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INTRODUCCION

Las plantas y flores han jugado un papel importante en la vida de los
mezxicanos, desde los tiempos prehispdnicos hasta el presente. Han sido
numerosos los autores que han escrito sobre los beneficios de diversos
vegetales (1).

Actualmente es innegable la existencia de una medicina popular
eminentemente herbolaria como una realidad cultural que requiere ser
estudiada y valorada. La respuesta a tal circunstancia ha sido un "retorno” a
los aspectos naturales del habitat; por lo que las grandes industrias
farmacéuticas han invertido recursos econémicos para la obtencién de
f4rmacos sintéticos, para iniciar una nueva era, que podria denominarse de
los medicamentos naturales, promoviendo un adecuado desarrollo de los
estudios cientificos tendientes a impulsar un aprovechamienio nuevo y
diferente aprovechamiento de nuestros recursos. Por lo que no es raro que
los ya olvidados curanderos, brujos, y herbolarios, vuelvan a recibir fa visita
de los exploradores cientificos que estudian sus costumbres y tradiciones,
aprovechando el conocimiento acumulado de la medicina tradicional.

Hoy en dfa no menos de 100 principios activos de estructura definida
derivados de plantas, son usados en el mundo. Menos de la mitad de éstos
son aceptados como firmacos de uso generalizado y ain es mds importante
que menos de 10 de éstas drogas son producidas comerciaimente por
sintesis como la morfina, la atropina, entre otras (2).

Asi las plantas permanecen como fuente potencial de compuestos activos,
cuyo estudio ademds puede ayudar a comprender los procesos quimicos y
biolégicos que ocurren en ellas. Esto requerird de una colaboracién
multidisciplinaria, buena planeacién, creatividad, dedicacidntacto y una

gran paciencia, para obtener mejores resultados en el estudio de las plantas.



En realidad, hay un camino abierto para que los investigadores organicen,
v realicen programas de investigacién interdisciplinaria sobre la utilizacién
de estas fuentes naturales de medicamentos. Dichas fuentes suelen ser
abundantes y pueden proporcionar productos galénicos, seguros, estables y
eficaces para su uso en la atencién primaria de salud o conducir al
descubrimiento de nuevos principios biolégicamente activos derivados de
plantas, que a veces son apropiados para la elaboracién de medicamentos.

Tomando en cuenta lo anterior, el presente trabajo representa una
contribucién al conocimiento de los metabolitos secundarios presentes en la
vegetacion de nuestro pais, y pretende ponderar la actividad biolégica de
los extractos y substancias presentes en ellas.

Para llevar a cabo estos fines se recurrié al uso de métodos quimicos,
espectroscopicos, espectrométricos, cristalogrificos y para la evaluacién

antimicrobiana se utilizd el método por difusién de discos.



OBJETIVOS

El presente trabajo, "Estudio Fitoquimico de Jatropha dioicd' persigue los
siguientes objetivos:

-Contribuir al conocimiento de los metabolitos secundarios presentes en Ia
vegetacidn de nuestro pais, especificamente en el estudio de Ias plantas
meTxicanas d en padecimi de tipo odontolégico, asi como
determinar la actividad biolégica atribuida a dicha planta.

-Realizar el fraccionamiento “biodirigido” de los diferentes extractos
(metanéli hexinico) obtenidos de la raiz de _lwtrophe diofex y
mediante bioensayos, determinar la fraccién de la planta en la cual se

encuentre el & los componentes quimicos causantes de su accién
antimicrobiana,

-Paralelamente a la evaluacién antimicrobi de la rafz de jatropha
diokcs, intentar la identificacién quimica 6 estructural de los componentes
con posibie actividad antimicrobiana.



ANTECEDENTES Y GENERALIDADES

La familia Euphorbiaceae es una de las cinco familias de plantas mds
abundantes en cuanto a nimero de especies se refiere, después de la
Compositae, Leguminosae, Orchidaceae, y Gramineae (3). Dicha familia se
encuentra constituida por hierbas, arbustos 6 drboles, a veces carnosos, a
menudo lactiferos conteniendo generalmente un jugo lechoso de sabor
astringente 6 amargo (4).

A ésta familia la integran mis de 7000 especies, las cuales estin
repartidas en aproximadamente 280 géneros (S) bien distribuidos en todo el
mundo, pero principaimente en regiones tropicales (4), (5).

En la siguiente tabla se describen los géneros m4s importantes de ésta
familia (7).

No.de Especies  Génmero

1600 Suphorbia
700 Crolon
480 Phyllantus
430 Acalypha
280 Glochidon
240 Macaranga
160 Manifot
150 Jatropha
140 Tragia

Muchos de éstos géneros se caracterizan por la presencia de {atex en sus
tejidos, es decir de una suspensién compuesta principalmente de sales
minerales, proteinas, aminodcidos, terpenos, y caucho(5),(6). Algunas
especies contienen substancias que han sido probadas como las responsables

de la actividad bioldgica especilica para las que son utilizadas; entre estas



substancias se pueden mencionar alcaloides, terpenoides, lignanos,
cumartnas, y flavonoides (Pieters y col. 1990).

De particular interés han resultado algunos diterpenos con propiedades
anticancerigenas 6 como promotores de tumores (7).

Esta familia incluye plantas de gran importancia econémica, que son y han

sido utilizadas desde tiempos antiguos (siglo XVI), hasta Ia fecha en diversos

usos, como los que se ionan a conti i6
Génerg Usos Referencia
Jatroph# curcas industrial (59)
Hevea brasiliensis industrial (57)
Euphorbin antisifititics  industrial (57)
Luphorbia prostara medicinal (8)
Croton Uglivm medicinal (8)
Euphorbdia graminea alimenticio (55)
Cnidoscolus chayamansa  alimenticio © (56
Buphorbia pulcherrima ornamental {63)
Ricinus communts insecticida (63)
Acalypha arvensis insecticida (63)

Dentro de ésta familia botdnica, el género Jatropha ocupa un lugar
relevante, debido al nimero de especies que la conforman y ademds su
importancia radica principaimente en el uso que la poblacién hace de ella, ya
que desde el siglo XVI, se encuentran datos con respecto a su uso (8).

Con respecto a los principales usos de las especies representativas de éste
género, en la Tabla 1 se encuentran recopilados algunos de éstos, as{ como
infor macién adicional acerca de la evaluacién farmacoldgica y parte usada de

la planta (9).



Tabla 1: Especies representativas del género

Jatropha

elinica vulgwr
Tapecia Uma Via Purte s/n = wa prassnla |reporie de
an usada contirma una wocién  {1+5 cascs  [direcis por [oce) de
ol um s con |perscns s [tercures
preparacionea |diferents de} [mapria do  |informaeiin |personas
o antmales |use vulgar {20-80 % |oral de un
o de loe da Tos cbeervador {uss popular
etecton {pactenten  Jdirecta
ctfnteon tratados
J.caliculata Enfermedades Mo bay Rats Ko 8 8 Mo 8
Venérens tnformacidn
J.cardiophylla  Aetringesta Ko hay Rafe Mo st a No -1
informacidn
Cloalriminte Mo Bey fate e o m No s .
7 regensrative informacidn
J.cinerea Astringenie  Local How No a £l ¥o i
Téntoo No bay Hom o a & No s
intormacién
J.cordata Llagas Looat Hom(juga) Mo EY n Ho 2
Téalo Local Hom o st £ Ho st i
J.curcas Catirtico orel Hom a o E s No i
Semilla .
Ematic orsl Semilta Ho = L3 No 8
Remorroldes  Local lugo No EY ) No )
Humore No bay No bay "o 8 ] No o
informacida  lnformesidn
©  Robelsclents No hay Hojm Na a 8 Ha s
intormacién
Vestaants No hay Hom No s o Ho )
latormacide __Semilla




de la sangre

clinica Yulga:
Tapecie Usow Via Parte n e prasanta |reporte da  [obmervacldn [informacidn
da useda confirma une sceldn 1-6 cascs direcla por |oral de
ol usa de con [permana @ [terceras
preparaciones [diferente del {msjoria ds Jlaformacidn |personas
en enimalee  |ueo vulgsr [20-80 X oral de un
o de los da loa obesrvader |uso popular
wfectos dlrecto
elinicos Lratados
1. dioica Aulidisentdrion Oral Rafe 8 Ho 8 [ Mo
Antiescablatioo Ho hay Rals 8 No a 8 No
Informactén
Anlisdptisn  Loca fate s o L -] Ho
Astringenle Local Rats 8 No a 5 No
Darmalosis Local Rais 81 Ko 81 81 Ho
Henorroldes  Looat Rafz s Ho a a Ho
Plorrea Local Rafe s Ho 1 o Na
Ténloo capliar Looal Ralz 2 No " a Ho
|J.gaumeri Abacesce Local Rate o & s %o 8
Antidisentarico Locel lugo No a £ Ha )
Liagns Local Ralc No 8t B8 No a
J. gossypiifolia anttcrotatico  orat Rafy No Y Y o E
Antidoto del  Oral Ratz Ho " s Ho ]
Manmsillo
Imitice oral flom Ho s E No @
EZmetocatiriion Crul Semllla No s 81 Mo 8l
Eufermedades Orw) Hom Ho st o No st
Veundroms
Furnilicador oral Hom Na o £ o n




- clinica vulpn
Tapecis Usoa™-" via Parle 2/0 o »o presula [reporie de  |obwrvacisn [informacién
: . ae usada confirma una mceldn |18 casos  |directs por [orst da
ol ueo de on {persona @ uarcerss
preparaciones [diteranta dol |majoria du  {1nformactén |personas
s apimales usa vulgar 20-80 X ora) de un
o de los de 1oe abeerrador  |uso papulsr
etectos [pactenten  [directo
elfnicos tratados
J. multifida Catdritoo ora) Semilla No s a o st
Eraetocatériico Oral Semilla Ho s £ Mo 2
J. platyphylla  Herizas Locat Semitla Ho a st Ho 8
J. spathulata Amigdalitts  Loca) Rafx o 8 EY Ho 8
Astisiptico  Loea) Raiz Ne a s No 8
Astringenls  Local Raix No 1 5 a Ha
Congmstiée  Oral Rate o Y o Mo ]
rena
Confuntivilia  Loasl Ran e L s Ho o
Dermatitia  Local Juge No 1 a Ho L]
Eateritis Reota) faly o L] 8 o [
Lstomatitls  Local Rafe o 8 £l Fo s
Gastromlaritls Orsl Rate No st 8 No ]
Gingteitis Looat Rats Ho s s Ho o
Hiridas No hay Ratr No 5 n E o
informacién
Vaginitle Local Rafe No st s No a




De la Tabla | se puede observar que es de suma jimportancia la
recopilacién y organizacién de ésta informacién, ya que con ello podemos
realizar un estudio detallado de éstas plantas, asi como su desarrollo y
aplicacidn tanto en sus regiones de origen como en otras. Ademds, también
permite valorar las propiedades quimicas, y poder asi determinar su
viabilidad como fuentes potenciales de ldrmacos.

Aln cuando no se hayan identificado los principios activos de algunas
plantas utilizadas en la medicina tradicional, debe darse prioridad a fa
evaluacién de su inocuidad, incluso a expensas de la determinacién de [a
eficacia del preparado.

Cabe mencionar que por [o general es muy dificil reproducir muchos de los
resultados registrados en la literatura sobre la actividad biolégica de los
extractos de fas plantas. La incapacidad para reproducir los experimentos de
la valoracion biolégica de los extractos de las plantas puede atribuirse a
cambios en los constituyentes quimicos debido a la edad de [as plantas,
época del ario, estacidn 6 drea geogrifica en que fueron recolectadas,

Debido a que {a variabilidad quimica de las plantas es un hecho bien
documentado, es importante senalar la dificultad en la reproduccién y
repetecion exacta de los efectos biolégicos de los extractos de los vegetales..

En el presente trabajo se tomé como abjeto de estudio a 1a planta Jelropha
diorcs debido a la diversidad de usos que tiene, en la medicina tradicional
en México, en especial el uso que se le adjudica contra la piorrea. Esta es una
enfermedad inflamatoria de las encias, que ocupa un lugar importante
dentro de los padecimientos odontoldgicos, ya que causa la pérdida de las
piezas dentarias y cominmente la padece.un alto porcentaje de la poblacion

la padece.



DESCRIPCION BOTANICA DE Jatropha dioica

Familia

Nombrce cientifico

Nombres vulgares

Descripcién

Distribucién

Uso popular

Constituyentes quimicos

Euphorbiaceae.

Jfetropha divica var. sessiliflora (HBX.),

Mec. Vaugh

Sangregado, tacote prieto, telondiila, gualulo,
matdcora.

Planta semilefiosa, herbicea, de 30-60 cm. de
altura, tallos de color negruzco, hojas en
grupos sésiles y espatuladas, flores
masculinas de corola monopétala, globosa,
campanulada de color blanco, rojizo, con

13 estambres delfos, flores f¢

con céliz mayor que la corola, raices largas,
tuberosas, rastreras.

Hidalgo, Valle de México, Zacatecas Coahuila,
Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosi.
Antiséptico, astringente, antider matitico, para
afirmar los dientes, antidisentérico. En Oaxaca es
usada contra el escorbuto y la piorrea.
Se ha reportado materia grasa sélida, aceite
esencial, un principio icido con
propiedades glucosidicas, resina dcida

soluble en éter, resina soluble en alcohol,
principios pécticos, un alcaloide, glucosa,
saponinas, dextrina, icido oxalico,materia
colorante roja (8). Ademids de

riolozatriona, citlalitriona, jatrofolona B,

y B-sitosterol (10), (11).



Jatropha diofea var. sessilifiora (Hook, Mc. Vaugh) es conocida localmente
como “sangregado” y fué llamada por los aztecas “tlapelexptali”.

Los extractos de la raiz de ésta planta han sido grandemente usados en la
medicina tradicional para aliviar el dolor de muelas y tratamientos de
cancer en la piel (8).

Oscar Sinchez S., en el libro "La flora en el Valle de México", menciona que
la poblacién emplea a la Jetropha dioica para endurecer las encias (12).

Aunque las propiedades curativas de la raiz de /atropha dfosca han sido
conocidas por generaciones, pocos datos en literatura se encuentran
disponibles sobre su composicién quimica y a su vez de la relacién que
existe entre éstos y la actividad terapéutica asignada a la planta,

No se dispone de datos para precisar el valor 6 la difusién det uso de
plantas y de los principios activos de ellas. Sin embargo la Organizacién
Mundial de la Salud, estima que quizd el 80% de los m4s de 4000 millones
de habitantes en la Tierra confian en medicinas tradicionales para sus
principales necesidades de salud, y se puede afirmar que gran parte de las
terapias tradicionales entradan el uso de extractos de plantas 6 de sus

principios activos (13).



ECOLOGIA Y PRINCIPALES MICROORGANISMOS DE LA BOCA

" La cavidad bucal se encuentra expuesta desde el nacimiento a muchos y

diferentes microorgani pr en nuestro entorno. Ef ambiente bucal
posee estructuras suaves y duras. Algunas dreas, como por ejemplo la
mucosa, presentan diferencias nutricionales, cantidad de oxigeno, y también

en cuanto a propiedades [isicoquimicas diferentes en comparacién con la

I las hendiduras gingivales, y las superficies de los dientes,
favoreciendo asi la adherencia y el crecimiento de diferentes tipos de
microorganismos {14).

Las asociaci microbi existen siempre, presentando marcadas

variaciones y cambios individuales provocados por diversos factores como

pueden ser los siguientes:

a) La edad

b) Las condiciones fisiolégicas bucales,

¢) El transcurso del dia.

d) Los diferentes nichos (territorios) eeolbgieés de la boca.

Dichas asociaciones pueden encontrarse constituidas por diferentes
especies, quizd dependiendo de un solo factor de infl ia en el bi

bucal (aunque sus nichos 6 territorios se encuentren separados).

Asf, podemos decir que la flora habitual de la boca se encuentra formada
por microorganismos que encuentran condiciones convenientes para ua
buen crecimiento y que ademis pueden competir éxitosamente con otras

especies por {as substancias nutritivas brindadas. Su abundancia numérica

es consecuencia de esa adaptacién y ventaja competitiva (14).
La flora habitual se encuentra representada, principalmente por los

siguientes microorganismos: (15).



Ti . . p .

1) Cocos gram positivas

Streptococcus salivarius (0.5%)
Streptococcys mit's (15%)
Streplococcus Sanguis (15%)
Streplococcus mutans (0-50%)
Lnterococos . {0-19%)
2) Cocos gram negativos
Nersseria (0.25%)
Velfane/ls (2x)
3) Bacilos y filamentos
gram positivos
Lactobacilos (0.005%)
Los lactobacilos mis abund

son L. cases, L. ferment;,
L. salivarius, L. buckners.
4) Bacilos y filamentos

gram negativos

Bacteroides oralis (5%)
Bacteraides melaninogenicus (1%)
Vibrio sputoum (1%)
Fusobacterivm (4%)
Spirochetas 0.1%)

Muchos miembros de la flora bucal habitual tienen propiedades patdgenas
y pueden causar infecci v enfermedades en la cavidad bucal, as{ como

en otros sitios del cuerpo. La caries, la enfermedad periodontal, la

inflamaci6n de fas encias (gingivitis), y la endocarditis bacteriana subaguda,
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son algunos ejemplos de infecciones relacionadas con la flora bucal habitual.

Actualmente se habla mds, acerca de la asociacién de bacterias gram
negativas con la enfermedad periodontal y las infecciones orofaciales. Esto
ha generado considerable interés, y ha producido modificaciones en la
clasificacién de dichos microorganismos.

En la tabla siguiente se muestra el tipo de bacterias gram negativas mas
importantes involucradas en éste tipo de infecciones (14).

Grupo coliforme Grupo no coliforme
Bscherichia coli Proteus vuilgaris
Serratia Fersinia
Frovidence Shigells

Klebsiella pneumoneae Salmonella typhi

En las enfermedades periapicales se han aislado diversas especies de
Proteus, Escherichin coli Serratia marceceus, Klebsiells pneumonese, y
Bnterobacter,

Se ha encontrado que un incremento en el niimero de bacterias gram
negativas puede estar asociado con un aumento de la posibilidad de
infecciones de la regién orofacial por éste grupo de bacterias (14).



PLANTAS UTILIZADAS EN PROBLEMAS ODONTOLOGICOS

El uso de las plantas en padecimientos odontologicos es muy antiguo.

Existen numerosas pruebas acerca de la presencia de caries con sus
respectivas complicaciones, asi como de padecimientos periodontales que
confirman que en la poblacién antigua también era conocida la atrofia
alveolar con la pérdida de piezas dentarias, y una gran cantidad de
infecciones, tan frecuentemente observadas en la poblacién actuat (16).

Tomando en cuenta las tradiciones culturales de diversos pueblos, y
regiones, se han podido recopilar algunos datos acerca de plantas utilizadas
en diversos padecimientos odontolégicos, las cuales se citan en [a Tabla 2
(17),(18), (19).

De los datos presentados en [a Tabla 2 se puede ver que es de suma
importancia agrupar la informacién, en base a la actividad terapéutica
asignada a cada planta, ya que esto trae como consecuencia, poder asociar 6
determinar propiedades quimicas y asi también, realizar un estudio mis
detallado de estas plantas.

Como un ejemplo, de el uso reciente de las plantas en padecimientos de

tipo odontoldgicos se ra la sanguinarina, aislada de las raices de
Sanguinarsia canadensss (Papaveraceae) y también de cultivos célulares de
Papaver somaifervm (Papaveraceae). El extracto de ésta planta se encuentra
constituido por una mezcla de alcaloides del grupo 6 tipo de las alfa-
naftanfenantridinas, pero el constituyente principal 6 en mayor cantidad es
la sanguinarina (20).

La estructura quimica de la sanguinarina (Fig. a) es similar a [a de los
aicaloides del tipo de las benzofenantridinas. Dichos alcaloides se encuentran
como componentes principales de la fagara zanthoxylordes (Rutaceae), la
cual es utilizada en diferentes regiones de Africa para la limpieza de las

piezas dentarias (21).
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En la actualidad, se han realizado estudios en donde se ha probado la

acuvidad antibiotica de la sanguinarina contra bacterias causantes de la
formacién de la placa dental y ademds ésta sanguinarina se ha venido
utilizando como ingrediente activo de diversos producios comerciales

dedicados a la higiene bucal (22).

Fig. a: Sanguinarina



Tabla 2; plantas utilizadas en padecimientos odontolégicos.

Pamilia Gloero Nanbre U Parte Prepanida Via de
Comfin Ome Adminislracidn
“Apocynacese Thevetia peruviana Tare ez Sn/fvrep Oral
contra dentes
Anacardisome Cyrtocar pa procerc Chucumgeee Pars curer el Cortemm del Sin/Prop. Mooticada
dolor de e frbol
Onctacens Opuntia tormeniosa Nogal sftvestre Pare nmbstares For d Coamients Oral
Nopal crarrin de in dentickin artemto
Crammulaces Kalanchos pevinaia Tronador Mal da booa flojne Sin/Prep ol
{mastiads)
Cariracens Carioa mexicana Bonote Analglair en Liter ded Sin/Prep Orsl
ool pioades drhal (aplicada)
Conbretacene Tarminalia catappa Abnendro Para evitar Hops Cocirniente ol
(bucherd
deapurle do la
exireccin de
Toomies
Cruciferss Lapidium virginchon Lentejlls Aprelar enclen 1iter Sin/Prep. Lot
(gotee)
Cridoscob b ol Dolor de uwles Liter Sn/Prep onl
Croton drogo Sengre ds g Ma! de toos (trotado}
Grado Pocgrn Litex Restregado loal
(goten)
Buphorbia prosraia Blerm de ln ba) de boca Tode b plants  Coerdén oral
golondrina chics (v
Jatro pha aurcas Pifida hial de bocs Litex Coocida Frotado
Pogeoann Onarcusmagno fobia Booioo amarille Pare amecier Cordsm del Cooxidn Enjusque bucal
Encino s dimtes drbol
Quercus oleoides Tommot Para aprelar Corlren del Cocrddn Ornl
enchs drtal (buchen)
Quercaus alli prico Encino Para apretar Boje & Coordn ot
Cortrea (tachen)
Pl Ceranio declor  Analglakeo en Hojee Coocddny onat
dolor de mueies (toendo)
Laguminome Erydvina amPricana Pichoco Para dobor Cortess Coccdin LooaX fomentos
de misina y wporimcioom)
Caesalpina corioria Camcalote Pars afirrrmr Corlems y Corddn Enjusgue bucs!
Jon dientes Yaina




Famits Céoero Nombre Ueos Parts Preparaidn Via de
Oundn Umda Administrecidn
Lagummoene Cercidium praeccox Gahuings Aflojar Y Cartera dal Sin/Prep. Orl
hentes parm drbal {mstiondn)
) posterior
extraccidn
Lugiloma aca pulcensis Tepehumje Para ammcirar Corteza del Coecidn Enjusgue bucal
In dentadura drbol
Litiacene Allion satirum Ao Doloe de mueine frulo de b Sin/Prep. Oral
planta (trmmationdo)
By if Nance Apeslar e Cortemn Cooddn Oral
Nanche enchs (buches)
Yocnnanre
Meliscone Noruralba lors Dolor da Utex Sin/Prep. local
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COMPOSICION QUIMICA DE LA FAMILIA EUPHORBIACEAE

La familia Euphorbiaceae ha atraido la atencién por su abundancia y
diversidad, ya que sc cncuentra compucsta por mds de 7000 especies.

Uno de los procedimientos que ayuda a la clasificacidn de las especies y
que va cobrando mayor importancia es la quimiotaxonomia, la cual se basa
en la presencia de ciertos metabolitos secundarios como posibles marcadores
para caracterizar géneros, y en algunas otras ocasiones especies.

Esta familia produce una amplia gama de metabolitos secundarios, entre

los que se an  frect substancias  terpenoides,

particularmente | itérpenicas cuyo aislamiento ha contribuido a

esclarecer su taxonomia.
Estas moléculas constan de 15 atomos de carbono y se ha propuesto un

esquema biosintético para su formacién, a través de la condensacién de 3

unidades de isopreno con sub ciclizaciones y transformaciones
oxidativas para formar un anitlo de lactona cis, 6 1- trans. Estas substancias
han despertado mucho interés, debido a que un gran niGmero de ellas
presenta cierta actividad bioldgica como anticancerigenas, inhibidores de
crecimiento microbiano y vegetal.

Los diterpenos t6xicos de la familia Euphorbiaceae poseen principalmente
los esqueletos de tiglianos, dafnanos, e ingenanos. (Fig.1) (23).

El primer compuesto aislado de ésta serie fue el forbol (24), &l cual se
encuentra en el grupo de los tiglianos. Los tiglianos se encuentran
constituidos por un anitlo de 5 miembros (A), normalmente enlazado en
trans a un anillo de 7 miembros (B). El anillo C, es de 6 miembros y el anilio
D, de ciclopropano se encuentra en posicion cis. Los tiglianos se encuentran
en las plantas como ésteres diterpenicos polihidroxilados. Los diterpenos
dafnanos son compuestos triciclicos, en los cuales el anillo D, del nicleo

tigliano se encuentra abierto para formar una cadena lateral de isopropenilo.



Los diterpenos dafnanos generalmente, se encuentran en las plantas como
orto-ésteres, pero también pueden ser encontrados en forma orto-acilado.

Los ingenanos son un grupo grande de diterpenos tetraciclicos
relacionados a los tiglianos, solo que difieren en que el anillo C, es de 7
miembros, mostrando un centro cuaternario en el carbono 10 de la
estructura (23).

Un gran niumero de diterpenos se encuentran muy relacionados

estructural a los comp S 16xicos, ados en las plantas de la

familia Euphorbinoeae. Estas substancias se encuentran también en las
plantas como derivados oxigenados esterificados en una é mis posiciones.

Muchos de éstos diterpenos son macrociclicos (Pig.1) Estos diferentes
tipos de diterpenos se encuentran estructuraimente relacionados a los
casbanos, jatrofanos, latiranos, jatrofolonas, crotofolanos, y ramnofolanos
(Fig.1) (25), (26),(27),(28),(29). .
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Tigliano = - - - Dafnano

o

Latirano Jatrofano- A

Jatrofano- B

Casbano , Crotoloiano Ingenano
Jatrofdona . Ramnoldlona

Fig. 1.Tipos estructurales de diterpenos de la familla Euphorbiaceae



RELACION BIOSINTETICA

Recientemente se ha encontrado que el diterpeno macrociclico, casbeno
(Fig.2) (30), fué producido de geranil-geranilo en cultivo de células de
Ricinus comamunis (Euphorbiaceae),

El cashbeno ha sido considerado como el precursor de los diterpenos
policiclicos y polifuncionales del tigliano, dafnano, e ingenano.

Otros diterpenos macrociclicos pueden ser intermedios en éste proceso de
biosintesis (31). Esto es posible, de acuerdo a Adolf y Hecker, ya que el tipo
jatrofano puede ser formado en la planta a pactir de un catién cembreno; 6
alternativamente por apertura del anillo de ciclépropnno de un precursor
casbeno (Pig.2).

Casbeno
Fig. 2: Biosintésis de Diterpenos Jatrofanos.
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Los esqueletos hidrocarbonados de casbeno y su anilogo saturado casbano,

pueden ser considerados como los precursores biogéneticos de un gran
numero de diterpenos macrociclicos, como los latiranos (Fig.3).

Algunos latiranos, pueden entonces, ser producidos oxidativamente de los
jotkinotes (32).

Casbano oH

TipoBertiadional

Fig. 3: Formacién Biogénica de Diterpenos Tipo
Macraciclicos de la Forma Casbano.

La importancia toxicotégica def grupo tigliano es derivada del esqueleto

laticano (Fig.4).
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Tipo Latirol
Fig. 4:Biosintesis de diterpencs latranos
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DITERPENOS MACROCICLICOS

1) Tipo Jatrofano:

Los diterpenos macrociclicos del tipo jatrofano han sido aislados de un
gran nimero de especies de euforbiaceas, como puede apreciarse en la
siguiente tabla;

__.Diterpenos Fuente Natural Referencia
Jatrofona Jatropha gosypiifolia (33)
Jatrofatriona Jatropha macrorhiza (34)
Eufornina Buphorbia maddeni (35)
Kansuinina A Fuphorbia kansvi (27), (36)
Kansuinina B Fuphorbia kansui (27), (36)

Estos compuestos se caracterizan por la ausencia de el anillo ciclopropano,
y también presentan una elevada actividad antitumoral. El primer miembro
de éste grupo la Jatrofona, fué aislado de las raices de /[atropha gossypitfolia.

El andlisis de rayos-X demostré que Ia jatrofona contiene un doble enlace
cis-5,6 y una configuracién trans para los dos dobles enlaces restantes en la
estructura macrociclica (Fig.5) (33). Un segundo compuesto antitumoral fué
recientemente aislado de Jatropha macrorhiza. Este compuesto, es conocido
como jatrofatriona (Fig. 5), el cual consiste de un anillo de 5 miembros y un
anilfo de 9 miembros. La configuracién absoluta de la jatrofatriona se
determiné por métodos de rayos-X (37).

Las kansuininas (Fig.5), representan dos diterpenos altamente oxigenados
de el tipo jatrofano, las cuales fueron aisladas de Fuphorbia kansui. La
estructura de la kansuinina B, se determiné por métodos de rayos-X (35).

La estructura de la kansuinina A se determiné por datos quimicos y

espectroscopicos (35).
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La eufornina {(Fig.5), y ambas kansuininas mostraron propiedades

Igésicas y propiedades antitumorales en ratones (38).

(o]

Jatrdfatriona

Fig. 5Diterpenos jatrofancs



2) Tipo Latirano:

Los diterpenos latiranos son numéricamente el grupo mds grande de
compuestos macrociclicos aislados de la familia Euphorbiaceae. Se han
aislado tres substancias, conocidas como L; Lj, Lz de las semillas de
FSuphorbia /atiris (1). El compuesto L, [ué caracterizado como un éster del
6,17-epoxilatirol (Pig.6) (38).

El compuesto Lo, se identilicd como un tetra éster del 7-hidroxilatirol (39),
y el compuesto L3 como un tri-éster de latirol (Fig.6) (36).

@,17- Epoxiiatirol " 7- Hidroxdatirol

Fig. 6:Diterpence latirancs

3) Tipo Jatrofolano y Crotofolano:

Los diterpenos jatrofolanos y crotofolanos se encuentran estrechamente
relacionados y son obtenidos de las especies Jatropba y Croton
(Euphorbiaceae). La diferencia entre ellos es que, en los crotofolanos el anitlo
ciclopropano del nicleo de jatrofolona ha sido abierto por un isopropileno en
1a cadena (Fig.7).
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Las jatrofolonas A y B se aislaron de las raices de Jstropha gossypiifolia

(40).

La estructura de la jatrofolona B, fué determinada por anilisis de rayos-X
del acetato correspondiente. La jatrofolona A fué reconocida como el
epimero C-2 de la jatrofolona B, ya que el tratamiento con base débii de
cualquiera de los dos compuestos proporciona una mezcla equimolar de
ambos (Pig.7).

El nacleo de crotofolano esta representado por la crotofolina (Fig.7)
aislada de Groton corylifolivs. La esteuctura y configuracién refativa de ia
crotofolina fué¢ determinada por rayos-X. El anillo de ciclohexano se
encuentra fusionado en trans al anillo de 7 miembros.

OH OH

Crotofolina

Fig. 7: Diterpenos Jatrofolanos y Crotofolanos.



METABOLITOS SECUNDARIOS DEL GENERO /stropha

De las diferentes especies que han sido descritas para el género /#sropha,
se tienen muy pocos estudios fitoquimicos. Tomando en cuenta éste
antecedente se mencionan los siguientes metabolitos secundarios para dicho
género,

De las raices de Jatropha gossypiifoliz se han aislado dos lignanos, el 2-
piperonilideno-3-veratril-3R-butirolactona (1) y la gadaina (2), cuyas
estructuras se han confirmado por andlisis de rayos-X (41).

De !as rafces de ésta planta se han aislado dos diterpenos, la jatrofolona A
(3) y su epimero en C-2, la jatrofolona B (4) con su esqueleto de casbeno
incorporando una sustitucién total en el anillo de cresol (42) y la fraxetina
(5) (43).

De el litex de Jatroppa muftifids se han aislado e identificado dos
compuestos, el multifidol (6) (2-metilbutirilfloroglucinil) vy el mutifidol
glucosido (7) 1-(2-metilbutiril floroglucinil) -p -D-glucopiranosida, los cuales
han mostrado actividad inmunoldgica en el extracto metandlico (44).

De /airophs macrorhbiza, se ha aislado un alcaloide qué presenta actividad
antitumoral, el jatrofano (8) que es un alcaloide lactimico, un triterpeno
pentaciclico, el dcido acetit aleurélico (9) ef cual en diversas pruebas mostré
propiedades antitumorales.

De Jatropha podagricase aisld teira metil-pirazina (10) (45).

De las raices de jatropha gossidenists, se han aislado dos derivados
epiméricos de ramnofolano (11),(12), cuyas estructuras quimicas se han
determinado por espectroscopia. (46).

Los diterpenos aislados de /afropha grossidentata son el jatrogrossidiona
(18) y el 2-epi-isojatrogrossidiona (19). Ademds de 2-hidrézi-
isojatrogrossidiona y el 2-epi-hidréxi-isojatrogrossidiona (13-24).

De las raices de Jjatropha dioica se ha aislado riolozatriona (25),
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citlalitriona (26), jatrofalona B (4), p-sitosterol (27) (10), (11). De las cuales

la riolozatriona, ha mostrado actividad antibitica contra Srapfp/ococcus
aureus (Dominguez X.A. y Espinosa).

Ademds, algunos estudios realizados en fa Universidad Autonéma de
Zacatecas parecen indicar que los extractos hexdnicos de la raiz de Jatropta
diofca presentan cierta actividad antimicrobiana sobre microorganismos
causantes de {a placa dental (Comunicacién personal con el M. en C. Ernesto
Escarefio) (47).
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PARTE BXPERIMENTAL

La determinacién de las constantes ffsicas y espectroscopicas se
determinaron en los siguientes aparatos:

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fischer-Jones y se
reportan sin cofregir.

Los espectros de Infrarrojo (IR), se determinaron en un espectrémetro
Perkin elmer 283 empleando la técnica de pastilla y en el espectrémetro
Nicolet FT-IRS-SX, empleando la técnica de solucién, las absorbancias

mdximas se dan en cm-§.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMNIH), se
realizaron en un aparato Varian Gemini-200 a 200 MHz en CDCly, el
desplazamiento quimico & se indica en ppm seguido por las interpretaciones

entre paréntesis, hidrégenos para los que se integra, tipo de sefal

(singulete,s; doblete,d; triplete,t; etcétera) y la constante de acoplamiento en
Hz. Como referencia interna se utilizé el tetrametil silano (TMS).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN13C),
se realizaron en un aparato Varian-300 S.

Los espectros de Espectrémetria de Masas (EM), se determinaron en un
espectrémetro Hewlett Packard 5985 B, mediante la técnica de impacto
electrénico.

El anilisis de difraccién de Rayos-X para los compuestos obtenidos, se lievd
a cabo en un difractdmetro de Rayos-X Nicolet modelo P3.

La separacién por Cromatograffa de Liquidos de Alta Resoluciéa (HPLC), se
realizd en un cromatégrafo Varian 8500, sobre una columna de Si-10 de 2.5
cm. por 2.2 mm,

Para la determinacion de la pureza de fos productos y el desarrollo del

fraccionamiento se emplearon cromatopiacas de Silica Gel SILG-UV 254 de
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0.25 mm. de espesor, usando como reveladores, la limpara de luz
uitravioleta, solucion de sulfato cérico al 1.0% en 4cido sulfurico 2N, 'y
solucién de 2,4 dinitro fenil hidrazina. Para la cromatografia en columna, se
utilizé silica gel 60 (35-70 mesh) ASTM vy Silica Gel 922 (200-325 mesh)
ambas de marca Merck. Para la cromatografia en capa fina preparativa se
utilizaron cromatofolios de Silica Gel 60 F-254 de 2.0 mm. de espesor marca
Merck.

Material Vegetal:

Para la realizacion de éste trabajo se utilizaron dos poblaciones de la raiz
de /etropfa diofca, las cuales fueron colectadas en dos diferentes estados de
ia Reptblica Mexicana. Una de un lugar cercano a la ciudad de Zacatecas
(Zacatecas) y 1a otra de San Miguel de Allende (Guanajuato) durante Febrero
de 1991 y Enero de 1992, respectivamente. El material vegetal de ésta

planta, se corto en pequedos trozos y se seco a temperatura ambiente.

Extraccién del Material Vegetal:

Para realizar fa extraccion del material vegetal solo se utilizaron los
disolventes metano! y agua. 3.5 kg. del material vegetal se extrajeron
sucesivamente con metanol y agua. Se hicieron cuatro extracciones a
. temperatura ambiente, por periodos de 24 hrs., hasta un volumen total de
5.0 litros.

Extracto Metanoélico:
El extracto metanélico se concentré a vacio, se obtuvieron
- aproximadamente 75.0 gramos de una pasta rojiza, inodora que posee un
sabor caracteristico (amargo-astringente), del que se hidrolizé una parte y

otra se trabajé, en la separacion de sus componentes.
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La hidrélisis se realizd con 3.0 gramos de extracto metandlico, disueltos en
metanol, 4cido clorhidrico concentrado, se calentd en bano de vapor durante
2.5 hrs. dejdndose enfriar, y posteriormente se extrajo con cloruro de
metileno, la parte orgdnica se concentrd a vacio, obteniéndose un liquido de

color amarillo.

Extracto Acuoso:

El extracto acuoso se evaporé a sequedad en un recipiente abierto, de
vidrio, sobre bafo de vapor, y se obtuvieron aprorimadamente 250.0
gramos, de un sdlido amorfo de color café-rojizo, el cual no presenta el sabor

caracteristico del extracto anterior.

Determinacion de la Actividad Antimicrebiana:

A los extractos obtenidos, metandlico, acuoso, y el producto de hidrélisis
del extracto metandlico, se les realizé el estudio de actividad antimicrobiana,
utilizando para ello los diferentes microorganismos de prueba,

Para la deteccidn de ésta actividad, se utilizaron los siguientes

microorganismos:
Microorg. gram Levaduras Microorg. gram
Staphylococeus aureus Candida albicans Escherichia coli
Streptococcus salivarius Klebsiells pneumonese
Streprococcus pyogenes ’ Salmonella typhi

Psevdomona seruginosa

Los extractos, fracciones y compuestos aislados se analizaron de manera

independiente, para determinar su potencial antimicrobiano.
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Las muestras se ensayaron a  diferentes  conceniraciones
(50,25,20,10ug/m!) utilizando para ello el método por difusién de discos.
Cada concentracidn se hizo por triplicado, y para cada muestra se preparé un
testigo.

Las bacterias se cuitivaron en un medio adecuado (en éste caso el medio
utilizado fué agar 1so-Sensitest), y se incubaron de acuerdo con sus
caracteristicas, hasta obtener una densidad adecuada. Estos cultivos son
utilizados para realizar la prueba de sensibilidad por difusion de discos.

Para ello se vierten en la caja Petri 14.0 ml. del medio anteriormente
mencionado, y posteriormente se afiaden 4.0 ml. del mismo medio, pero,
inoculados con los microorganismos de prueba. Se colocan los discos
absorbentes (6 discos por cada caja), y se adiciona la concenlracion
correspondiente a la dosis de trabajo (50,25,20,10 pg/ ml) de las diferentes
fracciones obtenidas, Para realizar la prueba, las fracciones se disueiven en
los diferentes disolventes utilizados, en éste caso se uso cloruro de metileno,
metanol, y agua.

Las cajas Petri se incuban a 359 C durante un periodo de tiempo adecuado
(18-24 hrs.), después del cual se midi6 el halo de inhibicién formado
alrededor de los discos (Cuadro 1).
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Cuadrol: Evaluacién entimicrobiana de log extractos metandlico y actoswo

Microorganismos levad
gram gram
positives negativos
Extracto Dogis [S. aureus [S. salivarius [S. pyogenes|P. aeruginosl C. albi
(/ral } Didmetrvs de inhibicién {cm.)
Metandlico 50 No hubo No hubo No hubo 2.0  No hubo
APy b inhibicibn

Acuoso 50 No hubo No hubo No hubo 20  No hubo

A S inhibleidn
Teatigo 50 Nohbubo No hubo No hubo 1.2 No hubo
(Cloruro de R e inhibicidn
metileno)

FRACCIONAMIENTO "BIODIRIGIDO" DE LOS EXTRACTOS METANOLICO,
ACUOSO Y PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS
Para llevar a cabo dicho fraccionamiento se siguieron los procedimientos.l

y 11 para los diversos extractos.

Procedimiento I: Extracto Metanélico
Se realizd la separacion de los componentes del extracto metanético,

1 d

p > ta dologia descrita por Villareal'y colaboradores (11).

Una vez que se obtuvo el extracto metandlico de Jfatropha dioica se
pesaron 8.5 gramos, se colocaron en un embudo de separacion y fueron
extraidos con una mezcla de CHoCly/ Ho0 (9:3) .La solucion color calé claro de
cloruro de metileno se secd, con sulfato de sodio anhidro y se evaporé. Ei

residuo (2.2 gr.) fué sujeto a cromatografia en capa fina preparativa,



utilizando para ello hexano/acetato de etilo (8:2) como eluyentes, y sufato
cérico al 1.0% en acido sulfdrico 2N como revelador, obteniéndose cinco
diferentes fracciones (Fy, Fp, F3,F4Fs) las cuales se extrajeron de la silica con
acetato de etilo, se evaporaron y fueron evaluadas en su actividad
antimicrobiana y también se procedié a su purificacién quimica.

De éstas fracciones se determind por cromatograffa en capa fina que se
trataba de por lo menos dos componentes, en cada una, por esta razén se
realizé la separacidn de la Fy por HPLC, (fase mévil hexano/ acetona (8:2)).

Se aislo una fraccion Fy* (28 mg.) y otra fraccion F,"* (en cantidad no
suficiente).

Al realizar la comparacion de F;* por CCF con F; se observo que tenfan Rfs.
semejantes, por lo que no hubo buena separacién por HPLC, y ésto nos llevo
a cambiar de método de separacion.

Se realizd6 a evaluacién antimicrobiana de las fracciones obtenidas, de
manera independiente sobre microorganismos gram positivos y gram

negativos, de acuerdo con la metodologia citada anteriormente (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Evaluacién antimicrobiana de las fracciones
de} extracto metandlico por procedimiento |

Microorganismos
gram gram
positivos negativos
Dosis |S. aureus _|S. salivarius___[S. py P. aeruginosa
Fraccién (#5/ml) | Didmetros de inhibicidn icm.)
Metandlica 50 No hubo No hubo No hubo 2
inhibicidn  inhibicién inhibicién
Fraccién 1 50 No hubo No hubo No hubo 14
inhibicidn  inhibicién inhibicién
Fraccién 2 50 No hubo No hubo No hubo 14
Fraccidn 3 50 No hubo No hubo No hubo 14
inhibicién inhibicién inhibicién
Fraccién 4 50 No hubo No hubo No hubo 14
inhibicién inhibicién inhibicién
Fraceidn 5 50 No hubo No hubo No hubo 14
inhibicién  inhibicién inhibicidn
i 50 No hubo No hubo No hubo 1.2
(mmmdc it d IR RN 3 FER IRy )
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Procedimiento I1: Extracto Metanélico

Para seguir éste procedimiento se utilizaron las raices de /#tropha diorca
de las dos regiones de la Repiblica Mexicana en estudio, Zacatecas y
Guanajuato.

El exiracto metandlico, se separé empleando cromatografia relimpago,
empacada con Silica Gel No. 200-325 mallas (Merck). 5.0 gramos del extracto
metanélico se colocaron en la columna cromatogrifica con un sistema de
elucién de hexano/acetona, con incremento de pofaridad. Se colectaron
volimenes de aproximadamente 250.0 ml., obleniént_ﬂose 30 fracciones.

El seguimiento de fa separacién por cromatograffa se realizd por CCF
‘(hexano/acetona 7:3) y usando como revelador 2,4 dinitro fenil hidrazina,

En las fracciones eluidas con hexano/acetona (9:1), se aislaron dos
compuestos cristalinos, uno en mayor cantidad que el otro.

El componente quimico, aislado en mayor cantidad (compuesto A), se
obtuvo como cristales en forma culbica, transparentes, solubles en acetona

con un Rf. de 0.41 (herano/acetona 7:3) y un punto de fusién de 1930-

1950C. A dicho compuesto se le realizaron los 0s correspondi de

IR, RMNTH, RMNI3C, espectrometria de masas, los cuales se describen en la
parte de discusién de resultados.

El componente.quimico, obtenido en menor cantidad (compuesto B), se
aisié como cristales en forma de aguja, transparentes, sofubles en acetona,
con un RI. de 0.47 (hezano/ acetona 7:3) y un punto de fusion de 2320-
2350C. A éste compuesto, también se le realizacon los espectros
correspondientes de IR, RMNIH, RMNI3C, , y Espectrometria de Masas que se’
describen en la parte de discusién de resultados.

El producto de hidrélisis resulto ser un polvo amarillento, amorfo.

Se determind la actividad antimicrobiana, a las diferentes fracciones

obtenidas, a fos compuestos cristalinos aislados, y al producto de hidrélisis.
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Dicha evaluacién se realizd de manera independiente sobre

microorganismos gram negativos, de acuerdo con la metodologia citada

anteriormente (Cuadro 2A).



PRy

i dimad.

oot

7¢, {a* corresponde a la Citlalitriona,
6%, 2a* corresponde a la mezcla epimerica de Jatrofolons A y B

de al extracto metandlico

de) exiracto metandlico por procedimiento I
S. typhi {P. il X,
Didmetyo de_inbibicidn (em.)
1 20 0.9 0.9 1.0
2 20 0.9 0.8 1.0
3 20 No huba 0.8 No hubo
inhibicién inhibicién
4 20 No hubo No hubo No hubo
5 20 No hubo No hubo Ro huba
18 20 Nohubo 09 No hubo
inhibicidn inhibicién
7e 20 0.9 No hubo No hubo
inhibicidn inhibicién
L1 20 Nohubo Mo hubo No hubo
9 20 No hube 0.9 No bubo
inhibicién inhibicién
10 20 0.9 No hubo 4.8
inhibicién
11 20 0.8 1.0 No hubo
inhibicién
12 20 No hubo No hubo No bhubo
inhibicién inhihicidn inhibicién
NOTAS
1as fy 123 corresponden a la planta de Guanajuate.
1as fracch 1a~10, a la planta de Zacatecas



Microorganismos
gram
negutivos
-|Nimero
de Dosis S. typhi P. aeruginosa  |K.p
fraccién (%/ml Didmetro de inhibicién (em.)
13 20 No hubo No hubo No hubo
14 20 No hubo No hubo No hubo
15 20 0.8 08 No hubo
inhibicién
18 20 No hubo 0.8 No hubo
inhibicién inhibicién
17 20 No hubo 0.8 No hubo
inhibicién inhibicién
18 20 No hubo 0.8 No hubo
inhibicién inhibicién inhibicién
19 20 No hubo No hubo No hubo
inhibicién inhibicidn inhibicién
20 20 0.8 No hubo No hubo
inhibicién inhibicién
21 20 No hubo No hubo 0.8
inhibicién inhibicién
22 20 No hubo No hubo No hubo
inhibicién inhibicién inhibicién
23 20 No hubo No hubo No hubo
inhibicién inhibicién inhibicidn
NOTAS: :
Las fracei 1-23 ponden a la planta de Guanajuato.
Les fracci 1a-10a ponden a la planta de Zacatecas
La fraccién hidrolizad de al extracto metandlico.

7¢, 1a® corresponde a la Citlalitriona
8%, 2a% corresponde a la mezela eplmerica de Jatrofolona A y B



Microorganismos
gmn

de Desis S. typhi P. aeruginosa K. p
fraccién (m/m)) DiAmetro de inhiblmdn (cm.)
1a* 20 08

No hubo No hubo
inhibicién inhibicidn
2a% 20 No hubo No hubo No hllbt‘)
3a 20 No hubo No hubo No hubo
inhibicibn inhibicién inhibicién
4a 20 No huho No hubo No hubo
Sa 20 0.8 No hubo 0.8
inhibicidn
6a 20 No hubo No hubo No hubo
7a 20 No hubo No hubo 0.8
inhibicién inhibicién
Ba 20 No hubo No hubo No hubo
9a 20 0.8 0.9 No hubo
inhibicién
10a 20 0.8 No hubo No hubo
inhibicién inhibicién
Hidrolizada 20 No hubo 0.9 No hubo
inhibicidn inhibicién
Testigo 20 0.7 0.7 0.7
(Cloruro de
metileno)
NOTAS:
las fracci 1-23 corresponden a la planta de Guanajuato.
1as fracci la—lOa ponden a la planta de Zacatecex
1a fraccién hidroli de al extracto metandlica.

7%, 18* oonespondenh(hlhlltmm
8%, 2a% corresponde a la mezcla epimerica de Jatrofolona A y B.



Estrategia seguida para el estudio quimico-bioldgico del extracto

metanélico de Jatropha dioicapor los Procedimientos 1y 11,

Raiz de Jetropha dioica (3.5 kg.)

l

Extracto Metanélico

Piltracién y Destilacién del Disolvente

|

Pracc. Preeliminar Cronll:)graﬂl Flash Hidrélisis
(FyF2.F3.FyqFs)

l |—. Control CCF .-]
HPLC Caracterizaciéon

Ensayo de de dos comp. Ensayo de

[ Actividad Quimicos Actividad
No hubo Antimicrobiana Antimicrobiana
caracterizacion
de comp.

Quimicos
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Procedimiento I: Extracto Acuoso

Una vez que se obtuvo el extracto acuoso de Jalropha dioica se realizé una
cromatografia en columna empacada, con Carbén activado-Celita (5:2). Se
eluyé primeramente con agua (con el objeto de eliminar carbohidratos), y
luego con agua/ metanol (1:1}, metanol, y acetato de etilo, respectivamente.

Las fracciones acuosas se evaporaron a Sequedad, en un recipiente de
vidrio abierto, sobre un baio de vapor, obteniéndose un polvo color café-
rojizo, amorfo.

De las fracciones elvidas con agua/ metanol (1:1), se formé un precipitado
de color amarillo, el cual se extrajo con acetato de etilo. Al evaporarse el
disolvente orginico quedd un polvo rojizo, el cual se traté de separar por
CCF. utilizando como eluyentes CH,Cly/ CH30H (9.5:0.5), encontrindose una
mezcla de compuestos, no [4ciles de separar (Fy, Fy, F3, F4. Fs, Fg) solubles en
cloruro de metileno.

Las pruebas de actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas del
extracto acuoso, se realizaron de manera independiente, utilizando la
metodologfa anteriormente descrita, pero en ésta ocasibn solo conira

microorganismos gram negativos (Cuadro 3 y Cuadro 3A).
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Microorganismos
gun
negativos
S. typhi__[P. g 1K £ |E. coli
Didmetros de inhibicién (cm.)
0.8 0.9 0.8 0.9
08 No hubo 0.8 0.8
inhibicién
Praceidn 2 10 08 No hubo 0.8 No hubo
inhibicidn inhibicién
Fraceién 3 10 0.8 No hubo 08 No bubo
inhibicidn inhibicién
Fraocién 4 10 No hubo No hubo No hubo No hubo
inhibicidn  inhibicién inhibieién inbibicién
PP extr. AcOEL 10 0.9 0.9 08 0.9
10 08 08 0.8 0.8

Testigo
metano)]




Cuadro 3A: Evaluacién antimicrobiana de las fracciones

extraidas con ACOET

ppext. ACOET
Fraccidn 1
Fraccién 2
Fraccién 3

Fraccidn 4

Fraccifn 5

Fraccién 6

To
metileno)

25
26
25
25

25

25

25

25

separadas por OCF preparativa

Microorganismos
gram
S. IP. JK. p [E coli
Didmelros d inhibicién !cm.)

0.9 0.8 0.8
0.7 0.7 0.85 0.7
0.7 07 0.85 0.8
0.65 No hubo 0.65 0.65

inhibieidn
No hubo No hubo 0.7 No hubo
inhibicidn inhibicién inhibicién
No hubo 0.7 No hubo No hubo
inhibicién inhibicién inhibicién
No hubo 07 Ne hubo No hubo
inhibicién inhibicién inhibicién
08 0.8 0.6 0.8




Procedimiento 11: Extracto Acuoso

El extracto acuoso de Jatropha dioica, (polvo rojizo) se redisolvio en agua y
se precipité al adicionarle lentamente acetona, y a otra solucién semejante
etanol, resuitando en cada caso un precipitado floculante, el cual se separd
por filtracibén, Obteniéndose para cada uno, un polvo color café-rojizo, al cual

se le realizo una reaccién de tipo cualitativo para detectar taninos.

A cada precipitado y sobrenad correspondient se les hizo una
separacién por CCF preparativa eluyéndose con CH,Cly/ CHaOH (9.5:0.5). Y su
respectiva prueba de actividad antimicrobiana, se realizd siguiendo la
metodologia anteriormente descrita sobre microorganismos gram negativos
(Cuadro 4 y Cuadro 5).
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Microorganismon
mm
K.gmmam]l’aagxu_w; [S. typhi  |E. coli
Dikmetros de inhibicidn (cm.
A 25 No hubo No hubo No bubo No hubo
inhibicién inhibicién inhibicién  inhibicién
B 25 0.7 07 0.8 No hubo
inhibicién
AL 25 0 0.7 0.8 0.7
Bl 25 0.7 0.8 No hubo 0.7
inhjbicida
th:Aclm: 25 0.8 0.7 0.7 0.9




Cuadro 5: Eval

93

m

3.

PP

Y Y

de precip y
del extracto acuoso y do por CCF preparstiva
Microorganismos
it
ivos
Fraccién Dogis E.coli___|P.acruginosa __|S. typhi___|K. pneumoneae
(%/m}) Didmetros de inhibicidn (cm.
B 20 0.7 0.85 0.8 0.7
Bl 20 No hubo No bubo No hubo No hubo
inhihicﬁn snhihisid: sohihimd inhibm
Fi(B1) 20 0.7 0.7 08 0.7
Fi(B} 20 0.7 0.65 0.65 No hubo
inhibicidn
A 20  No hubo No hubo No hubo No hubo
inhibicdn  inhibicién inhibicién  inhibicién
AL 20 07 0.7 0.8 0.7
FI(A) 20 Nohubo 0.8 1.0 1.0
inhibicién
F1(A1) 20 No bubo 0.8 No hubo No hubo
inhibicién inhibicién  inhibicién




Prueba de Taninos: Reaccién de Stiasny (48).

Mediante ésta método se detecta a que grupo de taninos pertenece el
tanino contenido en el material vegetal. La forma de realizar 1a prueba es la
siguiente:

Filtrar 1a solucién, para evitar la interferencia de sélidos insolubles que
puedan influir en la deter minacion.

Dentro de un matraz erlenmeyer de S0 ml, se adicionaron 5.0 ml. del
extracto acuoso (filtrado), 15.0 mi: del reactivo de Stiasny, se tapd el matraz
con una torunda de algodén y se levé a bafto maria durante 30.0 min. Se

aprecié 1a aparicion de un precipitado floculento rosado, que indicod Ia

pr ia de tani d bles, La solucién se dejo enfriar, se filtc6 y se
saturd el liquido filtrado con acetato de sodio en polvo, luego se adiciond a
éste unas gotas de cloruro férrico al 1,0%, dejindolas resbalar por las
paredes del matraz.

No se observé reaccidn alguna, por lo que se descartd la presencia de
taninos hidrolizables.

Reactivo de Stiasny:
Solucion de Formaldehido 40% ............. 100 ml
Acido Clorh(drico concentrado ... 50 mi.
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Estrategia seguida para el estudio quimico-biolégico del extracto

acuoso de Jatropha dioscapor los Procedimientos 1y 11
Raix de Jatropba dioica(3.5 kg.)
-

Extracto Acuoso

-
Evaporacién del Agus (sobre badio de vapor)

¢

Cromatografia . Control Mec%piucibn Precipitacion
Columns ¢ — . CCF con Acetona con Etanol —
Carbé6n act.-Celita

Ensayo de Prueba de Ensayo de
Actividad Taninos Actividad
No hubo Antimicrobiana I Antimicrobiana
Carscterizacién '
de comp.

Quimicos
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los extractos de Jarropha dioicavar. sessiliflora (Hook) han sido utilizados
en la medicina tradicional de Méxzico, para el tratamiento de dolor de muejas
y cincer en la piel (8).

Recientemente se ha hecho énfasis en la deteccion de los metabolitos
responsables de la actividad farmacoldgica de ésta planta y paralelamente a
ellos se evaluaron jos exiractos como agentes antimicrobianos, ableniéndose
buenos resultados, pero ésta no es una informacion completa ni reproducible
por los mismos autores {11).

Por comunicacién personal con el M. en C. Ernesto Escareno Pifa (47),
sabemos que en fa Universidad Auténoma de Zacatecas, se han probado los
extractos hexanicos de la raiz de Jatropfha diofca, contra bacterias asociadas a
la inflamacién de las encias.

Estas investigaciones y resultados nos alentaron a realizar éste estudio
quimico-biolégico, “"biodirigido” de ésta planta, evaluando extractos y
compuestos aislados, sobre diferentes microorganismos como los gram
negativos, que actualmente se ha detectado, son los causantes en su mayoria
de los casos de la ginzivi!is en la poblacidn adulta, ademds de otros
padecimientos odontoldgicos.

Durante Ia revisidn bibliogrdfica efectuada, se enconted que la actividad
antimicrobiana de Jjatropha divica se ra principat en fa raiz,

P

ésto hace pensar que al requerir de material vegetal en grandes cantidades
se ponga en peligro de extincién ésta especie.

Estas observaciones nos llevan a reflexionar y a concientizarnos sobre el
uso de nuesiros recursos naturales, en tal forma que se evite la pérdida de
fa biota de nuestro pais.

A continuacién se describen cada uno de {os fraccionamientos a que fueron

sometidos fas extractos, metandlico y acuoso de la raiz de Jatropha dioica asi
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como los resultados obtenidos en [a determinacién de la evaluacidn

antimicrobiana de las fracciones mds polares.

Parte Quimica: Extracto Metanélico

Se decidi6 cambiar el método inicial de separacion de los extractos
(Procedimiento I, en la parte experimental) porque no se obtuvieron los
mejores resultados. Entonces se usé la separacién por cromatograffa
relimpago. Con 5.0 gramos de extracto metanédlico se obtuvieron dos
productos puros, compuesto A y compuesto B.

El primer compuesto ajslado, (A) se obtuvo en forma de cristales cdbicos,
transparentes,solubles en acetona, con un Rf. de 0.41 {hexano/acetona 7:3) y
un punto de {usién de 1930-1950C,

Su espectro de IR {espectro 1) mostré bandas caracteristicas para grupo
cetona de cinco miembros(C-0), en 1748 cm-1, y para grupo carbonilo ap no
saturado (C=0), en 1696 cm-! ademis de las bandas caracteristicas para
doble ligadura. '

El espectro de masas (espectro 2) muesica un pico a m/z 314 (M*) que se
tomo como ién molecular,

A continuacién se resumen los datos obtenidos por RMN!H (espectro 3) y
por RMNI3C (espectro 4) para el compuesto A, que son idénticos a los de la
Citlalitriona aislada por X. Dominguez (60).

Cabe sedalar que las asignaciones hechas para los diferentes dtomos, se
realizaron en CDCl; a 200 MHz y los encontrados para Citlalitriona se
obtuvieron en Me,CO-dg para RMN'H y C¢Hg-dg para RMN!3C a 500 MHz.
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Tabla de datos de RMN!1| para ¢l compuesto A.

RMN!H Asignado al
Compuesio A{200 MHz CDCl;)

RMN!H de Citlalitriona
{500 MHz Me,CO-dg)

Atomo  S(ppm) Atomo 5 (ppm)
H-5 5.5 H-5 5.48
H-15 3.65 JO1B.15)=9 RB-15 3.55 J(1p.15)= 9.4
H-3 3.29 H-3 3.09
H-9 2.95 J(8p,9)= 146 H-9 3.16 1(8p.9)~ 14.1
H-8p 2.65(q) H-8p 2.50 }(8a.8p)=-13.9
H-8a 2.34(q) J(8w,9)= 3.8 H-8a 2.47 }(8u 9)= 238
H-11p 237(0) H-11p 237 J1tal1p)=-17.4
H-11a 2.52 H-1la 2.30
H-2 2.05 H-2 223 }(2.3)- pequena
Me-17 1.95 J(5.17)= 1.6 Me-17 1.94 )(5.17)= 1.8
H-1B 1.95 H-1B 1.85 J(la,1p)- -13.7
Me-20 1.44 Me-20 1.37
Me-19 1.27 Me-19 1.30 )(11p.19)= pequefia
H-1a 1.34 H-la 1.21 )(1p.16)= pequena
Me-16 113 Me-16 1.10 J(1B,16)= pequena
Me-18 097 J(2,16)=7.6 Me-18 096 J(2,16)=7.5




Tabla de datos de RMN!3C para e compuesto A,

RMN#3C Asignado al RMNI3C de Citlalitriona
Compuesto A (200 MHz CDCl3) (500 MHz CgHg-dg)
Atomo S(ppm) Atomo s(ppm)
12614 217.15 12614 2168
12014 215.41 ' 12614 215.1
7 208.31 7 208.1
6 145.46 6 1449
5 128.13 5 1289
3 72,82 3 725
4613 67.53 4613 679
4613 65.67 : 4613 657
11 5571 11 55.5
9 52.86 9 529
15 46.61 15 46.8
8 37.94 8 38.1
10 3751 10 . 37.1
1 35.22 1 350
2 34.88 2 34.3
18019 28.44 18619 - 278
18619 23.37 18619 23.3
17 20.29 17 20.3
16 16.27 16 16.2

20 14.73 20 149
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Anilisis Cristalografico de Rayos-X para el Compuesto A

La estereoquimica del compuesto A fué establecida medjante difraccién de
Rayos-X de la siguiente manera.

Un cristal del compuesto A fué montado en un difractémetro automatizado
NICOLET P3. Tamafio del cristal 0.2*0.2°0.3 mm. Dimensiones de la celda
unitaria: a=10.92 A0 (4), b=12.132 A0 (5), c=13.59 A9 (5), (ortorrémbico
P2(1)2(1)2(1)) fué determinado por afinamiento de minimos cuadrados de
las mejores posiciones dngulares para 25 reflexiones independientes en el
rango 5¢< 2e ¢« 140 usando radiacion CuKa (A=1.54178 A?).

Log datos (115 reflexiones), fueron colectados a temperatura ambiente,
usando un modo de escrutinio de e / 2e a un valor maximo de 2e de 1000,

Las intensidades de dos reflexiones estindar fueron medidas cada 48
reflexiones y como mostraron menos de 3.0% de variaciébn (1.0537), las
correcciones para decaimiento se consideraron innecesarias. Las
intensidades fueron corregidas para efectos de Lorentz y polarizacién, pero
no para absorcion. Un total de 1060 reflexiones se consideraron observadas
(1060F 3.00 para F).

La estructura fué resuelta por métodos directos inclufdos en SHELXTL para
los 20 4tomos diferentes de hidrégeno que tiene la estructura.

Ciclos sucesivos de afinamiento por minimos cuadrados, seguidos por
sintesis de Fourier, permitieron localizar los 4tomos diferentes de hidrégeno
restantes. Los afinamientos de factor de escala, pardmetros posicionales y
térmicos anisotrépicos para todos los dtomos diferentes de hidrégeno se
llevaron a cabo por convergencia, minimizando la funcién,

SW1/6"(F) + 0.005500°F°F). Todos los dtomos de hidrdgeno unidos a carbono
fueron localizados a posiciones geométricas con U~0.06 A%2 constante.
Et 4tomo de hidrégeno hidroxilico se localizé por una sintesis de diferencia

de Fourier a etapa avanzada y refinado isotrdpicamente. El ciclo final de
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afinaciones dié un factor de concordancia de R=0.0714 (Rw=0.0774} con

densidad residual mdxima en el mapa de diferencia {inal ijgual a *- 0.24.

Comparando los datos espectroscopicos y el anilisis de estudio de Rayos-X,
de el compuesto A, con los obtenidos en fa literatura para {a Citlalitriona
(11) éste compuesto aislado quedé plenamente identificado como la
Citlalitriona.

Citlalitriona
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Vista estereoscopica del compuesto A (Citlalitriona).
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Ei compuesto B, que corresponde al aislado en menor cantidad, se obtuvé
como cristales en forma de aguja, transparentes, solubles en acetona, con un
Rf de 0.47 (hexano/ acetona 7:3) y un punto de fusidn de 2329-2350C,

Su o de IR (espectro 5) pr 6 una banda en 3587 cm-!

caracteristica de los grupos hidroxilo {-OH), en 1704 cm-! una banda para
enlaces del grupo carbonilo (C-0), y en 1601 cm-! presents una banda de
absorcién para dobles enlaces. )

El espectro de masas (espectro 6} muestra un pico a m/z 296 (M*) que se
tomé como ién molecular.

A continuacién se resumen los datos obtenidos por RMN!H (espectro 7) y
por RMN!3C (espectro 8) para el compuesto B, que son idénticos a los de la

mezcla epimerica de Jatrofolona A y B aislada por X. Dominguez (60).

&l Aad, 1

Es importante espectroscopicas de Jateof

que las propi
A se encuentran estrechamente relacionadas con las de la Jatrofolona B. La
relacion epimerica esta en C-2 seguida de la caracteristica de que ambas se
encuentran como una mezcla equimolecutar. Por lo que la estructura de ia
Jatrololona B se ha establecido por andlisis crislnlogrﬂico de rayos-X en la
estructura correspondiente al acetato (26).



Tabla de datos de RMNIH para el compuesto B.

RMN'H Asignado al

Compuesto B (200MHz CDCl,)

Atomo Slppm)
OH 5.3
H-17(A) 5.25
H-17(B) 5.18
H-17 4.69
m(1H), (H-2), (H-3) 325
m(3H), (H-1), (H-11} 260
(3H), Me-20 235
m(2H), {(H-7) 181
d ancho (1H} 1.60
d, J=7, {3H), Me-16 1.30
d, J=7, (3H), Me-16 1.27
s,(3H), Me-19 1.24
m(H-2), (H-9), (H-8) 0.96
s(3H), Me-18 0.82
s(3H), Me-18 081
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Tabla de datos de RMN13C para el compuesto B.

RMNI3C Asignado al RMNI13C de la mezcla epimerica
Compuesto B Jatrofolona Ay B
Atomo Slppm) Atomo S(ppm)
3 208.347 3 208.2
14 150.175 14 150.2
6617 146.05 6617 145.6
15 137.384 15 137.5
13 136.727 13 137.2
5 134.59 5 1344
12 131.737 4 131.8
4 131.118 12 1311
1766 115.127 1766 115.2
11 30.34 1t 294
20 28.29 20 283
9 21.404 9 215
10 19.44 10 195
18 17.042 18 17.1
19 16.092 19 16.1

16 13.265 16 13.3




Andlisis Cristalografico de Rayos-X para el Compuesto B

La estereoquimica del compuesio B se establecié mediante difraccién de
Rayos-X de la siguiente manera:

Un cristal del compuesto B fué montado en un difractémetro automatizado
NICOLET P3. Tamano del cristal 0.4°0.2*0.14 mm. Dimensiones de la celda
unitaria: a=13.248 A (3), b=13.338 A? (3), c=19.195 A® (4), (ortorrémbico
P2(1)2(1)2(1)) fué determinado por afinamiento de minimos cuadrados de
las mejores posiciones dngulares para 25 reflexiones independientes en el
rango 5¢ 2o < 14% usando radiacién Cuka (A=1.54178 A0),

Los datos (115 reflexiones), fueron colectados a temperatura ambiente,
usando un modo de escrutinio de o / 2e a un valor miximo de 2o de 1009,

Las intensidades de dos reflexiones estdndar fueron medidas cada 48
reflexiones y como mosiraron menos de 3.0% de variacién, las correcciones
para decaimiento se consideraron inmecesarias. Las intensidades fueron
corregidas para efectos de Lorentz y polarizacién, pero no para absorcién. Un
“total de 1612 reflexiones se consideraron observadas (1612 F 3.00 para F).

La estructura fué resuelta por métodos directos inclu{dos en SHELXTL para
los 20 ftomos diferentes de hidrégeno que tiene la estructura,

Ciclos sucesivos de afinamiento por minimos cuadrados, segﬁidos por
sintesis de Fourier, permitieron localizar los 4tomos diferentes de hidrogeno
restantes. Los afinamientos de factor de escala, pardmetros posicionales y
térmicos anisotrdpicos para todos los dtomos diferentes de hidrégeno se
llevaron a cabo por convergencia, minimizando la funcién,

W-i= s (F)2 + 0.0039 F2 . Tados los dtomos de hidrégeno unidos a carbono
fueron localizados a posiciones geométricas con U=0.06 A02 constante.

El dtomo de hidrégeno hidroxilico se localizé por una sintesis de diferencia
de Fourier a etapa avanzada y refinado isotrdpicamente. El ciclo final de

afinaciones di6 un factor de concordancia de R=0.0796 (Rw=0.1023) con
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densidad residual mixima en el mapa de difecencia final igual a *- 0.24.

En éste estudio de Rayos-X, se pudo corroborar que en C-2 se encuentra la
relacién epimerica de las Jatrofolonas A y B. Debido a que se observé un
constante movimiento ¢ desorden de protones en éste atomo de carbono
durante la deter minacion de la estructura.

Comparando los datos espectroscopicos, y el andlisis de estudio de
rayos-X, del Compuesto B con los obtenidos en la literatura para la mezcla
epimerica de Jatrofolonas A y B (40) éste compuesto quedd identificado
como la mezcla epimerica de Jatrofolonas Ay B.

Con respecto a las cantidades obtenidas por cromatogratia relimpago para
cada uno de los compuestos A y B, podemos decir que se mejoré el
rendimiento de obtencién de éstos.

Jatrofolona Ay B
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Vista estereoscdpica del compuesto B (mezcla epimerica de

Jatrofolonas A y B).
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Extracto Acuoso

El andlisis cualitativo del extracto acuoso y de los productos de
precipitacién con acelona y etanol, respectivamente (ver parte
experimental) se encuentran constlituidos por componentes muy similares
entre siLa prueba de Stiasny nos permitié establecer que los componentes
que conforman dichos precipitados con acetona y etanol son del tipo de los
denominados tlaninos condensables & proantocianidinas (oligbmeros de
catequinas 6 flavan-3,4-dioles). Se ha descrito que existen dos tipos de
1aninos, los cuales se reunen en la siguiente tabla:
Nomenclatura Estructura Peso Molecular
11 Taninos Condensables

Proantocianidinas Oligoméros de Catequinas 1000-3000
y flavan-3,4-dioles
2) Taninos Hidrolizables

Galotaninos Esteres de dcido gélico 1000-1500
Elagitaninos Esteres de dcido hexahidro- 1000-3000
difénico
uinas ina 200-60

Estos taninos se encuentran distcibuidos muy regularmente en el reino
vegetal. Los taninos condensables se encuentran universalmente en
angiospermas y gimnospermas, especialmente en las especies lefiosas., y por
el contrario, los taninos hidrolizables se limitan a plantas dicotiledoneas, y se
localizan en unas cuantas {amilias.

Las proantocianidinas (taninos condensables), se forman biosintéticamente
de 1a condensacién de catequinas 6 galocatequinas para formar oligoméros
con enlaces carbono-carboﬁo. uniendo una unidad flavonoide a otra por

uniones 4-8 6 6-8. La mayor{a de los taninos tienen entre 2 y 20 unidades
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flavonoides. Ef nombre de proantocianidinas se utiliza alternativamente para
los taninos condensables, debido a que el tratamiento con icidos en caliente
rompe algunos enlaces carbono-carbono y los monémeros de antocianidina
se liberan.

Las proantocianidinas se encuentran principalmente distribuidas, en las
plantas ledosas y pueden ser una barrera importante contra la depredacién

de insectos, ésto sumado a sus propiedades astri

OH

oH

OH

Ejemplo de Proantocianidina
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Parte Bioldgica.

Los resultados obtenidos con cada uno de los aucroorganismos de prueba,
se relinen en los cuadros que se encuentran en la parte experimental donde
se indica el tipo de disolvente utilizado para cada caso (metanol, cloruro de
metileno, y agua), la dosis empleada, el tipo de extracto utilizado, asi como
también el tipo de microorganismo empleado para fa prueba,

A los extractos originales se les realizé la evaluacidn antimicrobiana con
microorganismos gram negativos y gram positivos, como se puede observar
en el cuadro 1, (en la parte experimental). Se enconiré que a la dosis
empleada (S0 pg/ml.} éstos no presentan actividad sobre gram positivos y
levaduras. En cambio para los gram negativos se observa una accién
significativa,

Después, se realizaron las pruebas de evaluacién para las fracciones
obtenidas, del extracto metandlico con los mismos microorganismos gram
positivos y gram negativos.(cuadro 2, en la parte experimental).

En éste cuadro 2, se puede ver que no existe actividad antimicrobiana de
las diferentes fracciones, y del extracto metandlico original contra gram
positivos. En cambio para £ #eruginosa, que es un microorganismo gram
negativo su accién es mayor en comparacién con el testigo.

Las diferentes fracciones, obtenidas por cromatografia flash del extracto
metandlico (hexano/acetona) de la planta de Guanajuato (1-23), cuadro 2A
(en la parte experimental), presentan actividad antimicrobiana prometedora
para los diferentes microorganismecs gram negativos, de prueba. Siendo las
fracciones mds activas la | y 2, pero en las subsecuentes fracciones la
actividad varia seg(in el microorganismo. Sin embargo, 2. seruginosa mostréd
ser 1a mds afectada, en general.

En el caso, de la planta de Zacatecas (1a-10a) se observa una actividad
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antimicrobsana significaliva en comparaciéon con el testigo, pero en una
forma no tan uniforme como ocurre en la planta de Guanajuato, siendo en
éste caso mds alectado el microorganismo gram negativo S, 1yphs

Con respecto a la actividad bioldgica de los compuestos puros aislados e
identificados como Citialitriona y Jatrofolona A y B, ningunc de ellos mostré
actividad relevante sobre los microorganismos de prueba, en nuestras
condiciones, lo que concuerda con los resultados obtenidos por X. Dominguez,
v colaboradores (11) pero, segin éste autor, la riolozatriona posee
actividad.antimicrobiana. En éste trabajo no se aisté dicho compuesto.

En el cuadro 3 (en parte experimental), se reinen los resultados de la
prueba antimicrobiana del extracto acuoso, que se fracciond siguiendo el
Procedimiento 1 (en parte experimental). Se encontrd que la actividad en
estudio, podria estar en éste extracto, ya gque se conserva con mayor
constancia la actividad, compardndola sobre las otras fracciones eluidas por
cromatografia en columna con Carbdn activado-Celita. Siendo mds activa y
de mayor espectro el pp. ext. AcOEL

Se decidié hacer una separacién por CCF preparativa del pp. ext. AcOEt,
obteniéndose fracciones muy mezcladas pero con buena actividad
antimicrobiana. Los resultados de éstas fracciones se encuentran en el
cuadro 3A (parte experimental),

De los resultados se puede ver que, el pp. ext. AcOEt y las fracciones 1,2, 3
son las que presentan mds actividad y de mayor espectro.

Como los mejores resultados de actividad se obtuvieron del extracto
acuoso, se hizo la redisolucién de éste en agua destilada (5 gr. en 10 mL), y
se precipitd al agregar poco a poco acetona en exceso (1000 ml), Lo mismo
se hizo con etanol. Los precipitados obtenidos se filtraron y se evaluaron
bioldgicamente, cuadro 4 {en parte experimental).

En éste cuadro se ve, que la mayor actividad antimicrobiana y de mayor
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espectro se encontrd en el precipitado con acetona (B), el sobrenadante de
etanol (A )y el sobrenadante de acetona (B,).

En un intento de fraccionar éstas mezclas, se cromatografié cada
precipitado y el sobrenadante (previamente evaporados) por CCF
preparativa y cada fraccién se evalué biolégicamente, reliniendose los
resultados en el cuadro 5 {en parte experimental).

Con respecto a éstos resuitados, se puede decir que la actividad
antimicrobiana se encuentra en el precipitado de acetona (B). La fraccién del
precipitado de acetona (B), que queda en la placa preparativa, pricticamente
en la linea de aplicacibn y que llamamos F({B), mantiene la actividad.

Curiosamente el sobrenadante de acetona {B;) en ésta ocasién no mostré la
misma actividad que en el experimenic anterior (cuadro 4), pero al
fraccionarla, la franja de casi el punto de aplicacién Fy(B). ya mostrd
acuvidad semejante. Igualmente, el precipitado con etanol (A) no inhibe el
crecimiento, pero al fraccionario Fy(A) muestra accién antimicrobiana.

El sobrenadante de etanol (A|) mostré la misma actividad que en el
experimento anterior (cuadro 4), pero en cambio {a franja extraida de la
silice no es tan activa Fi(A). Estos comportamientos se pueden explicar,
muy probablemente, debido a que los taninos 6 la mezcla de ellos se ve
modificada por la accién de la silice. Sabemos que ésta, tiene caracieristicas
icidas que pueden provocar hidrdlisis parciales, 1o que complica aln mds la
caracterizacion de los principios activos.

De los resultados observados en los cuadros 4 y 5, se puede [legar a
concluir, que el 6 los principios activos contra microorganismos gram
negativos se encuentran en el extracto acuoso de ésta planta. Pero en ésta
ocasion no fué posible aislarlos. Se sigue buscando la forma de obtenerlos, ya
que, como puede observarse dicha planta, /jatropha diofca presenta una

marcada actividad antimicrobiana contra gram negativos.
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CONCLUSIONES

De el estudio quimico-biolégico “"biodirigido” de los diferentes extractos de
la raiz de Jatropha diorcase llego a las siguientes conclusiones:

1) Se mejord el rendimiento y método de obtencién de los dos compuestos
aistados (Citlatitriona y Jatrofolona A y B) de la raiz de Jatropha divica ,
utilizando para ello la cromatografia flash,

2) Se loged establecer, que los extractos mds polares de la raiz de Jfazropha
divica son los mds activos sobre los diferentes microorganismos gram
negativos, utilizados para las pruebas de evaluacién antimicrobiana (£ coff
P, aeruginosa, S, typhi, K. pneumoneae).

3) También se observa una notable actividad antimicrobiana segdn fas
diferentes dosis empleadas en las pruebas de evaluacién antimicrobiana

4) Podemos evidenciar que, muy probablemente, los principios activos
involucrados en la actividad antimicrobiana de la ralz de Jstropha diofca
son del tipo de los taninos condensables.

5) Se continBa con éste estudio para llegar a establecer la naturaleza
quimica det 6 los principios activos de ésta planta.
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