esta especie esta directamente
relacionado con las temperaturas de congelacion en invierno ya que no soporta temperaturas
menores a -4 °C. Ademas, crece en periodos cortos y resiste las sequias (Sanchez-Mejia et al.,
2007; Fresnedo-Ramirez y Orozco-Ramirez, 2013). Una caracteristica particular es el tallo del
cual se desprende parte del peridermis, razéon por la cual se le conoce como ‘Papelillo’ o
‘Torota’, que la hace unica entre las especies de Jatropha en la region (Gonzalez-Elizondo
2012). Las hojas poseen peciolos delgados, 2-4.5 cm de largo, ldminas anchamente ovadas a
ovado-cordadas, el tamafio va de los 1.5-4.5 cm de ancho por 2.5-6 cm de largo, truncadas a
someramente cordadas en la base, agudas y usualmente algo acuminadas en el &pice,

someramente aserradas con una glandula corto-estipitada en la punta de cada aserracion de 1-2
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mm de largo, ambas superficies glabras, verde lustroso arriba més palido abajo, palmadamente
penta-nervada desde la base y estas aparecen con las lluvias de verano y son fuertemente
secas, caducas en otofio, cuando pierde las hojas llega a confundirse con algunas especies de
Bursera que se encuentran en la regidon sonorense; sin embargo, la savia aromatica de estas
ultimas, las diferencian facilmente. Las bracteas son oblongas a estrechamente oblanceoladas
hasta 1.5 cm de largo, las bracteas suelen ser conspicuamente glandular-estipitadas en los
margenes; sépalos estaminados 2-3 c¢cm de ancho, angostamente ovados a espatulados,
eglandulares o menos comunmente esparcidamente glandular-ciliados; pétalos 4-5 mm de
largo, color rosa; sépalos pistilados glandular-ciliados, acrescentes hasta 2 cm de largo. Su
floracion es de agosto a septiembre, los frutos son bi-tri-lobados o rara vez reducidos a un solo
carpelo funcional, 10-12 mm de alto por 15-20 mm de ancho, grisacéos, glabros (Shreve y
Wiggins, 1964). Las semillas son de forma ovoide y su tonalidad varia entre el negro y marrén
claro, por lo general se encuentran dos semillas por fruto en estado de maduracion, llega a

medir de 9 a 10 mm y con un peso aproximado de 0.38 g (Medina-Juarez et al., 2015).

Figura 4. Jatropha cordata. A) Arbol, B) Laminas que se desprenden del tallo, razén por la
cual es llamada “papelillo” C) Hoja, D) Fruto.
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Diferentes etnias del Estado de Sonora utilizan la raiz, savia, hojas y tallos para
combatir enfermedades como la diabetes y dolor de muelas. Para enfermedades de encias y
dientes, se utiliza en forma de coccion (raiz principalmente) en agua y se toma como agua de
uso; para el dolor de muelas, se mastica un trozo del tallo, se succiona la savia y se tira el
residuo. Las hojas y tallos son utilizados para curacion de llagas, debilidad, enfermedades de

encias y dientes (Johnson 1998).

En extractos metandlicos de la pasta de las semillas de Jatropha cordata se han
reportado: acido sindpico, cafeico, clorogénico y ferulico, ademas de flavonoides como
miricetina y quercitina. Presenta actividad antioxidante, atribuida principalmente a los
compuestos fendlicos (Gamez-Meza et al., 2013). En extractos metanolicos de hojas y tallo, se
han encontrado flavonoides, taninos y alcaloides, ademas de compuestos fendlicos como el
acido cafeico, acido cumarico, acido galico, 4cido clorogénico y los flavonoides quercitina y
luteonina (Lopez-Teros 2018). La presencia de flavonoides y acidos fenolicos en esta especie
es de suma importancia ya que este grupo de compuestos tienen gran potencial antioxidante

(Sharma et al., 2016).

Por otro lado, se ha documentado, la utilizacion de la madera de Jatropha cordata por
Mayos y Yaquis para tallar méascaras que son utilizadas en ceremonias tradicionales (Martin et

al,, 1998).
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JUSTIFICACION

Existen diversos estudios sobre la caracterizacion fitoquimica de compuestos presentes en las
especies del género Jatropha con propiedades medicinales. Sin embargo, de las especies
Jatropha cinerea y Jatropha cordata, que son ampliamente utilizadas en la medicina
tradicional del Estado de Sonora, existen escasos estudios sobre el tipo de compuestos
presentes, asi como el efecto antioxidante y antibacteriano que pudieran presentar los extractos
de hojas y tallos de ambas especies de Jatropha. Por tal razon, es importante caracterizar la
composicion fitoquimica de las hojas y tallos de ambas especies y evaluar su efecto biologico

como agente antioxidante y antibacteriano.

PLANTEAMIENTO DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cual es el efecto antioxidante y antibacteriano de los compuestos fenolicos presentes en los

extractos metanolicos de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata?
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II. HIPOTESIS

Los extractos metandlicos de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata son ricos
en compuestos fendlicos y presentan propiedades antioxidantes y antibacterianas en bacterias

de interés clinico.
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III. OBJETIVOS

II1.1. Objetivo general

Caracterizar fitoquimicamente hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata y evaluar

su efecto antioxidante y antibacteriano en bacterias patdgenas de interés clinico.

I11.2. Objetivos especificos

e Identificar y cuantificar los compuestos fenolicos presentes en los extractos

metanodlicos de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata.

e Determinar la capacidad antioxidante in vitro de los extractos de hojas y tallos de

ambas especies.

e Determinar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos metanolicos de hojas y
tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata en bacterias Gram positivo y Gram

negativo de interés clinico.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Material biolégico

La colecta de ejemplares de ambas especies de plantas se llevd a cabo en la zona centro del
Estado de Sonora. El muestreo fue realizado en 3 puntos diferentes (de acuerdo con la
distribucion especifica que presenta cada especie (Figura 5). En cada punto se realizdo un
transecto de 1 km de longitud del cual se tomaron de 150 a 200 g de parte area de al menos 5

individuos diferentes, con una separacion de al menos 200 m entre cada individuo.

Jatropha cinerea fue colectada en area costera de Bahia de Kino en el mes de agosto
del ano 2018; los tres puntos muestreados fueron: camino del rancho del padre (N 28°49.893°,
W111°56.286°), carretera Kino nuevo (N 28°49.831°, W111°56.672’) y carretera a Hermosillo
(N28°48.665°, W111°55.707°). Mientras que Jatropha cordata fue colectada en la periferia de
la ciudad de Hermosillo en el mes de septiembre del afio 2018; dos puntos corresponden a la
parte norte en el Boulevard “Gustavo Mazdén Lopez” (N29°10.994', W110°55.846' y
N29°13.378', W110°58.680") y el tercer punto corresponde a la periferia sur en el cerro “Las
viboras” (N28°59.332', W110°56.597").

El material colectado se mantuvo en bolsas de papel, donde se dejo secar a temperatura

ambiente y protegido de la luz.

IV.2. Preparacion del material vegetal y extracto metanolico

Una vez seco el material colectado, se realizo la separacion de hojas y tallos de cada una de las
especies, manteniéndose cada punto de muestreo separado. Posteriormente el material fue
molido utilizando una licuadora Osterizer Mixer (Oster modelo 4122, Ciudad de México) y se
llevo a un tamafio de particula de 500 pm y se almacené en bolsas de pléstico protegidas de la

luz y humedad.
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Figura 5. Puntos de muestreo de Jatropha cinerea 'y Jatropha cordata.

El extracto se prepard tomando 1 g de muestra al cual se le agregaron 10 mL de
metanol-agua (70:30, v/v), se homogenizé con Vortex y posteriormente el homogenizado fue
sometido a ultrapulsos por 30 min (Sonic 1510 R-DTH, Branson Ultrasonics Corporation, CT,
EE. UU.). Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 3000 g, a 4 °C durante 15 min
(centrifuga IEC CL3 IR, Thermo Electron Industries SAS, Francia). La extraccién metandlica
se realizo en la oscuridad a temperatura ambiente (20 = 2 ° C) y el proceso fue repetido dos
veces, obteniéndose un volumen final de 20 mL por gramo de muestra. Los sobrenadantes se
filtraron a través de papel Whatman N° 2 y fueron concentrados en un evaporador rotatorio
bajo presion reducida a 40 °C, posteriormente el extracto fue liofilizado hasta su completa

sequedad. Finalmente, los extractos en peso seco se almacenaron a -20 °C, sellados con
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Parafilm y protegidos de la luz hasta su andlisis (Chitindingu et al., 2006, Molina-Quijada et
al., 2010).

IV.3. Analisis cualitativo de los extractos metandlicos de hojas y tallos de Jatropha

cinerea 'y Jatropha cordata

La determinacion de los metabolitos presentes en los extractos metandlicos de la parte aérea
de Jatropha cinerea y Jatropha cordata se realiz6 a través de un fraccionamiento consecutivo
mediante lavados con hexano, acetato de etilo, etanol y metanol (solventes de menor a mayor
polaridad). Después de haber sido concentrados los extractos metanolicos en un evaporador
rotatorio bajo presion reducida a 40°C se les agregaron 50 mL de cada solvente, generando
una fraccion por solvente. Finalmente, todas las fracciones de los extractos de cada especie de

Jatropha fueron almacenadas a -20 °C protegidas de la luz hasta su analisis.

La caracterizacion cualitativa del perfil fitoquimico se llevd a cabo por métodos
estandarizados (Apéndice 1) (Janaki et al, 2018). Se realizaron 14 pruebas fitoquimicas
cualitativas para determinar la presencia de 9 grupos de metabolitos secundarios: alcaloides,

glicésidos, cumarinas, taninos, esteroles, quinonas, saponinas, fenoles y flavonoides.

Los resultados se interpretaron como presencia (+) y ausencia (-) de los grupos de

metabolitos analizados en las fracciones de los extractos.

IV 4. Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos

El procedimiento para la identificacion de los compuestos fenolicos de los extractos
metanolicos de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata se realizd de acuerdo

con el método descrito por Cantos ef al. (2000) modificado.

El andlisis del perfil analitico fue realizado con un equipo de cromatografia de HPLC
Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies 1260 Infinity, México), equipado con un detector
de arreglo de diodos, la separacion fue realizada en una columna Supelcosil TM LCI18 (30 x
0.4 cm x 5 mm tamafo de particula, Supelco, Bellefonte, PA, USA) con un gradiente de

solventes A (4cido formico al 5%) y B (metanol grado HPLC). El flujo volumétrico fue de 1
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mL/min. El volumen de inyeccion de los extractos de cada especie fue el siguiente: para los
extractos de tallos se inyectaron 50 pL y la duracion de lectura fue de 55 min, mientras que
para hoja se inyectaron 20 pL y la duracion de lectura fue de 60 min. La manipulaciéon de los

extractos se realizo en condiciones de oscuridad.

La identificacion de los compuestos fenolicos se llevo a cabo comparandolos con el
tiempo de retencion y espectros de absorcion de 17 estandares comerciales; 4cidos 4-
hidroxibenzoicio, cafeico, clorogénico, galico, gentisico, p-cumarico, sinapico, siringico y
vanilico; apigenina, catequina, epicatequina, epigalocatequina galato, luteolina, miricetina,

quercetina y resveratrol.

Para la cuantificacion se realizaron curvas de calibracion utilizando diferentes
concentraciones de cada estandar, graficando el 4rea de amplitud de la senal del estandar
contra la concentraciéon (mg/mL) y a partir de la ecuacion de la recta obtenida se calcul6 la

concentracion de cada analito presente en los extractos de hojas y tallos para ambas especies.

IV.5. Identificacion de compuestos fendlicos mediante espectrometria de masas

Para la identificacion y confirmacion de los compuestos fendlicos de los extractos metandlicos
de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata, se realizaron inyecciones del0Q
pg/mL por infusion directa a un espectrometro de masas con electrospray y trampa de iones
(FIA-ESI-IT-MS/MS, Varian 500 MS, Santa Clara, CA, EUA). El modo de analisis fue de
ionizacidn negativa, utilizando nitrégeno, como gas nebulizador y helio como gas de colision.
El intervalo de andlisis fue de 100-2000 m/z. Los iones negativos de los compuestos fenodlicos
se obtuvieron bajo un flujo de infusion de 10 pg/mL, voltaje de -17 kV, una temperatura de
capilar de 350 °C y un flujo de gas auxiliar de 1 mL/min. La manipulacion del extracto se

realizd en condiciones de oscuridad.
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IV.6. Cuantificacion de fenoles y flavonoides totales

IV.6.1. Fenoles totales

El contenido de fenoles totales en los extractos metandlicos de hojas y tallos de Jatropha
cinerea 'y Jatropha cordata se obtuvo mediante la metodologia utilizada por Nayak et al.,
(2016). En una placa de 96 pocillos, se colocaron 30 puL de los extractos y se agregaron 150
uL de reactivo diluido de Folin-Ciocalteu en cada pocillo y se incubd a temperatura ambiente
por 3 min. Después se agregaron 300 uL de carbonato de sodio y se incub6 por 30 min a
temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, se realizé la lectura de las absorbancias a 765
nm usando un espectrofotometro. El contenido de compuesto fendlico se determiné como

equivalentes de acido galico, utilizando la ecuacion lineal basada en la curva de calibracion.

IV.6.2. Flavonoides totales

El contenido total de flavonoides de los extractos metanolicos de hojas y tallos de Jatropha
cinerea y Jatropha cordata, se determind utilizando un método colorimétrico modificado
utilizado por Attia et al., (2019). El cual se llevo a cabo en tubos, donde se agregaron 2 mL de
los extractos y se mezclaron con 300 pLL de NaNO:z (5%), se dejo reposar durante 6 min, luego
se agregaron 300 puL de AICIz (10%) y se dejo reposar durante 1 minuto. Posteriormente se
agreg6d 1 mL de NaOH (4%) y se anadi6 agua desionizada inmediatamente hasta llevar el
volumen final a 6 mL. De esta mezcla, se agregaron 300 uL de cada tubo a una placa de 96
pocillos, para realizar la lectura de la absorbancia a una A méaxima de 510 nm. Para la
cuantificacion se realizd una curva de calibracion de quercetina y se reporto en equivalentes de

quercetina por gramo de muestra.

IV.7. Evaluacion del efecto antioxidante

El efecto antioxidante de los extractos metandlicos de hojas y tallos de Jatropha cinerea y

Jatropha cordata fue evaluado mediante dos técnicas de ensayo basadas en la transferencia de
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electrones individuales (SET), las cuales implican una reacciéon redox unica, siendo el

oxidante el indicador para la medicion del punto final (Tan y Lim, 2015).

IV.7.1. Ensayo con el radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfonato de amonio)

Para evaluar el efecto antioxidante de los extractos metanolicos de hojas y tallos de Jatropha
cinerea y Jatropha cordata mediante el método espectrofotométrico en reaccion con el radical
2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfonato de amonio) (ABTS), (Surco-Laos et al., 2016).
Se prepard una solucidon con el radical ABTS y persulfato de potasio (K2S»0s) utilizando
como disolvente agua destilada, la cual se dejo reposar por 12 h, a temperatura ambiente y
protegida de la luz. Transcurrido el tiempo de incubacion, se ajusto la absorbancia del radical
a 0.680 = 0.02 a 734 nm. En una microplaca de 96 pocillos se agregaron 25 pL de los
extractos a 225 pL de la solucidon preparada previamente. Se dejo incubar durante 5 min a
temperatura ambiente y protegido de la luz y se realizo la lectura de la absorbancia a 734 nm.
Se us6 metanol al 70% como un blanco, una solucion de ABTS sin extracto como control y
como antioxidante de referencia se utilizdo Trolox. El efecto antioxidante se calculd en

porcentaje de inhibicion mediante la siguiente ecuacion:

% Inhibicion= (A control-A muestra) (100)

A control
donde:
% I es el= porcentaje de Inhibicion del radical ABTS.
A muestra es la absorbancia de la muestra a 734 nm.

A control es la absorbancia del control (ausencia del antioxidante).

IV.7.2. Ensayo con el radical 2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

El potencial de captacion de radicales por 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) de los extractos
metanolicos de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata se realizd de acuerdo

con la metodologia seguida por Elosaily et al. (2019) y se tom6 como una medida de la

26



actividad antioxidante. Se prepar6 una solucion al 0.004% de radical DPPH en metanol (70%)
y se almacend en la oscuridad hasta su utilizacion. El experimento se llevd a cabo en
microplacas de 96 pocillos. Donde, a cada pocillo se agregaron 20 uL de cada muestra y a
¢éstos se les agregaron 180 uL de solucion DPPH. Las mezclas de reaccion resultantes se
mantuvieron a temperatura ambiente y en oscuridad, durante 30 min. Finalmente se midi6 la
absorbancia de cada muestra en un lector de microplaca a 520 nm. Se us6 metanol al 70%
como un blanco, una solucién de DPPH sin extracto como control y como antioxidante de
referencia se utilizé Trolox. El efecto antioxidante se calculd en porcentaje de inhibicion

mediante la siguiente ecuacion:

% Inhibicion= (A control-A muestra) (100)

A control
Donde:
% I es el= porcentaje de Inhibicion del radical DPPH.
A muestra es la absorbancia de la muestra a 515 nm.

A control es la absorbancia del control (ausencia del antioxidante).

IV.8. Evaluacion del efecto antibacteriano frente a los extractos

El analisis del efecto antibacteriano de los extractos metandlicos de hojas y tallos de Jatropha
cinerea 'y Jatropha cordata se llevd a cabo de acuerdo con las metodologias, cepas de
referencia y estdndares recomendados por el Instituto de Estandares de Laboratorios Clinicos
(CLSI, 2015, EE. UU): Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 6538P,
bajo condiciones de esterilidad por ello se trabajo en Campana de Bioseguridad nivel 2

(Labconco, Modelo 3621304 Delta, Kansas, EUA).
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IV.8.1. Preparacion del indculo y extractos

De acuerdo con los estandares recomendados por la CLSI (2015) para el analisis de
susceptibilidad de agentes antibacterianos, se realizd la incubacion de las cepas bajo las

siguientes condiciones:

Se utilizaron colonias cultivadas previamente durante 24 h en agar Nutritivo a 37 °C.
Posteriormente se tomaron de 3 a 4 colonias de este indculo y fueron suspendidas en caldo de
cultivo Mueller Hinton (MH) y se incub6 durante 24 h a 37 °C. Antes de cada ensayo se
realizo el ajuste de la densidad celular bacteriana por medio de turbidez y densidad optica,
empleando el estandar de 0.5 de la escala de McFarland y realizando lecturas de la densidad
optica (DO) de 0.08-0.12 a 625 nm que corresponden aproximadamente a 1.5x10° UFC/mL.
Unicamente para el ensayo de microdilucion, a partir del ajuste de la densidad celular
bacteriana se realizé un ajuste posterior llevando a 5x10° UFC/mL de concentracién final en
cada pocillo de la microplaca. Ambos ajustes del inoculo se utilizaron dentro de los primeros

15 min después de su preparacion.

Se analizaron concentraciones desde 0.012 a 1000 mg/mL de peso seco de los extractos
de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata y como disolvente se utilizo
dimetilsulfoxido (DMSO) al 5%. Para cada ensayo se prepararon soluciones concentradas
(soluciones madre) de los extractos y a partir de ellas se realizaron las diluciones necesarias,

protegidas de la luz.

IV.8.2. Técnica de difusion en disco

En la técnica de difusion en disco se inocula la superficie de una placa de agar con el
microorganismo de prueba y se coloca un disco de papel filtro con el antibidtico o extracto a
diferentes concentraciones. Cuando el microorganismo comienza a reproducirse, se visualiza
la zona de inhibicién donde una concentracion particular del antibidtico o extracto es capaz de

inhibir el crecimiento del microorganismo (Goldman y Green 2015).

Una vez realizado el ajuste de la densidad celular bacteriana a 1.5x10% UFC/mL, este fue
sembrado en placas Petri de 150 mm de grosor con agar MH, donde se agregaron 100 puL de la

suspension bacteriana en el borde de la placa y a partir de ahi la suspension bacteriana fue
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distribuida de manera uniforme con ayuda de un hisopo estéril, como un barrido a través de
toda la placa Petri girandola 90° cuatro veces para obtener una distribucion mas homogénea de
las bacterias (Figura 6). Transcurridos 2 min después de la siembra se colocaron en posiciones
equidistantes 4 discos (por placa) de papel Whatman N°154 (diametro de 6 mm), impregnados
con 10 pL del extracto de hojas de Jatropha cordata (los ensayos fueron iniciados con un solo
extracto, siendo éste el mas prometedor de acuerdo con los resultados obtenidos de la
caracterizacion fitoquimica de los compuestos presentes) a diferentes concentraciones (0.25 a
250 pg/mL). Posteriormente, las placas Petri fueron incubadas a 37 °C de 24 h a 48 h.
Finalmente, se realizaron mediciones de los halos de inhibicion. Los controles positivos
utilizados para E. coli ATCC25922 fueron gentamicina y penicilina, mientras que para S.
aureus se utilizd gentamicina dado que esta cepa contiene el gen de resistencia a la penicilina.

Como control negativo se utiliz6 DMSO.

Stembra
homogeénea

del inoculo

W  Giro 90° 4 veces

Figura 6. Sembrado del in6culo bacteriano en placa Petri para el analisis de la susceptibilidad
antibacteriana frente a los extractos.

La interpretacion de los resultados se realizd de manera visual de acuerdo con la

comparacion de la zona de inhibicién producida por el extracto con respecto a la zona de
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inhibicion producida por el antibidtico control. Apoyandose en las tablas de CLSI de la zona

de inhibicion del antibidtico control y se realizaron tres réplicas biologicas por triplicado.

IV.8.3. Técnica de macrodilucion en caldo

El andlisis de susceptibilidad con el extracto de hojas de Jatropha cordata (extracto con los
mejores resultados del analisis fitoquimico) mediante la técnica de macrodilucion en caldo se
llevo a cabo de acuerdo con el Instituto de Estandares de Laboratorios Clinicos (CLSI, 2015),
de la siguiente forma: Se prepararon tubos estériles de 13x100 mm con un volumen final de 2
mL, del cual 1 mL correspondié a caldo Mueller Hinton con diferentes concentraciones del
extracto y 1mL correspondi6 al inoculo de S. aureus, la suspension obtenida fue suavemente
homogenizada y los tubos fueron incubados a 37 °C durante 24 h. Como controles se
prepararon un tubo con indculo bacteriano sin extracto y otro tubo con s6lo medio de cultivo.
Finalmente, cada tubo se analiz6 visualmente con respecto a los tubos control y aquel tubo de
menor concentracion donde no se presentd crecimiento bacteriano a simple vista se considero

como la concentracion del extracto donde las bacterias fueron susceptibles.

Preparacion del indculo bacteriano de S. aureus: una vez realizado el ajuste de la
densidad celular bacteriana a 1.5x10® UFC/mL, se realizé una dilucién posterior a 1x10°
UFC/mL de acuerdo con la dilucion final (1:2) en un volumen de 2 mL, la concentracion

bacteriana en cada tubo fue de 1x10° UFC/mL.

1V.8.4. Técnica de microdilucion

El analisis de susceptibilidad de las cepas bacterianas frente a los extractos de hojas y tallos de
Jatropha cinerea y Jatropha cordata mediante la técnica de microdilucion se llevo a cabo de
acuerdo con el Instituto de Estandares de Laboratorios Clinicos (CLSI) y es denominado
“microdilucion” porque implica el uso de pequefios volumenes de caldo de cultivo (lo que
permite un andlisis mas amplio y completo en un espacio pequefio) en microplacas de cultivo
celular estériles de fondo redondo o conico (CLSI, 2015). El analisis fue llevado a cabo de la

siguiente forma: en microplacas de 96 pocillos de fondo plano se colocaron 100 pL de medio
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de cultivo Mueller-Hinton y se agregaron 100 pL del extracto de mayor concentracion a la
primera fila de pocillos correspondientes a extractos de hojas y tallos de cada especie por
separado (Figura 7) y se realizaron diluciones seriadas de cada extracto en la microplaca,
debido a esto cada extracto fue preparado en DMSO al 5%, 3 veces mds concentrado.
Posteriormente, fueron agregados 100 pL de cada indculo bacteriano a cada pocillo, ademas
como controles positivos se utilizaron gentamicina y penicilina, como control negativo se
colocaron pocillos unicamente con medio de cultivo e indculo, asi como un control con

DMSO al 5% e indculo.

100 ul. de cada extracto ¢l
(mavor concemtracion) <n la
toda la fila B v o partir de

diluciones senadas de las
fila B hasta la fila H por
cadn colomna

ahi se tomaron 100 ul de Q
este pocillo v s¢ realizaron Q

Deseclse ultunos 1040 |\u ¥ T ¥ d T
Lud_-mj_mi.m _HOJA __ TALLO,
Jatrophd cinerea Jatropha cordata

Figura 7. Preparacion de las concentraciones de los extractos de hojas y tallos de ambas
especies de Jatropha en la microplaca.

La preparacion de los indculos bacterianos de S. aureus y E. coli se llevo a cabo
ajustando la densidad celular bacteriana a 1.5x10% UFC/mL, posteriormente se realizé una
dilucién a 1x10° UFC/mL, para obtener una densidad bacteriana final de 1x10° UFC/mL por

pocillo de la microplaca en un volumen de 200 pL.

Finalmente, las microplacas (una microplaca de 96 pocillos por cada cepa de bacteria)
fueron incubadas a 37 °C durante 24 h. Transcurridas las 24 h de incubacion, a cada

microplaca le fueron agregados 25 uL de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTZ) por pocillo y
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se incubd por 1 hora a 37 °C. El TTZ es un indicador redox usado que indica la respiracion
celular diferenciando tejidos metabdlicamente activos de aquellos metabolicamente inactivos.
El compuesto incoloro es reducido enzimaticamente a 1,3,5-trifenilformazéan, o simplemente

formazan, de color rojo, en las células vivas debido a la actividad de las deshidrogenasas.

Para la interpretacion de los resultados se considerod la concentracion mas baja con
ausencia de color rojo proporcionada por la solucion TTZ como la concentraciéon minima del
extracto inhibitoria para las bacterias. Se tomaron fotografias en 3 tiempos diferentes para
realizar la comparacion visual: al inicio de la incubacidn es decir al tiempo 0 h, 24 h después y

posterior a la incubacién con el indicador, cada ensayo se realizd por triplicado.

IV.9. Analisis estadistico

Los datos de todos los ensayos fueron sometidos a pruebas de normalidad y homocedasticidad
y se presentaron como la media de triplicados de las determinaciones correspondientes =+
desviacion estandar. Las diferencias significativas entre medias se evaluaron por analisis de
varianza (ANOVA), seguido por comparaciones contra control usando la prueba de
diferencias minimas significativas de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas

cuando p < 0.05, con la ayuda del software R Studio.
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V. RESULTADOS

V.1. Analisis cualitativo de los extractos metandlicos de hojas y tallos de Jatropha cinerea

y Jatropha cordata

De acuerdo con el muestreo realizado para la obtencion del material vegetal de ambas especies
se obtuvo el siguiente rendimiento en peso seco en promedio de los 3 puntos muestreados
(Apéndice 2): de tallos de Jatropha cinerea se obtuvieron 206 g y de hojas 122 g, mientras
que para Jatropha cordata se obtuvo un rendimiento promedio de tallos de 292 g y en hojas de

198 g.

Con la finalidad de conocer los grupos de metabolitos secundarios presentes en los
extractos metanolicos de la parte aérea (hojas y tallos) de ambas especies, se llevd a cabo el
fraccionamiento de éstos, utilizando solventes con diferentes polaridades y a cada una de las
fracciones se le realizaron pruebas fitoquimicas cualitativas especificas para la deteccion de
los principales grupos de metabolitos secundarios. De las 14 pruebas realizadas para la
deteccion de 9 grupos de metabolitos secundarios, se encontré que la mayoria de los
compuestos estaban presentes en las fracciones alcohodlicas (etanol y metanol), esto para

ambas especies (Tabla 1).

En las fracciones etandlica y metandlica del extracto de la parte aérea de Jatropha
cinerea se detecto la presencia de flavonoides, fenoles, cumarinas y taninos, mientras que en

los extractos de Jatropha cordata se encontraron presentes flavonoides, fenoles y taninos.

En las fracciones de hexano y acetato de etilo (fracciones de solventes con menor
polaridad), en Jatropha cinerea se encontr6 la presencia de esteroles y tinicamente la fraccion
de acetato de etilo resultd positiva para cumarinas, mientras que para Jatropha cordata en la
fraccidon con hexano se encontr6 la presencia de esteroles y en la fraccion de acetato de etilo se

encontraron taninos.
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Tabla 1. Analisis fitoquimico cualitativo de los extractos metanolicos de la parte aérea de
Jatropha cinerea y Jatropha cordata.

Jatropha cinerea Jatropha cordata
Fitoquimicos H AE E M H AE E M
Flavonoides - - + + - - + +
Fenoles - - + + - - + +
Cumarinas - + + + - - - -
Saponinas - - - - - - - -
Esteroles + + - - + - - -
Taninos - - + + - + + +
Alcaloides - - - - - - - -
Quinonas - - - - - - - -
Glicoésidos - - - - - - - -

(+) Presente, (-) Ausente. Solventes; H: hexano, AE: acetato de etilo, E: etanol y M: metanol.

En base a los resultados del analisis fitoquimico cualitativo, realizado para los extractos
metanolicos de la parte aérea de Jatropha cinerea y Jatropha cordata, es que se decidio

utilizar inicamente extractos alcohdlicos para los posteriores anélisis cromatograficos.

Ademas, se confirmo que los extractos metandlicos de la parte la parte aérea de Jatropha

cinerea 'y Jatropha cordata son ricos en compuestos fendlicos.

V.2. Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos

Una vez que se confirmd que los extractos alcohdlicos de Jatropha cinerea y Jatropha
cordata fueron los mas ricos en compuestos fitoquimicos, se procedid a identificarlos y
cuantificarlos y asi conocer las diferencias en el perfil fitoquimico de extractos etanolicos y
metanolicos (ambos al 70%). Los resultados mostraron que ambos extractos presentaban el
mismo perfil de compuestos. Sin embargo, la amplitud de las sefales detectadas en las mismas
longitudes de onda fue mayor en los extractos metandlicos. Por lo tanto, para ambas especies,
la identificacion y cuantificacion de moléculas fendlicas, asi como los posteriores ensayos

bioldgicos, se realizaron utilizando como solvente de extraccion metanol al 70% (70:30 v/v).
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En el extracto metandlico de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata

analizados por HPLC-DAD se logro la cuantificacion de 10 compuestos (Tabla 2).

De los extractos del tallos de Jatropha cinerea se lograron cuantificar 10 compuestos
fendlicos, de los cuales 7 fueron acidos fendlicos (acido 4-hidroxibenzoico, cafeico, galico,
gentisico, p-cumdrico, siringico y &cido vanilico) y 3 fueron flavonoides (apigenina,
epicatequina y quercetina), mientras que en los extractos de hojas fueron cuantificados 6
compuestos de los cuales 5 fueron acidos fenolicos (4acido 4-hidroxibenzoico, cafeico, galico,

gentisico y acido p-cumarico) y un flavonoide (apigenina) (Tabla 2).

De los extractos de tallos de Jatropha cordata se lograron cuantificar 9 compuestos
fenolicos, de los cuales 6 fueron acidos fenodlicos (acido 4-hidroxibenzoico, cafeico, galico,
gentisico, sindpico y vanilico) y 3 fueron flavonoides (apigenina, epicatequina y quercetina)
mientras que de los extractos de hojas fueron cuantificados 7 compuestos de los cuales 5
fueron acidos fenolicos (4cido 4-hidroxibenzoico, cafeico, galico, gentisico y dacido p-

cumadrico) y dos fueron flavonoides (apigenina y quercetina) (Tabla 2).

Estos resultados muestran que en ambas especies de Jatropha en los extractos de tallos
los compuestos fendlicos de mayor concentracion son flavonoides mientras que para los
extractos de hoja las moléculas presentes en mayor concentracion corresponden a acidos

fendlicos.

Comparando los extractos de ambas especies, Jatropha cordata fue la que cont6 con la
mayor concentracion de compuestos fendlicos, con respecto a Jatropha cinerea. Fue el acido
gentisico con una concentracion de 834.62 pg/g, el acido fenodlico de mayor concentracion y la
quercetina con una concentracion de 577.98 pg/g como el flavonoide mas abundante en los
extractos de esta especie. En los extractos de hojas y tallos de Jatropha cinerea, el acido
fendlico mas abundante fue el acido gentisico con una concentracion de 634.55 ug/g y la
epicatequina con 230.05 pg/g como el flavonoide mas abundante de los extractos de esta

especie.

De los 10 compuestos diferentes que fueron cuantificados de los extractos metanolicos
de hojas y tallos de ambas especies de Jatropha, el 4cido galico fue el compuesto que se

encontrd siempre presente, tanto en tallos como hoja de ambas especies, aunque en diferentes
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concentraciones, siendo en los extractos de hojas donde se encontré en mayor concentracion.
Mientras que epicatequina y quercetina fueron los dos flavonoides encontrados en los

extractos de tallos de ambas especies de Jatropha.

V.3. Identificacion de compuestos fendlicos mediante espectrometria de masas

Una vez realizado el andlisis de los compuestos presentes en los extractos metandlicos de
hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata mediante HPLC-DAD, se llevo a cabo
la comprobacion de la identificacion de los mismos por infusion directa en un
espectrofotometro de masas con electrospray en modo de ionizacidon negativa y trampa de
iones, donde se logré la identificacion de acuerdo al peso molecular y quiebres estructurales
de las moléculas de cada compuesto fenolico presente en los extractos, la confirmacion se
realiz6 comparandolos con estandares puros y por busqueda en referencias bibliograficas. En
la Tabla 3 se enlistan los compuestos fendlicos identificados en hojas y tallos, para cada una

de las especies de Jatropha analizadas.

Gracias al andlisis realizado por espectrofotometria de masas se logro la caracterizacion
de los extractos metandlicos de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata. Donde
para cada especie se logrd identificar 8 y 9 compuestos fendlicos adicionales a los ya
identificados y cuantificados por HPLC-DAD, respectivamente. De estos compuestos el acido
3.,4-Dihidroxibenzoico, el catecol y la isovitexina fueron los que se encontraron presentes en
tallos y hoja de ambas especies. Mientras que en los extractos de hojas de ambas especies el
acido tanico fue el compuesto que se encontro presente en comun y en los extractos de tallos
fue la epicatequina el flavonoide en comun entre las dos especies. Ademads, de las dos especies
analizadas, los extractos de Jatropha cordata fueron los  que presentaron mayor nimero de

compuestos diferentes, con respecto a Jatropha cinerea.
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V 4. Cuantificacion de fenoles y flavonoides totales

Se realiz6 la determinacion del contenido de fenoles y flavonoides totales de los extractos
metanolicos de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata (Tabla 4) por medio de
técnicas espectrofotométricas. Donde, como se esperaba el contenido de fenoles totales fue
mayor con respecto al contenido de flavonoides totales, de los extractos de hojas y tallos de
ambas especies. Ademads, los extractos de hojas de ambas especies contienen mayor

concentracion de fenoles y flavonoides totales, con respecto a los extractos de tallos.

Comparando las dos especies de Jatropha, fue en Jatropha cordata donde los extractos

de hojas y tallos presentaron mayor contenido de fenoles y flavonoides totales.

V.5. Evaluacion del efecto antioxidante

Se determino el efecto antioxidante de los extractos metanolicos de hojas y tallos de Jatropha
cinerea 'y Jatropha cordata, mediante dos métodos colorimétricos espectrofotométricos:
ABTS y DPPH que emplean la sal de diamonio 2,2'-difenilpicrilhidrazil y 2,2'-azinobis (4cido
3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) respectivamente. En ambos métodos, la capacidad
antioxidante del extracto se determina, de acuerdo con los cambios en las absorbancias de los
radicales comerciales, éstos deben ser estables y generar color (DPPH; color morado y ABTS;
color azul), el grado de reduccién del radical coloreado durante la reaccidon con el antioxidante
se mide entre 515-517 nm en el caso del método con DPPH y a 734-744 nm en el ensayo con

ABTS (Olszowy y Dawidowicz, 2018).

De acuerdo con las longitudes de onda en las que se encontraron los compuestos
fendlicos presentes en los extractos metanolicos de ambas especies de Jatropha (las cuales no
fueron mayores a 390 nm) la utilizacion de estos dos métodos es adecuada, asi que por medio
de estos se determiné la capacidad que tienen los extractos metandlicos de estabilizar los
radicales empleados en cada uno de ellos y los resultados fueron expresados como porcentaje

de inhibicién (Tabla 4).
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De acuerdo con los dos radicales utilizados, los extractos de hojas y tallos de ambas
especies presentaron mayor porcentaje de inhibicion para DPPH. Ademas, Jatropha cordata

fue la especie que presentd mayor capacidad antioxidante, con respecto a Jatropha cinerea.

Los extractos metanolicos de hoja de ambas especies de Jatropha son los que presentan
mayor capacidad antioxidante con respecto a los extractos de tallos de acuerdo con la
metodologia ABTS. Sin embargo, en Jatropha cinerea no hubo diferencias significativas en la
capacidad antioxidante de los extractos entre hojas y tallos determinada por medio de la

metodologia DPPH.

Con respecto al contenido de fenoles y flavonoides totales que fue cuantificado de los
extractos de hojas y tallos de las dos especies de Jatropha, Jatropha cordata fue la que
presentd mayor contenido de fenoles totales con 153.39 mg equivalentes de acido galico
(EAG)/g de muestra en los extractos de tallos y 215.63 mg EAG/g de muestra en los extractos
de hoja y mayor contenido de flavonoides totales con 7.41 mg EQ/g de muestra en los
extractos de tallo y 18.55 mg EQ/g de muestra en los extractos de hojas, con respecto a
Jatropha cinerea (Tabla 4). De la misma forma, el porcentaje de inhibicion de los radicales
analizados fue mayor en los extractos de hojas y tallos de Jatropha cordata, razén por la cual
se le atribuye mayor capacidad antioxidante a esta especie. Por otra parte, entre tallo y hoja de
ambas especies son los extractos de hoja los que presentan un mayor contenido de fenoles y
flavonoides totales con respecto a tallos y de igual forma la actividad antioxidante es mayor en

los extractos de hojas con respecto a tallos.
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Tabla 4. Contenido de fenoles y flavonoides totales y efecto antioxidante de los extractos
metanolicos de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata.

Jatropha cinerea Jatropha cordata
Hojas Tallos Hojas Tallos
Fenoles totales (mg
EAG/g) 82.65 =£1.65* 62.02 £2.80* 215.63 £3.62*  153.39 +£291*
Flavonoides totales
(mg EQ/g) 11.30 +0.13* 327 £0.11* 18.55 +0.23* 7.41 £0.14*

ABTS (%Inhibicion)  14.63 +3.12* 8.08 +0.63* 54.12 +1.71* 47.86 +1.48%*

DPPH (%Inhibicion) 22.16 +0.341 21.67 +1.54  77.73 +0.90* 73.58 +0.91*

*Diferencias significativas p<0.05. n=6

V.6. Evaluacion del efecto antibacteriano

Se realizo el analisis la evaluacion de la susceptibilidad con los extractos metandlicos de hojas
y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata frente a Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538P mediante las metodologias, cepas de referencia y
estandares recomendados por el Instituto de Estdndares de Laboratorios Clinicos (CLSI, 2015,

EE. UU).

V.6.1. Técnica de difusion en disco

De acuerdo con la metodologia recomendada para la técnica de difusion en disco, se llevo a
cabo el andlisis de susceptibilidad de los extractos iniciando los ensayos bioldgicos con el
extracto de hojas de Jatropha cordata frente a E. coli y S. aureus ATCC 6538P, debido a que
fue el extracto que presentdé mayor cantidad de compuestos caracterizados en el andlisis
fitoquimico, ademas de ser el extracto con mayor efecto antioxidante con respecto a los otros
extractos, por ello en el primer ensayo se evalud el extracto a 15.6, 31.2, 62.5, 125 y 250
mg/mL de peso seco del extracto y como disolvente se utilizo DMSO al 5 y 7% esto con el fin
de evaluar las diferencias del disolvente a diferentes proporciones. Transcurrido el tiempo de
incubacion, bajo ninguna de las concentraciones fue posible analizar de manera representativa

el halo de inhibicién y con ello clasificar alguna concentracion como inhibitoria. Al ser el
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primer ensayo realizado, se requiri6 de mejorar, el manejo y manipulacion de la técnica, dado
que la siembra del inoculo en las placas no se observé de manera uniforme, en algunas placas
se observd un pequeio halo de inhibicion, sin embargo, éste no pudo ser considerado
favorablemente positivo dado a su forma irregular con respecto a los controles (Figura 8). A
demas, de acuerdo con las concentraciones del DMSO empleado como disolvente para los
extractos, no se observé diferencia entre 5 y 7% del mismo y en las concentraciones mas
elevadas del extracto se observd la perfusion del extracto en el agar ya que los extractos a
estas concentraciones presentan coloracion amarillenta fuerte y la disolucion del extracto no
fue del todo homogénea, este comportamiento observado para ensayos con ambas cepas

bacterianas.

Figura 8. Primer ensayo de susceptibilidad bacteriana del extracto metanolico de Jatropha
cordata (15.625 a 250 mg/mL de peso seco), mediante la técnica de difusion en disco. A:
frente a E. coli. B: frente a S. aureus.
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Posteriormente se probaron las concentraciones del extracto metandlico de 0.48, 0.97,
1.9, 3.9, 7.8, 15.6 mg/mL de peso seco de hojas de Jatropha cordata y antes de ser colocadas
en los discos de papel filtro y con el fin de mejorar la disolucion de las diferentes
concentraciones del extracto, estas fueron sometidas a sonicacion durantel hora, al observar
que no habia diferencias entre el DMSO al 5 y 7% en este ensayo unicamente se utilizd
DMSO al 5% y las observaciones se realizaron a las 12, 24 y 48 h de incubacion. Sin
embargo, a pesar de que en algunas concentraciones probadas se observd crecimiento
bacteriano tenue alrededor del disco impregnado con el extracto, este no fue suficiente para
poder determinar las concentraciones como inhibitorias, estas zonas se encuentran sefaladas
en la Figura 9 con flechas color rojo cuyas medidas van de 1.0 a 3.3 mm, ademas en la
concentracion de 7.8 mg/mL de peso seco del extracto sefialado en la Figura 9 (B, D y F) con
un circulo amarillo, se observo drea sin crecimiento bacteriano la cual por su forma irregular
no fue considerada como halo de inhibiciéon. En cuanto al tiempo de incubacién de ambas
especies de bacterias no hubo cambios con respecto a los controles a las 12, 24 y 48 h de

observacion.
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Figura 9. Segundo ensayo de susceptibilidad
bacteriana del extracto metandlico de Jatropha
cordata (0.48 a 15.6 mg/mL de peso seco),
mediante la técnica de difusion en disco. A: E. coli,
12 h de incubacion. B: S. aureus a las 12 h de
incubacion. C: E. coli a las 24 h de incubacion. D:
S. aureus a las 24 h de incubacion. E: E. coli a las
48 h de incubacion. F: S. aureus a las 48 h de
incubacion. Flechas en color rojo: zonas con
crecimiento bacteriano tenue con respecto al
crecimiento uniforme en la placa Petri y su
- respectiva mediciéon en mm. En circulos amarillos:
concentracion con zona adyacente al disco con el
extracto sin crecimiento bacteriano con respecto al
crecimiento uniforme en la placa.
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Se realiz6 un tercer ensayo donde se analizaron concentraciones de 0.25, 0.5, 0.7, 1, 1.5,
2,4, 8, 16, 31.25, 62.5, 125, 250 mg/mL de peso seco del extracto de hojas de Jatropha
cordata. Una vez realizado el ajuste de la densidad celular bacteriana a 1.5x10® UFC/mL, se
realizo una dilucion a 1x10° UFC/mL, con el fin de visualizar algiin cambio en la uniformidad
del inoculo en la placa Petri. A demds cada concentracion fue sonicada durante 3 h cuidando
que la temperatura del agua contenida en el sonicador no se elevara a mas de 20°C. Ambas
especies de bacterias fueron analizadas frente a cada extracto en medio de cultivo Mueller-
Hinton, sin embargo, para determinar el comportamiento de los extractos en otro agar, se
probo Unicamente la especie de S. aureus con agar nutritivo analizando concentraciones de
0.5, 1, 2,4, 8, 16, mg/mL de peso seco del extracto. Se realizaron observaciones a las 12 y 24
h de incubacion, donde se encontré que en la densidad celular no fue suficiente para cubrir
completamente de manera uniforme la placa Petri, este efecto fue mas notorio al realizar las
observaciones a las 12 h (Figura 10- A, B y C). Con respecto a ambos agares probados
(Mueller-Hinton y agar nutritivo) el agar Mueller-Hinton fue donde se mostr6 mejor y mayor
crecimiento de S. aureus, por lo que las pruebas siguientes se llevaron a cabo inicamente en
agar Mueller-Hinton. En la Figura 10 se observan todas las concentraciones analizadas a las
12h (A, By C)y24 h (D, E yF) h de incubaciéon y en ninguna de ellas se observo area sin
crecimiento bacteriano suficiente para determinar alguna de las concentraciones como
inhibitoria, inicamente en E. coli en las concentraciones de 2.5 y 3 mg/mL de peso seco, como
se observo area sin crecimiento bacteriano el cual no es posible tomar como halo de inhibicién

(Figura 10).

Un cuarto ensayo fue realizado donde se analizaron concentraciones de 25, 50, 100,
150, 200 y 250 mg/mL de peso seco de planta, éste se llevo a cabo en agar Mueller-Hinton vy,
se utilizé el inéculo a una densidad bacteriana de 1.5x10°® UFC/mL. De acuerdo con los
resultados obtenidos en el Gltimo ensayo Unicamente se evalu6 a E. coli y las observaciones
fueron hechas a las 24 h de incubacion. En este ensayo se evaluaron concentraciones del
extracto mas elevadas, en la Figura 11 en la concentracién de 250 mg/mL se observa un punto
color marron en el disco indicando la poca solubilidad del extracto en el DMSO al 5%,
ademas es notoria la perfusion del extracto en el agar cuando aumentan las concentraciones

evaluadas.
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12 horas 24 horas

Figura 10. Tercer ensayo de susceptibilidad bacteriana con el extracto metanolico de Jatropha
cordata (0.25 a 250 mg/mL de peso seco), mediante la técnica de difusion en disco. A: S.
aureus a las 12 h de incubacion, en agar nutritivo. B: S. aureus a las 12 h de incubaciéon en
agar Mueller-Hinton. C: E. coli alas 12 h de incubacion. D: S. aureus a las 24 h de incubacion
en agar nutritivo. E: S. aureus a las 24 h de incubacion en agar Mueller-Hinton. F: E. coli a las
24 h de incubacion. Flechas en color rojo: indican las zonas sin crecimiento bacteriano y su
respectiva mediciéon en mm.

46



Figura 11. Cuarto ensayo de susceptibilidad bacteriana con el extracto metanolico de
Jatropha cordata (25 a 250 mg/mL de peso seco), mediante la técnica de difusion en disco. Se
evaluo la susceptibilidad de E. coli a las 24 h de incubacién con los extractos. Flechas en color
rojo: indican las zonas sin crecimiento bacteriano y su respectiva medicion en mm.

Un quinto ensayo fue realizado donde, fueron evaluadas concentraciones de 0.25, 0.5,
1,2, 4,8, 16, 25, 50, 100, 150, 200 y 250 mg/mL de peso seco de planta frente a E. coli, en
agar Mueller-Hinton y se utiliz6 el inéculo a una densidad bacteriana de 1.5x10® UFC/mL, en
un periodo de 24 h de incubacion. Ademas, las placas se dejaron reposar media hora a 4°C,
esto con el fin evitar o mejorar las areas sin crecimiento bacteriano, las cuales no pueden ser
determinadas como halo de inhibicion, comportamiento observado en algunas concentraciones
de los ensayos anteriores. Sin embargo, a pesar de haber mejorado la perfusion del extracto en
el agar al dejar reposar durante 30 min las placas a 4°C en ninguna de las concentraciones
analizadas fue posible observar halo de inhibicion. Ademas, en las concentraciones mas
elevadas (a partir de 100 mg/mL de peso seco del extracto) el extracto no se solubiliza
eficientemente en el DMSO, inclusive a 250 mg/mL pueden observarse puntos de color

marrdn correspondientes a la parte insoluble del extracto (Figura 12).
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Figura 12. Quinto ensayo de susceptibilidad bacteriana con el extracto metanodlico de
Jatropha cordata (0.5 a 250 mg/mL de peso seco), mediante la técnica de difusion en disco.
Se evalu6 la susceptibilidad de E. coli a las 24 h de incubacién con los extractos. Flechas en
color rojo: indican las zonas sin crecimiento bacteriano y su respectiva medicién en mm.
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Finalmente, un ultimo ensayo (sexto) fue realizado, donde se analizaron concentraciones
de 1,8, 16, 25, 50, 100, 150, 200 y 250 mg/mL de peso seco de planta frente a E. coli, en
agar Mueller-Hinton y se utilizé el indculo a una densidad bacteriana de 1.5x10% UFC/mL en
un periodo de 24 h de incubacion. De acuerdo con la poca solubilidad del extracto en el
DMSO al 5% se opt6 disolverlo en etanol al 50 y 70%. Se anadieron controles unicamente de
etanol (50 y 70%) sin extracto para evaluar el efecto citotoxico que podria tener el etanol
como disolvente, sin embargo, esté no influyo en el efecto del extracto (Figura 13-C), a pesar
de que el extracto fue completamente soluble en el etanol y la perfusion de este en el agar
mejord, ninguna de las concentraciones inhibi6 el crecimiento bacteriano alrededor del disco

de papel (Figura 13).

Figura 13. Sexto ensayo de susceptibilidad bacteriana con el extracto metanoélico de Jatropha
cordata (1 a 250 mg/mL de peso seco), mediante la técnica de difusion en disco. Se evaluo la
susceptibilidad de E. coli a las 24 h de incubacion con los extractos disueltos en etanol. A:
concentraciones del extracto disueltas en etanol al 50%. B: concentraciones del extracto
disuelto en etanol al 70%. C: Controles. Flechas en color rojo: indican las zonas sin
crecimiento bacteriano y su respectiva medicion en mm.
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V.6.2. Técnica de macrodilucion en caldo

A demas, de evaluar el extracto de hojas de Jatropha cordata frente a S. aureus y E. coli
mediante la técnica de difusion en disco se llevo a cabo el analisis del extracto a 0.24, 0.48,
0.97, 1.95, 3.90, 7.81, 15.62, 31.25, 62.5, 125 y 250 mg/mL de peso seco frente a E. colia las
24 h por medio de la técnica de macrodilucidon, con el fin de analizar la solubilidad del
extracto en el medio de cultivo ya que esta técnica no requiere que el extracto se encuentre
previamente disuelto en algun solvente, puede analizarse directamente. Para determinar si las
bacterias son susceptibles al extracto, estos fueron comparados con los controles, donde
ninguna de las concentraciones analizadas mostré efecto inhibitorio sobre el crecimiento
bacteriano. Ademas, mediante esta técnica se determind que a partir de la concentracion de
15.62 mg/mL solamente en las concentraciones decrecientes fue posible visualizar la turbidez
ocasionada por el crecimiento bacteriano con respecto al tiempo cero de incubacion (Figura
14-B) debido a que las concentraciones del extracto mds elevadas saturaron el medio de

cultivo por lo cual no fue posible observar presencia o ausencia de turbidez (Figura 14).

A [mem ‘3.mu l{]":l\f N .‘!"I mur'qra !
,. § | ’~ ’» 25 1 0.97 '.‘_”:.‘!(i‘;‘
- 1Q QIS
B Yeomi BN b JiI Y iea| M ‘l

250 125 625 31.25 1362 781 390 195 097 048 024 .'1

“ /} )\ \

M’,f;';

Figura 14. Susceptibilidad bacteriana frente al extracto metandlico de hojas de Jatropha
cordata (0.24 a 250 mg/mL de peso seco) de E. coli mediante la técnica de macrodilucion en
caldo. A: observacion antes de incubar, B: después de 24 h de incubacion, C1: control con
bacterias sin extracto, C2: control con medio de cultivo sin bacterias ni extracto.

50



V.6.3. Técnica de microdilucion

Mediante la técnica de microdilucion en microplacas de 96 pocillos se evaluaron las
concentraciones de 0.012, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.25, 2.5, 5, 10, 62.5, 125, 250, 500,
1000 mg/mL de los extractos de hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata frente a
E. coli, utilizando caldo Mueller-Hinton, el extracto fue disuelto en DMSO al 5%. De acuerdo
con el indicador redox utilizado para evaluar respiracién bacteriana la concentracién con
ausencia de color rojo proporcionada por la solucion TTZ se establecié como la concentracion
inhibitoria, sin embargo, en ninguna de las concentraciones evaluadas fue posible observar
inhibicion del crecimiento bacteriano con los extractos, la tendencia del extracto fue que para
las concentraciones superiores a partir de los 62.5 mg/mL de peso seco del extracto se observo
turbidez y coloracion en el medio de cultivo emitida por la saturacion en las concentraciones
del extracto con respecto al medio, dificultando la evaluacién colorimétrica de éstas
concentraciones (Figura 15-C), mientras que en las concentraciones de 0.8 a 1 mg/mL de los
extractos de hojas y tallos de ambas especies de Jatropha la coloracion rojiza fue mas débil
(Figura 15-A y B); sin embargo, para ser considerado como antibacteriano o con efecto
inhibitorio es necesario que no exista coloracion alguna. A demas, se tomaron fotografias de
las microplacas en el tiempo cero (antes de incubar), después de las 24 h de incubacién antes
de agregarle el indicador y después de incubarla con el indicador, donde en todas las
concentraciones analizadas incluso antes de agregar el indicador se observaba turbidez,

indicando crecimiento bacteriano.
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Figura 15. Susceptibilidad bacteriana con los extractos metandlicos de hojas y
tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata (0.012 a 1000 mg/mL de peso
seco) frente a E. coli y S. aureus mediante la técnica de microdilucion. A:
extractos frente a E. coli, B: extractos frente a E. coli, C: extractos frente a S.
aureus.
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VI. DISCUSION

Las plantas han sido utilizadas durante miles de afios en la medicina tradicional, por ser una
fuente natural de productos quimicos bioactivos. Tal es el caso de las especies pertenecientes
al género Jatropha. Sin embargo, so6lo pocas especies de este género han sido evaluadas
quimicamente. De las 175 especies de Jatropha, solamente 21 han sido quimicamente

estudiadas (Cavalcante et al., 2020).

Por tal razén resultaba necesario el estudio fitoquimico de hojas y tallos de Jatropha
cinerea y Jatropha cordata, de los cuales existen reportes de su amplia utilizacion por grupos

étnicos del Estado de Sonora para uso medicinal (Yetman et al., 2002).

Los resultados de la caracterizacion fitoquimica cualitativa de extractos metanolicos de
hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata, muestran alta presencia de compuestos
fendlicos en ambas especies en las fracciones alcohdlicas (Tabla 1). Los solventes alcoholicos
son ampliamente utilizados para extraer compuestos de plantas empleadas con fines
medicinales (Mointero et al. 2019). Por otro lado, en otras especies pertenecientes al género
Jatropha, se han reportado perfiles fitoquimicos cualitativos semejantes al que presentan los
extractos metanolicos de la parte aérea de Jatropha cinerea y Jatropha cordata. Dias et al.
(2019), encontraron presentes fenoles, flavonoides y taninos en las fracciones alcoholicas
(etanol y metanol) de extractos de hoja de J. mollissima, especie que se distribuye en regiones
semiaridas de Brasil. Ademas, para J. curcas que es la especie modelo del género (originaria
de México), se reportd que sus extractos alcohdlicos eran ricos en compuestos fendlicos

(Rebecca et al., 2016; Oyama et al., 2016).

El analisis por HPLC-DAD de los extractos metandlicos de Jatropha cinerea y Jatropha
cordata (Tabla 3) mostré un perfil fitoquimico similar al reportado en extractos metanolicos
de J. curcas (4cido galico, catequina, rutina, acido cumarico, acido fertlico, cumarinas,
luteolina y genisteina) (El-Baz et al., 2014). Por otro lado, Cavalcante et al. (2020) reportd una
gran variedad de metabolitos secundarios encontrados en diferentes 6rganos de las especies de
Jatropha, principalmente flavonoides: apigenina, catequina, epigalocatequina, isovitexina,

vitexina y algunas cumarinas.
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Uno de los compuestos fenolicos que se encontrd presente en hojas y tallos de Jatropha
cinerea y Jatropha cordata fue el 4cido galico. Es sabido que, a pesar de ser un compuesto
fendlico ampliamente estudiado debido a sus propiedades biologicas e industriales, es
sorprendente que ni la enzimologia de la formacion de acido galico, ni la ubicacion subcelular
de su sintesis y almacenamiento estén exactamente definidas. Sin embargo, Alscher y Hess
(2017) describen 4 vias principales de biosintesis del acido galico, donde mencionan que éste
puede ser acumulado en diferentes 6rganos de las plantas debido a reacciones enzimaticas que
inhiben y reducen el flujo de carbono hacia las vias que conducen a los aminoacidos

aromaticos.

El perfil fitoquimico varia en cada parte de las plantas (hojas, tallos y semillas). Esto
puede estar dado por la especializacion que tiene cada uno de estos Organos para cumplir su
funcién fisioldgica en la planta y la relacion de los fenoles con ella. (Carvalho ef al., 2013). La
identificacion de compuestos fenolicos en hojas y tallos de Jatropha cinerea y Jatropha
cordata (Tabla 3), muestran que el contenido de estos metabolitos depende del érgano y la

especie.

Para determinar estas diferencias entre el contenido de compuestos fenolicos de ambas
especies en cada o6rgano de las plantas, es necesario no solamente utilizar una metodologia que
nos permita cuantificar e identificar los compuestos por tiempo de retencion y longitud de
onda comparandolos con estdndares comerciales, como es realizado por HPLC-DAD, sino
también es necesaria la confirmacion de los compuestos presentes en los extractos metanolicos
de ambas especies por espectroscopia de masas ya que es la unica técnica que determina el
peso molecular a través de la fragmentacion de las moléculas que se quieran identificar
(Sharmin y Zafar, 2017). Por lo cual es importante no solo considerar el analisis de los
compuestos fendlicos para su identificacion por HPLC-DAD, sino que es necesaria la
confirmacion de éstos; por ello, se realiz6 la caracterizacion completa de los compuestos
presentes en los extractos, como se observa en la Tabla 3 donde se encuentran presentes los
compuestos fenolicos identificados, confirmados y cuantificados por HPLC-DAD vy los

compuestos identificados por ESI-IT-MS/MS.
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Los resultados obtenidos en el andlisis de fenoles y flavonoides totales (Tabla 4),
muestra que la hoja es el 6rgano que presenta el mayor contenido de estos compuestos, para

ambas especies.

El-Baz et al., (2014) en el extracto metanolico de hojas de J. curcas reportaron un
contenido inferior de fenoles y flavonoides totales con respecto a los que obtuvimos para
Jatropha cinerea y Jatropha cordata. El mismo comportamiento fue reportado para extractos
de tallos de J. curcas por Othman et al. (2015). Por otro lado, Dias et al. (2019) reportaron un
contenido de fenoles totales de 245.12 mg EAG/g en extractos metandlicos de hojas de J.
mollisima, en contraste, en los extractos de Jatropha cinerea en hojas y tallos se obtuvieron
concentraciones de 62.0. y 82.65 mg EAG/g de muestra respectivamente, mientras que para
Jatropha cordata se reporta una concentracion de fenoles totales para hojas y tallos de 153.39
y 215.63 mg EAG/g de muestra respectivamente. Estas diferencias se deben a la influencia del
clima y otros factores externos, que afectan a la sintesis de estos metabolitos secundarios (Jain
et al., 2013; Rampadarath et al., 2014). De la misma manera, el perfil de compuestos fendlicos
puede variar inclusive en una misma especie debido a diferentes factores, como el genotipo,
estado fenologico de la planta y tiempo de cultivo (Ali ef al., 2014; Verman et al., 2015). Estas
evidencias podrian justificar las diferencias encontradas en los compuestos fendlicos presentes
e identificados, la concentracion de cada uno de ellos, el contenido de fenoles y flavonoides
totales y el efecto antioxidante de los extractos metandlicos de hojas y tallos de Jatropha
cinerea 'y Jatropha cordata, dos especies adaptadas a condiciones climdticas y ecoldgicas

completamente diferentes.

En el analisis del efecto antioxidante se observd que los extractos de hoja de ambas
especies son los que presentan mayor capacidad antioxidante. Esto muestra una correlacion

con el contenido de compuestos fenolicos (Tabla 4).

La diferencia observada en la actividad antioxidante de los extractos metanolicos de
hojas y tallos entre Jatropha cinerea y Jatropha cordata (Tabla 4), puede ser atribuida a la
presencia y concentracion de los compuestos fendlicos presentes en estos. El contenido de
fenoles y flavonoides totales, en los extractos de hoja de ambas especies, mostrd una
correlacion positiva con sus actividades antioxidantes (Tabla 4). Los compuestos fendlicos

tienen gran capacidad para donar uno o mas de sus electrones adicionales a los radicales libres
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y son excelentes secuestradores de radicales libres. Ademads, los flavonoides, poseen
sustituyentes dihidroxilicos en posiciones 3" y 4" en el anillo B, por lo que se muestran mas

activos como antioxidantes (Banjarnahor y Artanti, 2014).

La determinacion del efecto antioxidante varia dependiendo de las técnicas
espectrofotométricas con las cuales es analizado. En el presente trabajo, el efecto antioxidante
fue analizado por medio de dos técnicas del mecanismo SET (Transferencia de electrones
simples): ABTS y DPPH. Como se observo, el porcentaje de inhibicion fue diferente para
ambos radicales (Tabla 4). Esto puede deberse a las propiedades fisicas y quimicas de los
extractos alcoholicos, el sistema de solvente utilizado y el pH al que se realiza el ensayo, todos

estos pudiendo dar lugar a diferentes cinéticas y reacciones secundarias (Tan y Lim, 2015).

Con el fin de evaluar la actividad bioldgica in vitro que pudiesen tener los extractos
metanolicos de ambas especies de Jatropha los cuales fueron fitoquimicamente caracterizados
y que gracias a este estudio se conocen los principales compuestos presentes, se llevo a cabo la
evaluacion de la susceptibilidad de S. aureus y E. coli frente a los extractos, analizandose
concentraciones bajas, medias y altas mediante tres técnicas microbiologicas diferentes, por
medio de las cuales no fue posible determinar la susceptibilidad de estas especies de bacterias

frente a los extractos.

La técnica de difusion en disco es la técnica oficial para determinar la susceptibilidad
antimicrobiana en los laboratorios de microbiologia clinica por medio de ésta se determina a
qué concentraciones es susceptible una cepa frente a antibioticos especificos, donde se mide el
halo de inhibicién generado por el antibidtico en el agar con el indculo microbiano. Sin
embargo, no es posible saber de manera precisa las concentraciones minimas inhibitorias de
los extractos, uUnicamente proporciona un acercamiento al rango de concentraciones
susceptibles (Balouiri et al.,2016), por lo que fue necesario analizar los extractos mediante una
técnica donde se evaluara de manera integral todos los extractos de ambas especies de
Jatropha frente a ambas bacterias al mismo tiempo. La susceptibilidad fue evaluada en medio
de cultivo liquido mediante la técnica de macro y microdilucion para poder analizar una gama
de concentraciones mas completa. A pesar de que el extracto mejor6 la solubilidad en el medio
de cultivo, no fue posible establecer las concentraciones con efecto antibacterianol y/o

inhibitorio para las cepas estudiadas. Esto puede deberse a varios factores, como lo es la
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solubilidad del extracto, las interacciones de los compuestos presentes en el extracto, las
técnicas que se utilicen para determinar el efecto antibacteriano (técnica de difusion en agar
sin discos y técnicas donde no se requiera la difusion del extracto sino la disolucion, como lo
son las técnicas en caldo de cultivo) asi como las especies de microorganismos que se empleen
(el tipo de microorganismos que se analicen) (Valgas et al. 2007; Wiegand et al. 2008;
Balouiri et al. 2016). Uno de los factores que fue recurrente en cada uno de los ensayos en
cada técnica efectuada para analizar la actividad antibacteriana de los extractos fue la
solubilidad de estos, dado que, mediante las tres técnicas realizadas, se observéd que al preparar
los extractos una cierta parte quedaba en suspension en lugar de disolverse completamente.
Algunos agentes antimicrobianos requieren de concentraciones menores debido a la
solubilidad, por ello es también importante determinar las condiciones de solubilidad de cada
antimicrobiano probado (CLSI, 2015). El tipo de solvente utilizado para realizar la extraccion
de los compuestos juega un papel vital en la solubilidad de los compuestos fitoquimicos, las
diferencias en la estructura de los compuestos fitoquimicos también determinan su solubilidad
en solventes de diferente polaridad, asi como el grado de polimerizacion e interacciones de los

compuestos fenolicos con otros fitoquimicos (Balouiri et al.,2016).

Este estudio constituye la primera evidencia de la composicién fitoquimica de los
extractos metanolicos de Jatropha cinerea y Jatropha cordata, especies que se encuentran
distribuidas en la region noroeste del pais, adaptadas a condiciones climatoldgicas extremas y
cuyo conocimiento es importante para conocer la diversidad de compuestos encontrados en las
distintas especies de Jatropha en México y su posible utilizacion como fuente de metabolitos

secundarios.
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VII. CONCLUSIONES

Los anélisis fitoquimicos de los extractos metandlicos de tallos y hoja de Jatropha cinerea y
Jatropha cordata, mostraron que ambas especies son fuente importante de compuestos
fenolicos. Se observo que los extractos de tallos fueron ricos en flavonoides, mientras que los

extractos de las hojas mostraron mayor contenido de acidos fendlicos.

Ambas especies mostraron tener un efecto antioxidante, siendo Jatropha cordata la
especie que presentd mayor cantidad de compuestos fendlicos y mayor capacidad

antioxidante, con respecto a Jatropha cinerea.

Pese al contenido de compuestos fendlicos en los extractos de ambas especies de
Jatropha no presentaron efecto antibacteriano en E. coli y S. aureus, mediante las técnicas
utilizadas. Sin embargo, ambas especies de Jatropha que se encuentran en el Estado de Sonora
son fuente importante de metabolitos secundarios principalmente compuestos fendlicos, que

podrian en un futuro utilizarse en diferentes sectores industriales, como agentes antioxidantes.
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VIII. RECOMENDACIONES

- Realizar fraccionamientos biodirigidos del peso en seco de hojas y tallos de ambas
especies de Jatropha.

- Probar las fracciones en mayor diversidad de microorganismos y lineas celulares.

- Evaluar el efecto antioxidante de cada fraccion generada a partir de los extractos antes
y después de liofilizar, para determinar los cambios que pudieran presentar los

compuestos.
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X. APENDICES

Apéndice 1. Metodologia del analisis del perfil fitoquimico cualitativo

Se realizaron 14 pruebas colorimétricas para determinar la presencia de 9 grupos de
metabolitos secundarios; flavonoides, fenoles, saponinas, esteroles, taninos, quinonas y
glicosidos. En algunos grupos se realizaron las detecciones por mas de un método diferente.
Todas las pruebas fueron realizadas para cada fraccion generada a partir de extractos
metanolicos de hojas y tallos de Jatropha cinerea 'y Jatropha cordata, los resultados se

interpretaron como presencia (+) y ausencia (-) de los grupos de metabolitos.

Flavonoides:

e Reaccion de Shinoda: se colocaron 20 gotas de cada fraccion del extracto en 4 tubos de
ensayo de vidrio. A cada tubo se agregaron 2 gotas de HCI concentrado, en caso de
presentar un cambio de color a rojo indica la presencia de chalconas o auronas, si
resulta positivo agregar un trozo de magnesio metalico: si la soluciéon cambia a color
naranja rojizo indica la presencia de flavonas, si es solo rojo indica presencia de
flavonoles y en caso de presentar coloracion magenta indica la presencia de
flavononas.

e Reaccion con NaOH al 10%: a cada tubo se adicionaron 3 gotas de NaOH, si la
solucién cambia de una coloracion amarillo a rojo, indica la presencia de xantonas y
flavonas y si cambia de café a naranja indica la presencia de flavonoles. Si cambia de
purpura a rojizo indica la presencia de chalconas y si cambia a color azul indica la
presencia de antocianinas.

- Como control positivo se utilizé quercetina.

Fenoles:
e Reaccion de FeCls: se agregaron 20 gotas de los extractos en tubos de ensayo,
posteriormente a cada tubo se anadieron 2 gotas de FeCls, si la solucion cambia a un
color oscuro la reaccion es considerada positiva.

Como control positivo se utilizo acido galico.
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Cumarinas;

Reaccion de KOH al 0.5M: se utilizaron 2 mL de cada fraccion del extracto y se
evaporo el solvente en una placa de calentamiento. Posteriormente se agregd 1 mL de
agua destilada y se dejo ebullir, se disolvio la mayor parte posible de cada fraccion. De
esta solucidén se tomo una gota con un capilar y se colocd en papel filtro, al area
correspondiente a la gota en el papel filtro se le agreg6 una gota de KOH y se observo
mediante fluorescencia a una longitud de onda aproximada de 365 nm. Las fracciones
que presenten fluorescencia similar al control se consideraron positivas.

- Como control positivo se utilizo canela.

Saponinas:

Reaccion de Rosenthaler: a 1 mL de cada fraccion de los extractos se agregaron 2
gotas del reactivo Rosenthaler, posteriormente se agregaron 2 gotas de acido sulfurico

concentrado. Si la solucion cambia a color violeta intenso se tomard como positiva.

Esteroles:

Reaccion de Lieberman-Burchard: se agregé 1 mL de cada fraccion de los extractos a
tubos de ensayo, posteriormente se adicionaron 0.5 mL de cloroformo, 0.5 mL de
anhidrido acético y 2 gotas de acido sulfurico concentrado. Si la solucion cambia de
color rojo a azul y luego a verde, la reaccion se considerd positiva para esteroles-
triterpenos.

Como control positivo se utiliz6 una solucidn rica en terpenos.

Taninos:

Las fracciones deben prepararse de la siguiente forma para posteriormente realizar las
pruebas: se agregd a 1 mL de cada fraccion de los extractos 2 mL de agua destilada y 2
gotas de NaCl (cloruro de sodio) al 2%, las soluciones se llevaron a ebullicion, se
enfriaron y se filtraron con papel de filtro N°2. Cada solucion se dividid en tres

alicuotas para las siguientes reacciones:
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Reaccion de cloruro férrico: a cada tubo se le adicionaron 2 gotas de cloruro férrico
al 2%. Si la solucidon cambio de color azul a negro, la reaccion se considera positiva
para derivados de acido galico; en cambio, si se torna color verde se considera
positiva para derivados del catecol.

Reaccion con ferrocianuro de potasio: a cada solucion de las fracciones se les
agreg6 1 gota de ferrocianuro de potasio al 1%, si la solucion se torna de color azul,
la reaccion es positiva para compuestos fenolicos.

Reaccion con acetato de plomo: se agregaron 2 gotas de acetato de plomo al 10%.
Al observarse precipitado color gris o turbidez, la reaccidn se considera positiva.

Como control positivo se utilizo acido galico.

Alcaloides:

Quinonas:

Las fracciones deben prepararse de la siguiente forma para posteriormente realizar las
pruebas: se utilizaron 3 mL de cada fraccion de los extractos y se adicionaron 2 mL de
HCI (4&cido clorhidrico) al 10% y se llevaron a ebullicion, se dejaron enfriar y fueron

filtradas, cada solucion se dividid en dos para llevar a cabo las siguientes reacciones:

Reaccion de Wagner: a cada muestra se agregaron dos gotas del reactivo de
Wagner. La reaccion se considerd positiva si se formo un precipitado color marron.
Reaccion de Mayer: a cada muestra se agregaron 2 gotas del reactivo de Mayer y se
considerd positiva la reaccion si se presentd la formacion de un precipitado de
color blanco.

Como control positivo se utilizé berberina.

Las fracciones deben prepararse de la siguiente forma para posteriormente realizar las
pruebas: de cada fraccion se agregd por duplicado 1 mL de muestra y se llevaron a
cabo las siguientes reacciones:

Reaccion de hidréxido de amonio (NH4OH): a cada muestra se agregaron 2 gotas de
NH4OH (hidréxido de amonio) y se considerd positiva (para antraquinonas) la reaccion

si la solucion cambio a color rojo dentro de los primeros dos min.
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- Reaccién con acido sulftrico (H2SOa4): a cada muestra se agregd una gota de H2SOs
(acido sulfurico) y se considerd positiva (antraquinonas) la reaccion al cambio de
coloracion a rojo de la solucion.

- Como control positivo se utilizd hematoxidina.

Glicosidos:

e Reaccion de Keller-Killani: Se tomaron 2 mL de cada fracciéon y se llevaron a
sequedad, posteriormente se agregdé 1 mL de acido acético glacial a cada muestra,
posteriormente fueron filtradas, estds se transfirieron a tubos de ensayo y se agregaron
dos gotas de FeCls al 2%, después se agregd 1 mL de acido clorhidrico concentrado.

La reaccion se considerd positiva si se observo la formacion de un halo color rojo.

Apéndice 2. Rendimiento de peso en seco por punto de muestreo de hojas y tallos colectados

y molidos de J. cinerea y J. cordata.

Jatropha cinerea Jatropha cordata

Punto 1

Hoja: 134g. Hoja: 203g.

Tallo: 246g. Tallo: 319g.
Punto 2

Hoja: 128g. Hoja: 189g.

Tallo: 212g. Tallo: 278g.
Punto 3

Hoja: 104g. Hoja: 203g.

Tallo: 159g. Tallo: 279g.
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