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Introduccion

1.- INTRODUCCION

Las plantas constituyen un recurso muy valioso dentro de la medicina
tradicional de los diferentes paises. El nuestro no es la excepcion ya que la
medicina popular herbolaria goza de una gran tradicién debido principalmente a la
gran abundancia y biodiversidad de especies vegetales.

En la dltimas dos décadas a nivel mundial se ha incrementado
considerablemente el interés por el estudio de las plantas medicinales como
fuente de obtencién de compuestos farmacoldégicamente activos; ademas el uso
de la medicina tradicional estd muy extendido en los paises en vias de desarrollo;
su empleo esta arraigado a las circunstancias historicas y creencias, siendo en
algunos casos la medicina tradicional la Unica fuente accesible de atencién
sanitaria especialmente para los pacientes mas pobres (OMS, 2002). Las plantas
medicinales registradas en los estudios etnoboténicos pueden ser una fuente de
informacion para encontrar compuestos bioactivos, ademas estos pueden ser
estudiados y validados a través de estudios fitoquimicos y farmacoldgicos
(Verpoorte, 1998). Por otra parte, el incremento de bacterias patdogenas farmaco-
resistentes, ha hecho mas urgente la necesidad de encontrar nuevos agentes

antibacterianos.

El uso de las plantas medicinales en el mundo es parte de la cultura y de
las tradiciones de los pueblos ademas, se trata de un recurso barato y accesible
ya que la mayoria de los remedios vegetales se obtienen a partir de plantas que

crecen en cada localidad. (Waller 1993).

Del estudio etnobétanico de las plantas medicinales de la Sierra Norte de

Puebla, Acalypha arvensis (Euphorbiaceae), es una especie que ha sido utilizada
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ampliamente en la medicina tradicional en el tratamiento contra: erisipela, heridas,
furdnculos, diversas enfermedades de la piel, erupciones en la boca,
inflamaciones estomacales y del rifion, por lo cual en el presente trabajo se realiz6
el analisis Fitoquimico preliminar de dicha especie, mediante maceraciones
sucesivas con disolventes de polaridad ascendente (hexano, acetato de etilo y
metanol), también se determino su perfil cromatografico utilizando cromatografia
en capa fina, se detectaron los principales grupos de metabolitos secundarios

presentes en cada extracto y determinar su posible accién biolégica.

Por otro lado se evalud la actividad bioldgica de los extractos obtenidos con
tres diferentes ensayos: actividad antibacterial frente a Bacillus subtilis y
Escherichia coli, actividad antiinflamatoria con el modelo de edema inducido en
oreja de raton con 12-o-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA) y pruebas de

toxicidad en Artemia salina.

Como resultado importante del presente trabajo, se comprob6é que los
extractos obtenidos de Acalypha arvensis poseen actividad antibacterial contra

Escherichia coli y Bacillus subtilis., asi como actividad antiinflamatoria.

El estudio cubrié aspectos basicos para dar a conocer un antecedente de
evidencia cientifica del uso etnomédico de la especie, asi como aportar en forma
preliminar, mayores conocimientos de la composicidon quimica de esta especie
vegetal utilizada tradicionalmente por la poblacién, ya que a la fecha no existia

informacion al respecto.
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2.- ANTECEDENTES

2.1 PLANTAS MEDICINALES: ANTECEDENTES HISTORICOS EN MEXICO Y
EN EL MUNDO

El uso de la plantas medicinales figura en la historia mas primitiva, los datos
que existen del antiguo Egipto, Asiria, China e India muestran la utilizacion de las
plantas para fines medicinales, dicho consumo es probablemente una progresiéon
natural ya que el hombre posee un reconocimiento de las plantas que consume,
comenzando por las que son puramente alimenticias, como de aquellos que
ademas de servir como alimento, han sido utilizado con efectos medicinales (por
ejemplo: higos, ciruelas, mucilagos que actuan como laxantes suaves) finalmente
con el reconocimiento de plantas puramente medicinales (Bruneton, 2001). La
recoleccion de plantas para fines medicinales data de la mas remota antigliedad.
Los sumerios conocian gran numero de ellas desde el ano 2500 a.C. Los papiros
de los antiguos egipcios escritos hacia 1600 a.C. registran los nombres de
numerosas drogas usadas por los meédicos de este periodo, de todos los escritos
egipcios el llamado Papiro de Ebers encontrado en Tebas cerca del Mar Muerto es

el mas extenso y famoso.

Los antiguos griegos conocian ciertas drogas que todavia siguen
utilizandose; el filosofo griego Pitagoras (528 a.C.) estaba familiarizado con la
mostaza, el médico Hipdcrates (466 a.C.) conocia el ajenjo, la canela, la cicuta, la
genciana, la manzanilla, etc. Teofrasto (372 a.C.) escribid libros Sobre la Historia
de las Plantas y otros ocho sobre Las Causas de las Plantas, el médico griego
Dioscorides (siglo | de nuestra Era) fue el primer autor que escribié de manera
extensa sobre las plantas medicinales en su obra De Materia Médica, Plinio el

viejo (23-79 d. C.), soldado y escritor romano, escribié cuarenta y siete volumenes
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sobre Historia Natural, Galeno (131-200 d.C.), farmacéutico y médico
Grecorromano escribié veinte libros en los que incluye formulas y dosificaciones
adecuadas para diversas preparaciones, lo que hoy se conoce como
preparaciones Galénicas; en sus obras se describen las adulteraciones del
azafran, de la mirra, de la canela, etc. Los arabes continuaron los avances
cientificos de los griegos y de los romanos entre ellos uno de los mas notables,
Mesué el Viejo (777-857) escribié un formulario farmacéutico e introdujo el sen y

el tamarindo entre otros.

Carl von Linné (Linneo) botanico sueco publico Genera Plantarum, obra
considerada como punto de partida de la botanica sistematica, la mas notable de
todas sus obras es Species Plantarum la cual incluye una larga lista de especies
de plantas junto con sus descripciones y su clasificacion, de acuerdo a un sistema
natural que se basa en el estudio de las analogias y diferencias de sus 6rganos
sexuales, su sistema de nomenclatura binario, uno para el género y otro para la
especie, es empleado en la actualidad por todos los naturalistas. En 1806 el
farmacéutico Aleman Friedrich Wilhem Adam Sertiner, aisla la morfina del opio
demostrando su caracter toxico, este descubrimiento contribuyd a desviar la
atencion de los cientificos hasta entonces localizada en las plantas medicinales

hacia las drogas crudas Yy sus principios activos.

El descubrimiento y conquista de América por los espafioles en el siglo XVI
produce una extensa bibliografia de las plantas y productos naturales del nuevo
continente. El historiador Gonzalo Hernandez de Oviedo y Valdés (1458-1557) es
el primero en ocuparse de los productos naturales de América sus obras De la
natural Historia de las Indias e Historia general y Natural de las Indias e Islasy
Tierra Firme del Mar Océano, describe plantas como: el tabaco, el cacao, el

guayaco y el achiote. Del siglo XVI data la valiosa recopilacion sobre plantas
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medicinales conocidas por los antiguos mexicanos, el texto escrito en 1552 en
Nahuatl por el médico azteca Martin de la Cruz, con ilustraciones a colores,
traducido al latin por el xochimilca Juan Badiano, conocido como codice Badiano
el cual describe 263 plantas. Fray Bernardino de Sahagun autor de Historia de las
Cosas de la Nueva Espafia trabajé de 1558-1582 en varios manuscritos de los
cuales fueron resumidos dentro del Codice Florentino; Francisco Hernandez
(1517-1587) es autor de un estudio sistematico de la flora curativa de la nueva
Espafia como parte de la Historia Natural de la Nueva Espafia. En el siglo XVII el
fraile dominico Francisco Ximénez edité Cuatro libros de la Naturaleza y virtudes
de la Nueva Espafia, obra que consta de 17 volumenes cuyo contenido es lo
escrito por Francisco Hernandez. Posteriormente en 1950 aparece la primera
Farmacopea mexicana en la cual se describen preparados medicinales a base de

plantas (Trease, 1989).

La riqueza de las plantas medicinales en México puede ser estimada por el
numero de especies utilizadas que forman parte esencial de las estrategias
generadas por la poblacién para enfrentar sus enfermedades cotidianas. Las
plantas medicinales no son inocuas, tienen un efecto terapéutico sobre el ser
humano e implican riesgos cuando se emplean de forma inapropiada, por ello es
importante establecer lineamientos de control de calidad haciendo énfasis en su

identidad composicién y pureza para asegurar la idoneidad en su uso.
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2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

Se llama metabolismo primario de las plantas a los procesos quimicos que
intervienen en forma directa en la sobrevivencia, crecimiento y reproduccién de las
plantas. Debido a su caracter universal en el Reino vegetal los procesos que
intervienen en el metabolismo primario y sus metabolitos, se encuentran en todas

las plantas sin excepcion (Croteau et al., 2002).

Los metabolitos primarios son compuestos organicos que intervienen en los
ciclos vitales de todos los organismos y que les permiten sobrevivir, crecer y
reproducirse, entre ellos se encuentran los aminoacidos, carbohidratos, proteinas,
lipidos y acidos nucleicos. Generalmente, se encuentran en todos los organismos
(Dewick, 1997).

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos sintetizados por las
plantas, se les considera no esenciales para la vida, aunque pueden ser
fundamentales para una determinada funcién biologica (Figura 1). Algunos son
responsables de la coloracién, de aromas de flores y frutos; otros vinculados con
la interaccion ecoldgica como la atraccion de polinizadores; y otros participan en
el mecanismo de defensa de las plantas (las fitoalexinas, los alelopaticos),
compuestos de gran interés farmacologico, que podrian ser utilizados como
“principios activos” de algunos farmacos. Por el potencial que representan estos
metabolitos, las investigaciones se han dirigido a la elucidacion de estructuras
quimicas, evaluacion de su actividad bioldgica y hacia su obtencion en cultivos in
vitro (Croteau et al., 2002).

Por su origen biosintético, se ha clasificado a los metabolitos secundarios

en: terpenos, fenilpropanoides y alcaloides (Harbone, 1990).
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Hay metabolitos que proceden de una ruta biosintética especifica y los hay

que proceden de varias:

Tabla A. Principales grupos de metabolitos secundarios (Harbone, 1990).

Metabolitos Ruta biosintética
Acidos fendlicos Ruta del acido shikimico
Taninos Ruta del acido shikimico

. Ruta del acido shikimico vy,

Flavonoides

Rruta de los policétidos

Ruta del acido shikimico vy,
Alcaloides

Ruta del acido mevalénico
Antraquinonas Ruta de los policétidos
Lignanos y cumarinas Ruta del acido shikimico
Terpenos Ruta del acido mevalénico
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Figura 1. Vias generales del metabolismo secundario de las plantas, que producen los 3

tipos generales de compuestos secundarios: productos nitrogenados, productos fendlicos,

y terpenoides. También se muestra su relacién con el metabolismo primario. (Lincoln y

Zeiger, 2006).
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2.3 Género Acalypha

El género Acalypha L. (Euphorbiaceae), comprende plantas herbaceas,
anuales o perennes y mas frecuentemente arbustos o pequefos arbolillos,
monoicos o dioicos. Las hojas son alternas, pecioladas, estipuladas, con la lamina
entera o dentada. Tienen inflorescencias espiciformes o amentaceas, terminales o
axilares, con flores unisexuales o bisexuales. Las flores masculinas son
subseésiles, con el céliz formado por 4 segmentos valvados, y se suelen disponer
en glomérulos que estan rodeados de pequefas bracteas; el androceo tiene 4-8
estambres con los filamentos libres o unidos basalmente. Las flores femeninas son
subsésiles, con el caliz formado por 3-5 |6bulos imbricados unidos en la base, y se
disponen en grupos de 1-5 rodeadas de una bractea acrescente o en las axilas de
pequefas bracteas ligeramente foliaceas. El ovario esta formado por 1-3 carpelos.
El fruto es una pequefa capsula tricoca rodeada por una bractea acrescente. Sus
semillas son ovoides, generalmente carunculadas. El nombre proviene del griego
akalephe, nombre griego antiguo de la ortiga, aplicado por Linneo a este género
por la apariencia de las hojas de algunas especies. El género incluye alrededor de
400 especies distribuidas por ambos hemisferios, principalmente en Ameérica

tropical.

Dentro de la familia Euphorbiaceae, el género Acalypha posee especies con

diferentes actividades biolégicas véase Tabla 1.
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Tabla 1. Actividad bioldgica de diferentes especies de Acalypha (Astudillo, 2004)

Especie

Actividad biol6gica

Cita

Acalypha adenostachia Muell.

Arg.

Desordenes gastrointestinales

Argueta, 1994; Lépez e
Hinojosa, 1988

Acalypha alopecuroides Jacq

Desordenes gastrointestinales

Mendieta y Del Amo, 1981;
Argueta, 1994.

Acalypha arvensis Poepp &
Endl.

Desordenes gastrointestinales

Activividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus
Actividad diurética

Actividad antiespasmaddica

Mendieta y Del Amo, 1981;
Gonzalez, 1984; Girdn et. al.,
1991; Argueta, 1994; Martinez-
Alfaro et. al., 1995.

Caceres et. al., 1987b

Caceres et. al., 1987a
Gupta, 1995

Acalypha califérnica Benth

Desordenes gastrointestinales

Lopez e Hinojosa, 1988

Acalypha diversifolia Jacq.

Desordenes gastrointestinales

Girdn et. al., 1991

Acalypha hederacea Torr

Desordenes gastrointestinales

Hernandez et. al., 2003

Acalypha hederacea

Actividad sobre Vibrio cholerae,
Staphylococcus aureus, Sarcina
lutea, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtilis,
Salmonella typhi, Yersinia
enterocolitica, Enterobacter
aglomerans, Enterobacter
aerogenes

Hernandez et.al., 2003

Acalypha indica L.

Desordenes gastrointestinales

Duke, 1989

Acalypha phleoides Cav.

Desordenes gastrointestinales

Diaz, 1977; Hérnandez y Lépez
1988; Bye, 1993; Martinez,
1994; Aguilar et. al., 1994

Acalypha senensis Klotzch

Desordenes gastrointestinales

Stauble, 1986

Acalypha subvisida Watson

Desordenes gastrointestinales

Lopez e Hinojosa, 1988

Acalypha communis

Desordenes gastrointestinales
Actividad antimicrobiana

Gutiérrez-Lugo et. al.,2002
Gutiérrez-Lugo et.al., 2002

Acalypha guatemalensis

Actividad contra Staphylococcus
aureus y Bacillus cereus
Actividad contra Salmonella typhi
y Shigella flexneri

Céaceres et. al., 1987 b

Caceres et. al., 1993

10
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Especie Actividad biolégica Cita
Acalypha guatemalensis Actividad contra Pseudomonas
aeruginosa
Tripanosoma cruzi y actividad Navarro et. al., 2003

antimicadtica contra

Epidermophyton floccosum y

actividad antioxidante

Antitripanosdmica Céaceres et. al., 1998
Actividad diurética Caceres et. al., 1987a

En la Tabla 2 se muestran los diferentes metabolitos secundarios encontrados en
las diferentes especies del genero Acalypha.

Tabla 2. Metabolitos secundarios de algunas especies de Acalypha (Astudillo

2004)
Especie Metabolitos secundarios Cita
Australisina y daucosterol. Dong et.al., 1994
B-sitosterol Zang et. al., 1994, Dong et. al.,
1994

Palmitil palmitato, 1-triacontanol, Zang et. al., 1994

Acalypha australis sacarosa, fructosa y rafinosa.
Acidos fenol carboxilicos, Park et. al., 1993
flavonoides y taninos

Acalypha communis Triterpenos tipo cicloartano Gutiérrez-Lugo et. al., 2002

Acalypha diversifolia Amidas Siems et. al., 1996

Acalypha guatemalensis Antocianinas, flavonoides y Navarro et. al., 2003
taninos

Acalypha hispida Acalipidinas Amakura et. al., 1999
Acido galico, corilagina, geranina, Adesina et. al., 2000
quercetina  3-O-rutinosido vy
camferol 3-O-rutinosido
Antocianinas Reiersen et. al., 2003

Acalypha indica Alcaloides como acalipina Nahrstedt et. al., 1982
Acaliphamida, aurantiamida, Talapatra et. al., 1981
succinamida, 2-

metilantraquinona, B-sitosterol, B-

sitosterol-3-D-glucosido

Estigmasterol y aceto de Manzoor-i-Khuda et. al., 1985
acaliphol.

11
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Especie Metabolitos secundarios Cita
Acalypha macrostachia Friedolabdanos, derivados del Siems et. al., 1996
curcumeno
Acalypha wilkesiana y Esteroles, triterpenos, alcaloides, El-Tohami et. al., 1992
Acalypha marginata carbohidratos, glicésidos,

taninos, flavonoides y saponinas,
Liquiritigenina, B-sitosterol, a- Mahran et. al., 1993
amirina y taninos.

Acalypha wilkesiana Acido  gdlico, corilagina y Adesina et. al., 2000
geranina

2.3.1 Acalypha arvensis

Alacran, hierba del pastor, hoja de arana, hoja de la pastora, tapdn, tapon
de burro. Puebla toxio potei (otomi), tujumatuhuan (totonaco), zipozitzin (nahua);

San Luis Potosi: béjol ts’ ojol, tdum ts’ ojol (tenek); Veracruz: jap’ ati (tepehua).

Botanicay ecologia

Hierba o arbusto delgado de unos 50 cm de altura, que en ocasiones crece
tendida en el suelo. Las hojas son alargadas, a veces anchas en medio,
puntiagudas y arrugadas. Las flores se encuentran en espigas y parecen gusanos
de color verde o rojizo. Los frutos cuando secos, estan cubiertos con pelos largos

y tiesos.

Es originaria de América tropical, habita en climas calido, semicalido y
templado entre el rango de 400 a 2600 metros sobre el nivel del mar. Se
encuentra asociada a dunas costeras, asi como a bosques tropical perennifolio,
mesofilo de montafia y de encino. En la Figura 2 se muestra una fotografia de

Acalypha arvensis.

12
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Figura 2. Acalypha arvensis
http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/euphorbiaceae/acalypha-arvensis/imagenes/habito-

parcial.ipg

Etnobotanicay antropologia

En Veracruz los usos medicinales que se dan a esta planta la indican contra
la diarrea y como antihemeético, para lo cual se emplea la planta entera en
conocimiento por via oral. Haciendo enjuagues para erupciones en la boca o bien
de forma externa, lavando la parte afectada, o en bafos para nifios recién nacidos.

Incluso aconsejan su uso contra las picaduras de capulincillo.

13
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En tabasco, para la sarna (escabiosis), se dan bafios con la coccién de las

hojas, 0 maceradas éstas junto con tabaco se aplican para el piquete de arafa.

Farmacologia

Unicamente se ha demostrado la actividad antibiética contra Staphylococcus
aureus que ejerce la tintura de las hojas, la cual fue probada también contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, y Candida albicans con resultados
negativos. Ademas se investigaron, la actividad diabética en rata y la accién
citotoxica de los extractos metandlico, cloroférmico y etéreo, en cultivos de células

de carcinoma humano de colon CO-115, sin resultados positivos (Argueta, 1994).

Debido a que Acalypha arvensis es utilizada de manera mas frecuente en
procesos inflamatorios e infecciones bacterianas, a continuacion se detallan

ambos procesos biologicos.

2.4 Enfermedades microbianas

Vivimos en un mundo de microbios desde el nacimiento hasta la muerte y
todos poseemos una variedad de microorganismos, o microbiota sobre y en el
interior de nuestro cuerpo. Si bien suele beneficiarnos, en algunas circunstancias
puede producirnos enfermedades o infectar a otras personas con las que tenemos

contacto.

La distincion entre salud y enfermedad es en buena parte un equilibrio entre
las defensas naturales del organismo y la capacidad de producir enfermedad de
los microbios. Los microorganismos pueden entrar en nuestro cuerpo siempre que

respiramos, deglutimos, sufrimos un corte en nuestra piel o tenemos un contacto
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préximo con otras personas o con animales. Algunos microorganismos producen
enfermedad al invadir los tejidos corporales, otros atacan indirectamente liberando
toxinas. Generalmente hace falta un gran numero de microorganismos para que

produzcan enfermedad.

Que nuestro cuerpo sea capaz de vencer las tacticas ofensivas de un
microorganismo en particular depende de nuestra resistencia. Una importante
resistencia natural es la proporcionada, por la piel, mucosas, células ciliadas,
acido estomacal y sustancias antimicrobianas como los interferones. Los
microbios pueden ser destruidos por los globulos blancos, los procesos
inflamatorios, la fiebre y nuestro potente sistema inmunitario. A veces nuestras
defensas naturales no son lo bastante fuertes para rechazar al invasor y necesitan

ser ayudadas por antibiéticos o por otros farmacos (Tortora, 2004).

2.4.1 Antibi6ticos

Los antibidticos revolucionaron la medicina permitiendo el tratamiento de
enfermedades infecciosas que alguna vez fueron fatales y no se pudieron combatir
(Livermore 2004), sin embargo el uso inadecuado de los antibidticos ha
ocasionado el surgimiento de cepas bacterianas resistentes, situacion que es de
gran preocupacion desde 1990, ya que el incremento de cepas resistentes
continua ocasionando severos problemas de salud publica (Pollard y Dobson,
2000).

Los principales grupos de antibiéticos empleados para tratar las infecciones
causadas por enterobacterias son: B-lactamasas, quinolonas, aminoglicosidos,
tetraciclinas, y sulfonamidas (Georgopapadoku, 2002). Algunos de los efectos

adversos que causan los antibiéticos son: el incremento de la resistencia
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bacteriana, los costos elevados del tratamiento, las reacciones alérgicas y
sobretodo la destruccion de la flora bacteriana normal lo cual favorece la
colonizacion de gérmenes potencialmente patégenos como Pseudomonas,
Klebsiella, Clostridium y Candida, esto puede ser un factor que predispone al

huésped a adquirir infecciones sistémicas (Gutierrez-Camacho, et. al., 1997).

Se han encontrado penicilinas semisintéticas que son mas resistentes a la
acidez (y por tanto mas eficaces por via oral) y cuyo espectro de actividad es a
menudo mas amplio que el de las penicilinas naturales. Por ejemplo, la ampicilina,
la amoxicilina y la carbenicilina, siendo eficaces frente a patégenos Gram-
negativos importantes. Y a excepcion de la carbenicilina, son lo bastante estables

en medio acido como para tomarse por via oral (Tortora, 2004)

2.4.2 Escherichia coli

El anaerobio facultativo E. coli es uno de los habitantes mas comunes del
tracto intestinal, se dispone de una enorme informacién sobre la bioquimica y la
genética de E. coli, que sigue siendo una importante herramienta para las
investigaciones bioldgicas basicas. Su presencia en agua y alimentos es también
importante como indicacion de contaminacién fecal. E. coli no es considerado
normalmente como un patdégeno; sin embargo, es una causa frecuente de
infecciones del tracto urinario y algunas cepas producen enterotoxinas, que son

causa comun de la diarrea del viajero (Tortora, 2004).

2.4.3 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es wuna bacteria Gram positiva, Catalasa-positiva
comunmente encontrada en el suelo. Un miembro del género Bacillus, B. subtilis

tiene la habilidad para formar una resistente, endospora protectora, permitiendo al
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organismo tolerar condiciones ambientales extremas. Sus esporas pueden
sobrevivir la calefaccion extrema que a menudo es usada para cocinar el alimento,

y es responsable de causar la fibrosidad en el pan estropeado.

Bacillus subtilis es un microorganismo que se ha adoptado como un buen
modelo bioldgico para estudios de laboratorio debido a la manipulacién genética
sobre la diferenciacion celular y mas explicitamente en la esporulacion por lo que
este microorg es usado generalmente como un equivalente gram positivo de E.

coli.

2.5 Inflamacién

Generalmente los procesos inflamatorios envuelven una serie de eventos
que pueden ser provocados por numerosos estimulos, tales como agentes
infecciosos, isquemia, interaccion antigeno-anticuerpo, dano fisico y fiebre (Insel,
1990). Por lo general se asocia con dolor como un proceso secundario resultante

de la liberacién de mediadores inflamatorios (Osadebe et. al. 2003).

A través de los afos se han realizado ingeniosas sintesis y modificaciones
estructurales, las cuales usualmente son acompafadas de un disefio y desarrollo
de nuevos farmacos, muchos agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
han sido preparados (Olaniyi, 2000). Estos han sido de inmensa ayuda en la
gestion de varios procesos inflamatorios como reumatismo, artritis y dolor en el
pecho. Sin embargo, estos farmacos son conocidos por provocar irritacion
gastrointestinal haciéndolos poco factibles, por ello la necesidad de buscar nuevas
alternativas antiinflamatorias de farmacos y medicamentos en diferentes hierbas
naturales (Osadebe et. al. 2003).
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La inflamacién puede ser definida como la respuesta fisiologica del sistema
de microcirculacion y sus contenidos a un dafo, con el fin de aislar y de destruir al
agente dafiino, asi como reparar el tejido u o6rgano afectado. En el ambito
macroscopico la respuesta se acompafia de los conocidos signos clinicos como

rubor, tumor o edema, calor y dolor.

Diversos estimulos pueden provocar la reaccion inflamatoria, cada tipo de
estimulo presenta un patréon caracteristico de reaccion o de respuesta que
constituye una variante relativamente menor del mismo fenémeno. Los estudios se

pueden clasificar en tres grupos:

a) Fisicos: trauma mecanico, irradiacion, frio o calor.

b) Quimicos: acidos, alcaloides, fenoles y otros irritantes inflamatorios
como turpetina, kaolin y carragenina.

c) Infeccidn e inmunidad: dafo provocado por organismos vivientes,
como virus, bacterias, parasitos y hongos, ademas de dano por

respuesta inmune como hipersensibilidad (Déminguez, 2006).

Los patégenos pueden empezar la respuesta inflamatoria por distintos
mecanismos, incluyendo la activacién del sistema de proteasas plasmaticas por
interaccion con los productos de degradacion de las paredes bacterianas
constituidas principalmente por polisacaridos y lipopolisacaridos (LPS) y por la

secrecion de toxinas (Dominguez, 2006).

La habilidad para desencadenar una respuesta inflamatoria es esencial
para la supervivencia, dado los innumerables agentes patdégenos y lesivos
ambientales existentes; aunque el problema que surge de la respuesta
inflamatoria es que la defensa se dirija tanto hacia agentes dafiinos como a no
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dafinos, provocando en algunas situaciones y enfermedades que la respuesta

puede ser intensificada y perpetuada sin un beneficio manifiesto.

2.5.1 TIPOS DE INFLAMACION

La respuesta inflamatoria comprende la inflamaciéon aguda y la cronica. La
inflamacion aguda es rapida, ocurre en corto tiempo (minutos o dias) se responde
de manera uniforme a un dafio agudo y esta caracterizada por la acumulacion de
fluidos, proteinas plasmaticas y neutréfilos. En contraste en la inflamacion crénica
se observan fendmenos de larga duracion (semanas, meses o indefinidamente) e
incluye flujo de linfocitos, macrofagos y crecimiento de fibroblastos (Rossenberg y
Gallin, 1999).

INFLAMACION AGUDA

En la inflamacion aguda se inician una serie de eventos moleculares como
la produccion de mediadores solubles pro-inflamatorios que promueven la
sintomatologia de la inflamacion, los que incluyen:

1. Vasodilatacion
2. Incremento de la permeabilidad vascular.

3. Agrupamiento y activacion de células.

4. Fiebre o calor.
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Inflamacion crénica

La inflamacién crénica aguda es el resultado de una respuesta prolongada
de la inflamacién aguda que no ha podido ser reparada. La transicion de la
inflamacion aguda a inflamacién aguda crénica puede ser el resultado de tres
mecanismos diferentes:

1. Persistencia del dafo inflamatorio

2. La presencia de un antigeno endogeno o

3. Varios factores endogenos los cuales pueden alterar el tipo de célula y

su funcién en el sitio de inflamaciéon (Dominguez, 2006)

En algunos casos el estimulo de la inflamacion cronica puede ser un
componente “normal” del tejido. Esto ocurre en enfermedades inflamatorias donde
el proceso es iniciado y mantenido por una anormalidad en la regulacién de la
respuesta inmune a un propio tejido, conocido también como enfermedad

autoinmune (http.//medweb.bham.ac.uk).

Ejemplos de enfermedades que involucran inflamacién crénica:

e Tuberculosis

e Colecistitis crénica
e Bonquiectasis

e Artritis reumatoide

e Tiroiditis de Hashimoto
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e Enfermedad inflamatoria del intestino (colitis ulcerativa y enfermedad de de
Crohn’s)

e Silicosis y otras neumoconosis
e Rechazo de implantes
2.5.2 Mediadores moleculares y celulares involucrados en la inflamacién
Los procesos de inflamacion son iniciados, regulados y por ultimo
eliminados por la accion de numerosas sustancias llamadas mediadores
inflamatorios solubles (Tabla 3). Algunos de estos mediadores existen en forma
inactiva y son activados como producto de la inflamacion; otros son sintetizados

y/o liberados por células involucradas en respuesta a la respuesta inflamatoria
(Rossenberg et. al. 1999).

Tabla 3. Mediadores moleculares involucrados en la inflamacion (Rossenberg et. al. 1999).

1. Citocinas proinflamatorias II. Mediadores lipidicos
IL-1 Prostaglandinas
IL-8 Leucotrienos
IL-6 Factor activados de plaquetas
IL-12 IV. Oxido nitrico

Factor de necrosis tumoral (TNF-a)

Interferon-y (INF-y) V. Especies reactivas de oxigeno

[ll. Aminas y peptidos

Histamina V1. Proteasas plasmaticas
Serotonina Complemento (C3)
Neuropeptidos Cininas (Bradicinina)
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En la respuesta inflamatoria estan involucradas una gran cantidad de
células, entre las que destacan las células fagociticas profesionales (neutrofilos,
basdfilos, eosindfilos, monocitos y macréfagos) estas son las principales
responsables de la fagocitosis y la destruccion de microorganismos extranos,

entre otras funciones.

Por otro lado en la respuesta inflamatoria aguda se considera que las
principales células involucradas son leucocitos polimorfonucleares (neutrdfilos,
basdfilos y eosindfilos) y en las lesiones crénicas las células mononucleares

(monocitos y macrofagos) (Déminguez, 2006).

Fosfolipasa Az (PLA?)

La fosfolipasa A, (PLA2) es una enzima que hidroliza el enlace éster SN-2
de los glicerofosfolipidos liberando acidos grasos, principalmente en &cido
araquidénico y lisofosfolipidos. La fosfolipasa A, es inducida por numerosas
células bajo la accion de diferentes estimulos como la IL-1, TNF-qa, y
lipopolisacaridos, los cuales provocan su acumulacion en los liquidos inflamatorios
(Valdés et. al., 2002).

El acido araquidonico (acido 5, 8, 14-eicosatetraenoico) es un acido graso
de 20 carbonos, componente normal en los fosfolipidos de las membranas
celulares. Una vez liberado el acido araquidonico es metabolizado hasta obtener
productos oxigenados por la accién de diferentes sistemas enzimaticos como las

ciclooxigenasas (COX) y la lipoxigenasa (LOX) (Campbell y Shaluska, 1996).
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Ciclooxigenasa-2 (COX-2)

La COX también llamada prostaglandina sintetasa es una enzima que
produce prostaglandinas en la mayoria de los tejidos y tipos de células. Diferentes
estudios han mostrado que la actividad de COX se incrementa en los estados de
inflamacion y es inducida por citocinas proinflamatorias y factores de crecimiento
(Dewitt, 1991). Siguiendo estas observaciones y a una amplia investigacion se
descubrieron dos isoformas existentes de COX. 1) La isoforma constitutiva
ciclooxigenasa-1 (COX-1), que se encuentra presente en el estdbmago, intestino o
rinon, tejidos donde la produccion de prostaglandinas juega un papel citoprotector
al mantener los procesos fisiolégicos normales, y 2) la isoforma inducible
ciclooxigenasa-2 (COX-2), la cual se expresa en los procesos inflamatorios en
diversas células incluyendo fibroblastos y macréfagos, los cuales aumentan en
gran medida la produccién de prostaglandinas proinflamatorias (Smith et. al.,
2000, Wu, 1995).

Las prostaglandinas son formadas en una conversion de dos pasos del
acido araquidonico (Figura 3). Primero la enzima convierte el acido araquidénico a
endoperoxido ciclico (PGG;) por la accion de la ciclooxigenasa (COX), la cual
promueve la captura de dos moléculas de oxigeno para formar el anillo
endoperoxido en los carbonos C-9y C-11y el grupo hidroperoxido en C-15, dando
lugar a PGG,. La segunda actividad involucra la reduccion del peréxido para
producir PGH, con un grupo hidroxilo en C-15, que es esencial para la actividad
biolégica. PGH; es un producto intermediario inestable del metabolismo del acido
araquidonico, que es rapidamente convertido a una variedad de productos que
incluyen prostaglandinas como PGE,, PGF,;, PGD,, tromboxanos; TXA, o

prostaciclinas; PGI, por enzimas isémeras especificas (Dominguez, 2006).
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Metabolisme del Acido Araquidonico

FOSFOLIPIDOS DE LA MEMBRANA

Fosfolipasa A,

ACIDO ARAQUIDONICO

Ciclooxigenasa =

A J

S Lipooxigenasa
FLAP

PROSTAGLANDINAS
Y TROMBOXANOS

Epoxido
Hidroxilasa

LTB,

S-HPETE

S-HETE

LTA,

»

LTC,

LTC Sintetasa

—Glutamil
Transpeptidasa

Dipeptidasa

Figura 3. Metabolismo del acido araquidénico (www.alergomurcia.com)
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3.- OBJETIVOS

e Obtener los extractos de Acalypha arvensis y determinar sus perfiles
cromatograficos, utilizando Cromatografia en Capa Fina (CCF).

e Detectar los grupos quimicos de metabolitos secundarios presentes en los
extractos de Acalypha arvensis.

e Determinar el potencial antimicrobiano de los extractos de Acalypha arvensis
frente a Escherichia coliy Bacillus subtilis.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria siguiendo el modelo de 12-o-
tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA) en oreja de raton de los extractos de
Acalypha arvensis.

e Evaluar la toxicidad de los extractos en el crustaceo Artemia salina Leach.

25



Metodologia

4.- METODOLOGIA

Acalypha arvensis

Secado, separacion

A 4

Hoja Tallo Raiz Inflorescencia
Molienda
Extraccién por maceracion a temperatura ambiente 3 x 24
¢ \ 4
Infusion
A\ 4 A 4 A 4
Hexano Acetato Metanol
de etilo
Extractos
A 4
y
Determinacion —
Fisicoquimica Determinacion Biologica
A 4 A\ 4
Perfil cromatografico TLC
Revelado en placa de metabolitos v v v
secundarios con cloruro de aluminio Prueba Prueba Prueba de
(flavonoides), cloruro férrico | | antiinflamatoria antibacterial toxicidad en
(fenoles), Draggendorf (alcaloides), (CMI) E. coli y B. Artemia salina
Liebermann-Buchard (esteroides y/o subtillis
terpenos) y Sulfato cérico 26

Pruebas en tubo para metabolitos
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Estudio Fitoquimico

El material vegetal de Acalypha arvensis fue recolectado en el 2006, en la

Sierra Norte de Puebla.

4.1 Extraccioén

Obtencion de los extractos

Se pesaron las diferentes partes de la planta (hojas, inflorescencia, raiz y
tallo) para obtener los gramos en peso seco y proseguir con la maceracion
obteniendo la siguiente relacion: hojas (485.5q), tallos (731 g) inflorescencias
(1179) y raices (175g9).

Maceracion.

Después de tener la relacion del peso de cada una de las partes de la planta se
maceraron a una temperatura de 25°C por 24 h x 3 sucesivamente con disolventes
de polaridad ascendente (hexano, acetato de etilo y metanol). Los extractos
obtenidos fueron concentrados mediante destilacibn a presién reducida. El
rendimiento de cada uno de los extractos se obtuvo en relacion al peso seco de
las partes de la planta. Adicionalmente, se realiz6 una infusién con 5g de hojas,
tallos, inflorescencias y raices (preparacion comun en la medicina tradicional) en
100mL de agua destilada a temperatura de ebullicién, posteriormente se liofilizé

por 12 horas a una temperatura de - 50°C.
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4.1.2 Deteccion de Metabolitos Secundarios

Se aplicaron 2 mg de cada extracto en la placa cromatografica, una vez
desarrollados Optimamente los perfiles cromatograficos con el eluyente idéneo
para cada extracto, se procedié a evaporar el eluyente de la placay revelar los
metabolitos secundarios con reactivos especificos para la deteccion de

flavonoides, fenoles, esteroides vy terpenos (Dominguez, 1973).

Reveladores y tratamiento

Para revelar flavonoides se asperja una disolucién de AICl; al 1% en etanol
sobre la placa, posteriormente se calienta la placa en una patrrilla a 90°C y se
observa la placa en el visible y a 365nm en U.V. La presencia de colores amarillo

0 verde se considera prueba positiva.

Para revelar fenoles se asperja una disolucion de cloruro férrico al 10% en
etanol, posteriormente se calienta la placa en una parrilla a 90°C y se observa la
placa en el visible, la aparicion de colores verde o azul se considera prueba
positiva

Para el revelado de esteroides y/o terpenos se asperja una solucion del
reactivo de Liebermann-Buchard sobre la placa, posteriormente se calienta la
placa en una parrilla a 90°C y se observa la placa en el visible, si se observa un
cambio de color hacia el anaranjado, rojo, azul o violeta, la prueba se considera

positiva.
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Caracterizacién de metabolitos secundarios por reacciones de coloracién o

precipitacion

También se determinaron los metabolitos secundarios por medio de
reacciones coloridas o de precipitacion, empleando 1 mg de cada extracto disuelto
en el medio adecuado con reactivos especificos para: flavonoides, alcaloides,

fenoles, taninos y saponinas (Dominguez, 1973).

e Modlisch para glicosidos

e Dragendorff y silicotungstico para alcaloides

e Prueba de espuma para saponinas

e Liebermann-Buchard para terpenos- esteroides

e Shinoda para flavonoides

Prueba de Molisch.

A 0.5 mg de extracto disuelto en etanol o metanol (1mL) se agregan 2 gotas
de una solucion de alfa naftol en etanol y 1 mL de acido sulflrico concentrado
dejandolo resbalar por las paredes poco a poco, de tal forma que el &cido y la
solucion metanolica se estratifiquen. Cuando es positivo se observa un anillo

violeta en la interfase de los dos liquidos.
Prueba de espuma para identificacién de saponinas
Esta prueba consiste en agitar durante un minuto los extractos diluidos en

cloroformo la espuma que se genera debe permanecer por lo menos 20 minutos

para considerarse positiva
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Prueba de Liebermann-Burchard parar la identificacion de terpenos-esteroides.

El extracto disuelto en cloroformo mas 1 mL de reactivo. Reactivo: mezclar
volumenes iguales de anhidrido acético y cloroformo, enfriar la mezcla en hielo y
agregar gotas de &cido sulfarico concentrado como mL de cloroformo contenidos
en la mezcla.

La formacion de colores rojo, naranja, verde, azul y violeta indican que es

positiva la prueba.
Prueba del acido silicotungstico para la identificacion de alcaloides.

Se disuelven 50 g de &cido silicotungstico, en acido sulfurico 6N, necesario
para formar 100 mL de solucion estos se agregan al extracto la aparicion de un

precipitado indica pureba positiva para alcaloides.
4.1.3 Actividad antibacterial de Acalypha arvensis
Ensayos de microdilucion en placa

El inéculo bacteriano fue preparado de un medio de cultivo de 18 a 24 h, y
la suspension fue ajustada en un espectrofotbmetro (Termo Spectronic Genesys
20) al estandar 0,5 de la escala de McFarland. La Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) de los extractos de Acalypha arvensis fue probada frente a
Escherichia coli (ATCC-25922) y Bacillus subtilis (ATCC-6633), y ésta fue
determinada basada en el método de microdilucion en placa de 96 pozos
(Swanson et al.,1992, citado en Ozturk,2006 ). En cada pozo se deposité 95 L de
caldo nutritivo, 5uL del in6culo y 100 yL de extracto a partir de una concentracién

de 8 E de los extractos de hexano, acetato de etilo y metanol, (los extractos de

30



Metodologia

hexano y acetato de etilo se disolvieron en diclorometano, dimetilsulfoxido,
metanol y agua, mientras que para los extractos de metanol los disolventes
utilizados fueron metanol y agua), y en el caso de la infusion se partio de una

concentracion inicial de 64§ se prueban 6 diluciones (Factor de dilucion 2). El

caldo nutritivo se us6 como control negativo del crecimiento bacteriano y como
control positivo el caldo nutritivo mas el inoculo. Se incluyé un blanco, el cual

contiene el disolvente en el que fue disuelto el extracto.

El farmaco de referencia fue ampicilina anhidra (Sigma) a partir de una

concentracion de 0.8 ﬁ se obtienen 12 diluciones (Factor de dilucion 2). La

prueba se realizd por triplicado, el periodo de incubacion es de 24h a 37°C y
después de la incubacion a todos los pozos se adiciond 50uL del indicador p-
iodonitrotetrazolium al 10%, la aparicion de color rojo indica que el compuesto es
reducido a formazan, dando una prueba positiva de que la bacteria es viable
(Roslev et al., 1993). La CMI de cada extracto se consideré como la concentracion
mas baja que inhibid el crecimiento bacteriano y se confirmo por la siembra de 5
pL de la muestra (CMI y pozos sucesivos sin crecimiento) en medio solido de agar
nutritivo (Ozturk, 2006).

4.1.4 Evaluacion cuantitativa de la actividad antibacterial.

Los extractos de hexano, acetato de etilo, metanol e infusion, fueron
probados individualmente contra Escherichia coli y Bacillus subtilis. La actividad
antibacterial de los diferentes extractos fue realizada por el método de difusién en
disco (Kirby-Bauer modificado). El in6culo de bacteria fue preparado de un medio
de cultivo de 18 a 24 horas, y la suspension fue ajustada en un espectrofotdmetro
(Termo Spectronic Genesys 20) al estandar 0,5 de la escala de McFarland (Se
mezcla homogéneamente la suspensién con el agar nutritivo y posteriormente se
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agregan los discos de papel filtro estériles impregnados con cada extracto a
diferentes concentraciones. Como control se utilizé6 ampicilina a una concentracion
de 0.024 mg. Para el extracto de hexano y acetato de etilo las concentraciones
que se evaluaron fueron: 6 mg, 4 mg, 2 mg, y 1 mg, mientras que para el
extracto de metanol fueron: 8 mg, 6 mg, 4 mg, y 2 mg, y para la infusién: 8 mg,
6 mg, 4 mg y 2 mg en hoja y tallo, para inflorescencia de 4 mg, 2 mg y 1 mg,
mientras que para el extracto de raiz fueron de 6 mg, 4mg, 2 y 1 mg. Todos los

bioensayos se realizaron por triplicado.

4.1.5 Edema agudo inducido por 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA)

en oreja de ratdon

En el Instituto de Quimica de la UNAM se realizaron las pruebas
antiinflamatorias siguiendo el modelo de TPA en oreja de ratén (Garcia-Argaez et.
al., 2000) a todos los extractos obtenidos para conocer su respuesta ante la
presencia de una inflamacion.

Estas pruebas se hicieron en serie de cinco para cada extracto utilizando
ratones machos albinos de la cepa CD-1 con pesos que oscilaban entre los 20 y
254¢.

Los extractos de hexano de hoja, tallo y raiz se disolvieron en hexano,
mientras que el de inflorescencia se disolvido en metanol:acetona 1:1, al igual que
los extractos de metanol. Los extractos de acetato de etilo de hoja, tallo e
inflorescencia se disolvieron en metanol:diclorometano 1:1 y el de raiz en

metanol:acetona 1:1.

La cantidad empleada por extracto fue de 31 mg/kg, como controles se
usaron los disolventes empleados para cada extracto.

32



Metodologia

A los ratones anestesiados, se les suministré la muestra via intraperitoneal,
se esperd 30 minutos para que la absorcion se llevara a cabo, posteriormente se
aplicaron 10 pL de TPA + etanol (EtOH) como vehiculos distribuidos en la cara
interna y externa de una de las orejas (oreja tratada), mientras que la oreja
contraria se le administraron 10 microlitros de EtOH (oreja control) distribuidos en
ambas caras de la misma, en ambos casos se realiz6 via topica con la ayuda de

una microjeringa.

La inflamacion se presenta en un periodo aproximado de 4 horas, pasado
este tiempo los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical, enseguida se
obtuvo la muestra de la oreja tratada y la oreja control con ayuda de un
sacabocados de 9 mm de diametro, se tomdé el peso de dichas porciones y por
diferencia de peso se determino la respuesta antiinflamatoria de los extractos.

El porcentaje de inhibicién del edema se calcul6 con la ecuacion:

T
b Seebilblcldoe — — (ﬁ = :I.EIEI) Berrcia:

Tg: peso de la oreja tratada en gramos

Cg: Peso de la oreja control en gramos (Garcia-Argaez et. al.,2000)
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4.1.6 Determinacién de la actividad téxica en Artemia salina Leach

Se preparé una salmuera, la cual consiste de 23 g de NaCl, 11 g de
MgCl,6H,0, 4 g Na,SO4, 1.3 g CaCl,6H,0, 0.7 g KCI en 1000mL de agua
destilada. El pH se ajusto a 9 con una solucion de Na,CO3 para disminuir el riesgo
de muerte de Artemia salina por la disminucién del pH durante la incubacion. La
solucion se esterilizd y se oxigend durante treinta minutos, finalmente se agregan
los huevecillos de Artemia salina y se incuban durante 48 horas a una temperatura

de 20 a 30°C, colocando una lampara para su optimo crecimiento.

Se probaron diferentes disolventes para cada extracto encontrando aquellos
con los que mejor se disolvieron, y estos sirvieron como control para evitar falsos
positivos ademas de comprobar que dichos disolventes fueran miscibles en agua.

En la tabla B se muestran los extractos y cada mezcla de disolventes utilizados.

Tabla B. disolventes utilizados para la solubilizacion de los diferentes extractos de Acalypha

arvensis

Extracto Mezcla de disolventes
Hexano Acetato de etilo:metanol 1:1
Acetato de etilo Acetona:metanol 1:1
Metanol Metanol:agua 1:1

Después de las 48 horas de incubacion se transfieren 10 larvas a cada tubo
de ensaye para evaluar cada extracto, partiendo de una concentracion de 1000
ppm de los diferentes extractos de Acalypha arvensis; se evaluaron 8 diluciones

(Factor de dilucion 2), para determinar la LCsp.
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Se incluyo una serie de referencia con una solucién estandar de dicromato
de potasio con las mismas condiciones empleadas en los extractos, asi como un
control que sélo contenia larvas y salmuera. Después de incubar por 24 horas a
20-30°C y con una ldmpara, se cuentan las larvas vivas y muertas y la LCso fue
estimada usando el método Reed-Muench. Los bioensayos se realizaron por

cuadruplicado.
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5 RESULTADOS
5.1 RENDIMIENTOS

Del total de las muestras recolectadas se obtuvo:

Tabla 4. Gramos totales de las diferentes partes de la planta (secas y molidas) de
Acalypha arvensis..

Parte de la planta Hoja Tallo Inflorescencia Raiz
PesogTOTALES 485.5 731.8 117 175

Obtencion de los extractos de Acalypha arvensis.

a) Maceracion.

En la tabla 5 se muestra el rendimientos obtenido de las diferentes partes
de Acalypha arvensis macerada con los disolventes organicos empleados. El
rendimiento de cada uno de los extractos se obtuvo en relacion al peso seco de
las partes de la planta.

Tabla 5. Rendimiento obtenido de la maceracion de Acalypha arvensis.

EXTRACTO HOJA TALLO INFLORESCENCIA RAI(Z

HEXANO | 3.9160g | 0.47% | 2.3022g | 0.31% | 0.3170g 0.27% 0.827¢g 0.47%

ACETATO | 3.4724g | 0.72% | 1.7926g | 0.25% | 0.82369 0.70% | 1.1482g | 0.65%
DE ETILO

METANOL | 21.1625 | 4.35 | 26.75559 | 3.65% | 2.1479¢g 1.83% |3.9969g | 2.28%

b) Infusién.
Para la obtencion de las infusiones se utilizaron 5 gramos en peso seco de

cada una de las partes de Acalypha arvensis (Metodologia, 4.1). En la Tabla 6 se

muestran los rendimientos obtenidos.

Tabla 6. Rendimiento obtenido de la infusion.

HOJA TALLO INFLORESCENCIA RAIZ
INFUSION | 0.62969 |12.60% | 0.4438g |8.80% | 0.2793g 5.60% 0.3209 |5.73%
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5.1.2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Extractos Hexanicos de Acalypha arvensis

Los extractos de hoja, tallo, inflorescencia y raiz de hexano y acetato de

etilo se analizaron mediante cromatografia en capa fina, en una placa de silica gel.

Se desarrollaron los extractos de hexano, con hexano:acetato de etilo (7:3).

Tabla 7. Perfiles cromatograficos de los extractos de hexano de Acalypha arvensis

Hoja

Tallo

Inflorescencia

Raiz

Rf

254nm

365nm

Ce,S0O,

254nm

365nm

Ce,S0O,

254nm

365nm

Ce,S0O,

254nm

365nm

Ce,S0O,

0.04

v

v

0.05

0.08

0.12

0.14

0.16

0.17

0.18

0.22

0.24

0.25

0.27

0.28

0.30

0.31

0.33

0.35

ASANAN

ANANAN

0.36

0.37

0.40

0.41

0.43

0.46

0.47

0.50

0.52

0.54

0.55

0.63

0.66

AYRNRN

NANAN

0.70

0.75
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Hoja Tallo Inflorescencia Raiz

Rf | 254nm | 365nm | Ce,S0O, | 254nm | 365nm | Ce,SO, | 254nm | 365nm | Ce,SO, | 254nm | 365nm | Ce,SO,
0.77 v v v v v
0.80 v v
0.81 v v
0.83 v v
0.87 v v
0.88 v v v v

Extractos de acetato de etilo de Acalypha arvensis

Los extractos de acetato de etilo se desarrollaron en hexano:acetato de etilo 8:2

Tabla 8. Perfiles cromatogréaficos de los extractos de Acetato e etilo de Acalypha arvensis

Hoja Tallo Inflorescencia Raiz
Rf | 254nm | 365nm | Ce,SO, | 254nm | 365nm | Ce,SO, | 254nm | 365nm | Ce,SO, | 254nm | 365nm | Ce,SO,

0.05 v v v v
0.07 v v
0.08 v v
0.10 v v
0.11 v v v v
0.12 v v
0.14 v v
0.16 v v v v
0.17 v v
0.18 v v
0.20 v v v v
0.23 v v
0.26 v v
0.28 v v
0.30 v v
0.32 v v v v
0.33 v v
0.34 v v
0.35 v v
0.36 v v
0.38 v v v v
0.40 v
0.41 v v
0.42 v v v v
0.43 v v v
0.46 v v v v
0.48 v v
0.50 v v
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Hoja Tallo Inflorescencia Raiz

Rf

254nm | 365nm | Ce,SO, | 254nm | 365nm | Ce,SO, | 254nm | 365nm | Ce,SO, | 254nm | 365nm

Ce,S0O,

0.52

0.55

v v v v

0.56

0.57

0.60

0.63

0.65

0.66

0.68

0.71

0.72

0.75

0.76

0.77

0.78

0.82

0.83

0.88

0.90

A los extractos de metanol e infusion se les realizo cromatografia en capa fina, se
probaron diferentes fases moviles en las cuales no se lograron resolver las bandas
de los compuestos que contienen dichos extractos, por lo cual la determinacion de
metabolitos secundarios de estos se comprobaron por reacciones de precipitacion-

coloracion con reactivos especificos.
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Acalypha arvensis
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Figura 4. Perfiles cromatograficos de los diferentes extractos de Acalypha arvensis
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5.1.3 DETECCION EN PLACA DE METABOLITOS SECUNDARIOS

EXTRACTOS DE HEXANO DE Acalypha arvensis

Tabla 9. Muestra la deteccion de metabolitos secundarios de Hoja (A), Tallo (B),

Inflorescencia (C) y Raiz (D).

A Hoja
Rf | Visible UVses | AlClsyvses | FeCls | Lieberman | Draggendorf Sclélrfiitg)
0.08 - Azul - - - +
0.16 - Morado - - Azul - +
0.30 - Morado - - - - +
0.36 - - Azul - - - +
0.46 - - - - - - +
0.50 - - - - Rosa - +
0.55 | Verde Rojo Rosa - Verde - +
0.63 | Verde - - - Verde - +
0.66 | Verde Rojo - - Rosa - +
0.75 | Verde Rojo - - - - +
0.77 | Verde - - - Verde - +
0.88 | Amarillo | Amarillo - - Gris - +
B Tallo
Rf | Visible | UV | AlCl3yyses | FECls | Lieberman | Draggendorf Sclfélrfiit(;)
0.04 - Rojo - - - - +
0.14 - - - - Gris - +
0.17 | Verde - - - Azul - +
0.22 | Verde - - - Azul - +
0.33 - Naranja - - Azul - +
0.41 - Morado - - - - +
0.50 - Rojo - - Rosa - +
0.55 | Verde Café - - Verde - +
0.63 | Verde Rojo - - Verde - +
Verde - - - Rosa - +
0.75 | Verde - - - Verde - -
0.77 | Verde - - - Verde - +
0.81 | Verde - - - - - +
0.88 - - - - - - +
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C Inflorescencia
Rf | Visible | UVses | AlCl3uvzes | FeCls | Lieberman | Draggendorf | Sulfato
cérico
0.12 | Verde | Naranja - - - - +
0.18 | Verde - - - Verde - +
0.31 | Verde - - - Verde - +
0.33 | Verde - - - Verde - +
0.35 - - - - Rosa - +
0.43 - Azul- Azul - Gris - +
verdoso
0.46 - Morado Rosa - - - +
0.52 - Rojo Verde - - - +
0.63 - - - - - - +
0.70 - - - - Azul - +
0.80 - - - - Gris - +
0.83 - - - - - - +
D Raiz
Rf | Visible | UVagsnm | AlCl3uv3es | FeCls | Lieberman | Draggendorf Sclélrfiitg
0.05 | Verde Rojo - - - - +
0.12 | Verde - - - Azul
0.16 | Verde | Naranja - - Azul - +
0.22 | Verde - - - Rosa - +
0.24 | Verde - - - - - +
0.27 | Verde - - - - - +
0.28 | Verde - - - - - +
0.31 | Verde - - - - - +
0.37 | Verde - - - verde - +
0.40 | Verde - - - Rosa - +
0.47 | Verde - - - Gris - +
- - - - - - +
0.77 - - - - Rosa - +
0.87 - - - - Gris - +
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Para el revelado de placas se utilizaron los siguientes reveladores

Cloruro de aluminio {Al)
Cloruro férrico (Fe) Extractosde hexano

Reactivo de Liberman (L)
Reactivo de Draggendorf (D)
Sulfato cerico {(5C)

Control (c)

Fig. 5 Revelado de metabolitos secundarios en placa de los extractos de hexano.
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EXTRACTOS DE ACETATO DE ETILO DE Acalypha arvensis
Tabla 10. Muestra la deteccion de metabolitos secundarios de Hoja (a), Tallo (B),

Inflorescencia (C) y Raiz (D).

A Hoja
Rf Visible UV3sesnm | AlClsyvzes | FeClg Lieberman | Draggendorf | Sulfato
cérico
0.10 | Amarillo - Café Verde - - +
0.16 Café - - Azul - +
0.20 Verde - - - - - +
0.33 Verde - - - Azul - +
0.40 Verde - - - Verde - +
0.48 Verde Azul - - Rosa - +
0.52 Verde - - - - - +
0.56 Verde - - - Rosa - +
0.60 Verde Rosa - - - - +
0.65 Verde Rojo - - - - +
0.72 - Morado - - - - +
0.76 | Amarillo | Amarillo | Amarillo - - - +
0.83 | Amarillo Café Café - Gris - +
B Tallo
Rf Visible UV3zes5nm | AlClsuyzes | FeCls Lieberman Draggendorf Sclélrfii?
0.08 Verde Amarillo - - Gris - +
0.11 Café Café Verde - Azul - +
0.14 Verde Verde - - - - +
0.17 Verde Rojo - - - - +
0.20 Verde Rojo - - - +
0.28 Verde Rojo - - Verde - +
0.32 Verde Amarillo - - Verde - +
claro
0.36 Verde - Azul- Verde - - +
olivo Verdoso
0.41 Verde - Verde Verde - - +
0.42 Verde - - - Verde - +
0.46 - Rojo - - Rosa - +
0.55 - Azul - - - - +
0.60 - Rosa - - - - +
0.68 - Rojo - - - - +
0.72 - - - - - - +
0.75 - - - - - - +
0.78 - Amarillo - - Rosa - +
0.90 - - - - Rosa - +
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C Inflorescencia
Rf Visible UVsesnm | AlClsyvses | FeCls | Lieberman | Draggendorf | Sulfato
cérico
0.05 Verde - - - - - +
0.07 Verde - - - - - +
0.12 Amarillo Café Amarillo - Gris - +
0.26 Café Café - - - - +
0.32 Verde Rojo Café - - - +
0.35 | Verde olivo Café Verde - - - +
0.38 Verde - - Verde Verde - +
0.42 Verde - - - Verde - +
0.43 Verde - - - Verde - +
0.46 Verde - - - Rosa - +
Verde Café - - - - +
0.65 - - Verde - - - +
0.71 - - Verde - - - +
0.77 - Azul - - Gris - +
0.82 - Morado Café - Rosa - +
D Raiz
Rf Visible UVses | AlClsyvses | FeCls | Lieberman | Draggendorf %lélrfii?
0.05 | Verde claro Rojo - - - - +
0.11 | Verdeclaro | Amarillo - - - - +
0.16 | Verde claro Café - - - - +
0.18 | Verde olivo - Rojo - - - +
0.23 | Verde olivo Rojo Café - - - +
0.30 | Verde olivo Café Café - Verde - +
0.34 Verde - - - - - +
0.38 Verde Rojo - Verde - - +
0.43 | Verde claro Verde - - Verde - +
0.50 Amarillo Rojo Azul - Rosa - +
0.57 - Azul - - - - +
0.63 - Azul Verde - Rosa - +
0.66 - - - - - - +
0.72 - Rojo - - - - +
0.77 - - - - Rosa - +
0.83 - Amarillo - - Rosa - +
0.88 - Morado - - Rosa - +
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Para el revelado de placas se utilizaron los siguientes reveladores
Cleorure de aluminio {Al)

Clorure férrico (Fe)

Feactivo de Liberman (L)
Reactivo de Draggendorf (D)

Sulfato cerico (SC)
Control {C)

Extractos de acetatode etilo

Figura 6. Deteccién de metabolitos secundarios en placa de los extractos de acetato de

etilo.
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5.1.4 DETECCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR REACCIONES
DE PRECIPITACION O COLORACION

Tabla 11. Muestra la elucidacion de metabolitos secundarios por reacciones de

precipitacién o coloracion de los extractos de hexano.

Extractos de Hexano

Acalypha Hoja Tallo Inflorescencia Raiz
arvensis
Terpenos Verde claro Verde claro Verde claro Verde claro
+ + + +
Glicésidos - - - -
Flavonoides Verde Verde pasto Verde pasto Verde
++ +++ +++ +
Fenoles Verde Verde Verde Verde
+ + + +
Alcaloides - - - -
Taninos - - - -

Tabla 12. Muestra la elucidacibn de metabolitos secundarios por reacciones de

precipitacion o coloracion de los extractos de acetato de etilo.

Extractos de Acetato de etilo

Acalypha Hoja Tallo Inflorescencia Raiz
arvensis
Terpenos Verde Verde Verde Verde
+++ ++ + +
Glicésidos - - - -
Flavonoides Verde Verde Verde Verde
++ ++ + +
Fenoles Verde Verde Verde Verde
+ + + +
Alcaloides - - - -
Taninos + + + +

+ = 25%, ++ =50%, +++ = 75%, ++++ = 100%
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Tabla 13. Muestra la elucidacion de metabolitos secundarios por reacciones de

precipitacién o coloracion de los extractos de metanol

Extractos de Metanol

Acalypha Hoja Tallo Inflorescencia Raiz
arvensis
Terpenos Verde amarillo - Verde agua
++ +
Glicésidos Morado Morado Morado Morado
++ ++++ ++ ++++
Flavonoides Verde claro Verde amarillo Verde claro Verde-
++ + ++ amarillo
+
Fenoles Verde Verde Verde Verde
++++ ++ ++++ ++++
Alcaloides + + + +
Taninos + + + +
Saponinas + + + +

Tabla 14. Muestra la elucidacion de metabolitos secundarios por reacciones de

precipitacién o coloracion de la infusion.

Infusién
Acalypha Hoja Tallo Inflorescencia Raiz
arvensis
Terpenos Verde amarillo Rosa Verde-amarillo Verde-
++ + + amarillo
+
Glicésidos Morado Morado Morado Morado
++ ++ +++ ++++
Flavonoides | Verde-amarillo Rosa Verde Verde
++ +++ + +
Fenoles Verde Verde Inflorescencia Verde
++++ ++ ++ +++
Alcaloides +++ ++ ++ ++
Taninos ++++ +++ ++ +
Saponinas + + + +

+ = 25%, ++ =50%, +++ = 75%, ++++ = 100%
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Tabla 15. Grupos quimicos de metabolitos secundarios encontrados en los diferentes

extractos de Acalypha arvensis

Extracto Hexano Rf Acetato de etilo Rf Metanol’ Infusion®
Hoja Flavonoides®® 0.08,0.36 | Flavonoides®® 0.10, 0.76, Flavonoides | Flavonoides
0.50 0.83 Fenoles Fenoles
Fenoles® Terpenos Terpenos
Fenoles 2° 0.10 Alcaloides Alcaloides
Terpenos y/o 0.16, 0.50, Taninos Taninos
esteroides® 0.55, 0.63, 0.16, 0.33, Glicosidos Glicosidos
0.66, 0.77, Terpenos y/o 0.40, 0.48, Saponinas Saponinas
0.88 esteroides *° 0.56, 0.83
Tallo Flavonoides Flavonoides ®? 0.11, 0.33,
0.41 Flavonoides | Flavonoides
Fenoles Fenoles Fenoles
Fenoles *° 0.36, 0.41 Alcaloides Terpenos
Terpenos y/o 0.14, 0.17, Taninos Alcaloides
esteroides ° 0.22, 0.33, Terpenos y/o 0.08, 0.11, Glicosidos Taninos
0.50, 0.55, esteroides P 0.28, 0.32, Saponinas Glicosidos
0.63, 0.66, 0.42, 0.46,
0.75, 0.77 0.78, 0.90
Inflores- Flavonoides 0.43,0.46, | Flavonoides ®° 0.12, 0.32,
cencia 0.52 0.35, 0.65, Flavonoides | Flavonoides
0.71, 0.82 Fenoles Fenoles
Fenoles® Terpenos Terpenos
Fenoles 2° 0.38 Alcaloides Alcaloides
Taninos Taninos
0.18,0.31, | Terpenos y/o 0.12, 0.38, Glicosidos Glicosidos
Terpenos y/o 0.33, 0.35 esteroides P 0.42, 0.44,
esteroides P 0.46, 0.77,
0.82
Raiz Flavonoides® Flavonoides *° 0.18, 0.23,
0.30 Flavonoides | Flavonoides
Fenoles® Fenoles Fenoles
Alcaloides Terpenos
Fenoles #° 0.38 Taninos Alcaloides
Terpenos y/o 0.12,0.16, Glicosidos Taninos
esteroides *° 0.22 Terpenos y/o 0.30, 0.43, Glicosidos
esteroides P 0.50, 0.63,
0.77, 0.83,
0.88

3= deteccién en placa (Rf) ° = reacciones de precipitacién o coloracién.
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5.1.5 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(CMI) DE LOS EXTRACTOS POR EL METODO DE MICRODILUCION EN
PLACA DE 96 POZOS FRENTE A Escherichia coli y Bacillus subtilis.

Para determinar la CMI se probd la actividad bactericida de los extractos frente a

E. coli y B. subtilis.

En la Tabla 16 se muestran las concentraciones probadas de cada extracto

organico (hoja, tallo, inflorescencia y raiz) asi como del control con ampicilina.

Tabla 16. Concentraciones probadas de cada extracto organico (hoja, tallo, inflorescencia

y raiz) frente a E. coli y B. subtilis, asi como del control con ampicilina.

3 extracto 0.25 0.5 1 2 4 8

y7/
{”ﬂampicilina 0.0007 | 0.0015 | 0.0031 | 0.0062 | 0.0012 | 0.025 | 0.05 | 0.1 | 0.2 | 0.4 | 0.8
Y7

La serie de diluciones de los extractos incubadas con las bacterias de prueba a

37°C durante 24 h, mostraron los siguientes resultados:

Tabla 17. CMI de los extractos de hoja, tallo, inflorescencia y raiz de Acalypha arvensis

frente a E coli.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA E. coli ’UE
M
EXTRACTO Hexano Acetato de etilo Metanol
CMI 4 2 4
Ampicilina 0.1 0.1 0.1
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Tabla 18. CMI de los extractos de hoja, tallo, inflorescencia y raiz de Acalypha arvensis
frente a B. subtilis. Los extractos de hexano y metanol mostraron la misma actividad

bactericida y el extracto de acetato de etilo mostro mayor actividad.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA B. subtilis. /JE
U
EXTRACTO Hexano Acetato de etilo Metanol
CMI 4 2 4
Ampicilina 0.2 0.2 0.2
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Para determinar la CMI de la infusion se probé la actividad bactericida de la

infusion frente a E. coli y B. subtilis.

Tabla 19. Concentraciones probadas de cada infusion (hoja, tallo, inflorescencia y raiz)

frente a E. coli y B. subtilis, asi como del control con ampicilina.

Extracto

i

0.0625 | 0.0125

0.25

0.5

64

Ampicilina

¥

0.0007 | 0.0015

0.0031

0.0062

0.0012

0.025 | 0.05

01| 02| 04

0.8

La serie de diluciones de los extractos incubadas con las bacterias de prueba a

37°C durante 24 h, mostraron los siguientes resultados:

Tabla 20. CMI de los extractos de hoja, tallo, inflorescencia y raiz de Acalypha arvensis

frente a E coli.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA E. coli {

“y
uL

EXTRACTO Hoja Tallo Inflorescencia Raiz
cMi 32 32 32 32
Ampicilina 0.1 0.1 0.1 0.1

Tabla 21. CMI de los extractos de hoja, tallo, inflorescencia y raiz de Acalypha arvensis

frente a B. subtilis.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA B. subtilis. {ﬂ}

y7is

EXTRACTO Hoja Tallo Inflorescencia Raiz
CMI 32 32 32 32
Ampicilina 0.2 0.2 0.2 0.2
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5.1.6 DETERMINACION DE ACTIVIDAD MINIMA INHIBITORIA (CMI) DE LOS
EXTRACTOS POR EL METODO DE DIFUSION EN DISCO EN PLACAS
DE AGAR.

Como control se utilizo ampicilina a una concentracion de 0.024mg.

Tabla 22. Halos de inhibicién (mm) obtenidos en la actividad de los distintos extractos de

A. arvensis frente a Escherichia coli

A Extractos de Hexano
Muestra 6 mg 4 mg 2 mg 1 mg Ampicilina
Hoja NA NA NA NA 25
Tallo NA NA NA NA 25
Inflorescencia 7.7 6.6 6.0 6.0 25
Raiz 8.6 6.6 6.0 6.0 25
B Extractos de Acetato de Etilo
Muestra 6 mg 4 mg 2 mg 1 mg Ampicilina
Hoja NA NA NA NA 26
Tallo 10 7.3 7.0 6.0 25.3
Inflorescencia 7 NA NA 7.3 26
Raiz 9.6 8 7 6 25
C Extractos de Metanol
Muestra 8 mg 6 mg 4 mg 2 mg Ampicilina
Hoja 12.7 10 12 7.7 24.7
Tallo 10 9.6 8.3 7.3 24.7
Inflorescencia 11.7 10.3 10.3 9.7 2.53
Raiz 15.7 10.6 10.3 8.7 25
D Infusion
Muestra 8 mg 6 mg 4 mg 2 mg Ampicilina
Hoja 9.3 7.3 6 6 25
Tallo 11.6 8 6.3 0 24.3
4 mg 2mg 1mg
Inflorescencia 8 6.5 6 14
6 mg 4 mg 2mg 1 mg
Raiz 12.3 8 NA NA 24.3

NA: no activo
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Tabla 23. Halos de inhibicion (mm) obtenidos en la actividad de los distintos extractos de

A. arvensis frente a B. subtilis.

A Extractos de Hexano
Halo de inhibicion (mm) obtenidos en la actividad frente a Bacillus subtilis
Muestra 8 mg 6 mg 4 mg 2 mg Ampicilina
Hoja 8.3 8.0 6.3 6.3 31.0
Tallo 8.0 6.5 6.5 6.2 29.3
Inflorescencia 7.6 8.0 7.3 6.6 24.6
Raiz 8.7 7.6 8.6 7.7 24.7

B Extractos de Acetato de Etilo
Halo de inhibicion (mm) obtenidos en la actividad frente a Bacillus subtilis
Muestra 8 mg 6 mg 4 mg 2 mg Ampicilina
Hoja 7.7 6.5 6.5 6.0 26.7
Tallo 11.7 10.3 7.0 6.3 26.7
Inflorescencia 10.0 10 0.76 6.2 30.0
Raiz 11.0 7.6 6.6 6.0 30.0
C Extractos de Metanol
Halo de inhibicion (mm) obtenidos en la actividad frente a Bacillus subtilis
Muestra 8 mg 6 mg 4 mg 2 mg Ampicilina
Hoja 15 12 12 8.7 19.7
Tallo 12.3 10.6 9.3 6.8 19.7
Inflorescencia 15 12 10.6 8.7 19.7
Raiz 16 11.6 10.7 8.3 18.7
D Infusion
Halo de inhibicion (mm) obtenidos en la actividad frente a Bacillus subtilis
Muestra 8 mg 6 mg 4 mg 2 mg Ampicilina
Hoja 12.0 11.0 8.0 6 25
Tallo 11.3 8.0 7.3 NA 28
4 mg 2 mg 1 mg -
Inflorescencia 7.2 6 6.2 - 28
6 mg 4 mg 2mg 1 mg
Raiz 8.6 6.6 6.5 NA 28

NA: no activo

54




Resultados

5.1.7 Comparacion de la CMI y la concentracion con mayor halo de

inhibicién obtenidos en la actividad frente a Escherichia coli.

Teniendo como control ampicilina a una concentracion de 0.024mg, se calculo el
porcentaje de inhibicidn entre la concentracién con mayor halo de inhibicion y la

concentracion minima inhibitoria, para determinar si existe diferencia significativa.

Tabla 24. A, B, C, D. Porcentaje de la mayor concentracién contra la concentracion
minima inhibitoria analizada mediante la prueba de t de student. Como 100% se considero
el control de ampicilina.

A Extractos de Hexano
Muestra CMI Concentracion con mayor
halo de inhibicion
mg mm % mg mm %
Hoja 1 NA NA 6 NA NA
Tallo 1 NA NA 6 NA NA
Inflorescencia 1 6.0 24.0 6 7.7 30.67
Raiz 1 6.0 24.0 6 8.6 34.67
B Extractos de Acetato de Etilo
Muestra CMI Concentracion con mayor
halo de inhibicion
mg mm % mg mm %
Hoja 1 NA NA 6 NA NA
Tallo 1 6.0 23.68 6 10 39.47**
Inflorescencia 1 7.3 30.77 6 7 26.92
Raiz 1 6 24.00 6 9.6 38.67
C Extractos de Metanol
Muestra CMI Concentracion con mayor
halo de inhibicién
mg mm % mg mm %
Hoja 2 7.7 31.08 8 12.7 51.35
Tallo 2 7.3 29.73 8 10 40.54**
Inflorescencia 2 9.7 38.16 8 11.7 46.05
Raiz 2 8.7 34.67 8 15.7 62.67
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D

Extractos de Infusiéon

Muestra CMI Concentracion con mayor
halo de inhibicién
mg mm % mg mm %
Hoja 2 6 24.00 8 9.3 37.33*
Tallo 4 6.3 26.03 8 11.6 47.95
Inflorescencia 1 6 44.05 4 8 57.38
Raiz 4 8 32.88 6 12.3 50.68

Los datos representan el promedio de tres ensayos + el error estandar de la
media (x=EEM). Los resultados se analizaron mediante una prueba de t de

Student y los valores p<0.05 (*) y p<0.01(**) se consideraron como diferencia

significativa con respecto al control.

5.1.8 Comparacion de la CMI y la concentraciobn con mayor halo de

inhibicién obtenidos en la actividad frente a Bacillus subtilis.

Teniendo como control ampicilina a una concentracion de 0.024mg, se calculo el
porcentaje de inhibicidn entre la concentraciéon con mayor halo de inhibicion y la

concentracion minima inhibitoria, para determinar si existe diferencia significativa.

Tabla 25. A, B, C, D. Porcentaje de la mayor concentracion contra la concentraciéon
minima inhibitoria analizada mediante la prueba de t de student. Como 100% se considero

el control de ampicilina.

A Extractos de Hexano
Muestra CMI Concentracion con mayor
halo de inhibicién
mg mm % mg mm %
Hoja 2 6.3 21.51 8 8.3 26.88
Tallo 2 6.2 20.00 8 8.0 27.27
Inflorescencia 2 6.6 27.03 8 7.6 31.08**
Raiz 2 7.7 28.0 8 8.7 35.14**
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B Extractos de acetato de etilo
Muestra CMI Concentracion con mayor
halo de inhibicion
mg mm % mg mm %
Hoja 1 6.0 22.50 6 7.7 28.75**
Tallo 1 6.3 21.43 6 11.7 43.75**
Inflorescencia 1 6.2 20.56 6 10.0 33.33**
Raiz 1 6.0 20.00 6 11.0 36.67
C Extractos de Metanol
Muestra CMI Concentracion con mayor
halo de inhibicion
mg mm % mg mm %
Hoja 2 8.7 58.33 8 15 71.67**
Tallo 2 6.8 35.00 8 12.3 62.71
Inflorescencia 2 8.7 44.07 8 15 76.27
Raiz 2 8.3 47.37 8 16 85.71
D Extractos de Infusion
Muestra CMI Concentracion con mayor
halo de inhibicidon
mg mm % mg mm %
Hoja 2 6 25.34 8 9.3 49.32
Tallo 4 6.3 25.93 8 11.6 40.48
Inflorescencia 1 6 22.14 4 8 25.60**
Raiz 4 8 25.93 6 12.3 32.10

Los datos representan el promedio de tres ensayos + el error estandar de la
media (x=EEM). Los resultados se analizaron mediante una prueba de t de

Student y los valores p<0.05 (*) y p<0.01(**) se consideraron como diferencia

significativa con respecto al control.
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5.1.9 ACTIVIDAD ANTINFLAMATORIA EN EL MODELO DE EDEMA
INDUCIDO CON 12-O-TETRADECANOIL-FORBOL-13-ACETATO (TPA). Dosis

mg
oreja

1

Tabla 26. A, B, C, D. actividad antiinflamatoria de los extractos de Acalypha arvensis.

A Hexano
Muestra Edema Inhibicién
(mg) (%)
Control 14.133+0.20 -
Hoja 6.80+1.53 51.89*
Tallo 6.57+1.01 50.13"
Inflorescencia 10.07£0.72 42.59
Raiz 10.95+0.79 22.52"
B Acetato de Etilo
Muestra Edema Inhibicion
(mg) (%)
Control 13.17£0.87 -
Hoja 2.10+0.97 84.05**
Tallo 6.70x0.45 49.11**
Inflorescencia 2.60t+0.61 80.25**
Raiz 8.97+2.52 48.86*
C Metanol
Muestra Edema Inhibicion
(mg) (%)
Control 17.531£0.64 -
Hoja 14.07+0.97 19.77
Tallo 14.37+0.54 18.06
Inflorescencia 14.57£0.95 16.92
Raiz 13.07+0.81 25.48*

Los datos representan el promedio de tres animales * el error estdndar de la
media (x=EEM). Los resultados se analizaron mediante una prueba de t de
Student y los valores p<0.05 (*) y p<0.01(**) se consideraron como diferencia

significativa con respecto al control.

La infusién de cada parte (hoja, tallo, inflorescencia y raiz) que se utilizé no
mostré actividad antiinflamatoria.
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5.1.10 PRUEBAS DE TOXICIDAD EN Artemia salina.

EXTRACTOS DE HEXANO DE Acalypha arvensis

Tabla 27. Evaluacion de la actividad téxica en el crustaceo Artemia salina Leach.

, , . NUmero de sobrevivientes
Muestra Vehiculo Bg NUmero de sobrevivientes

mL (vehiculo)

1000 | 0/10 | 0/20 | 0/10 | 0/10 0/10 0/10 | 0/10 | 0O/10
500 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | O/10 0/10 0/10 | 0/10 | 0O/10
250 | 8/10 | 3/10 | 0/10 | O/10 3/10 0/10 | 0/10 | O/10

Hoja Acetato de 125 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 9/10 8/10 | 9/10 | 8/10

etilo/metanol | 62.5 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 9/10

31.25 | 10/10 | 9/20 | 10/10 | 10/10 | 10/20 | 8/10 | 10/10 | 9/10

15.62 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 10/20 | 9/10 9/10 | 10/10 | 10/10
7.81 | 10/10 | 10/10 | 10/20 | 10/20 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

1000 | 0/10 | 0/20 | 0/10 | 0/10 0/10 0/10 | 0/10 | O/10

500 |0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10
250 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 3/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10
Tallo ncotato de | 125 | 0/10 | 0710 | 0/10 | 0/10 | 9/10 | 8/10 | 9/10 | 8/10
i€ | 62,5 | 5/10 | 3/10 | 4/10 | 1/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 9/10

31.25 | 5/10 | 4/10 | 6/10 | 9/10 | 10/10 | 8/10 | 10/10 | 9/10
15.62 | 7/10 | 3/10 | 8/10 | 6/10 | 9/10 | 9/10 | 10/10 | 10/10
7.81 | 8/10 | 9/10 | 9/10 | 9/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

1000 | 0/10 | 0/20 | 0/10 | 0O/10 0/10 0/10 | 0/10 | 0/10
500 0/10 0/10 | 0/10 | O/10 0/10 0/10 0/10 0/10
250 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0O/10 3/10 0/10 | 0/10 | 0/10

Inflorescencia | Acetato de 125 0/10 | 0/10 | O0/10 | 0O/10 0/10 8/10 | 9/10 | 8/10

etilo/metanol | 62.5 0/10 | 0/10 | O/10 0/10 10/10 9/10 | 10/10 | 9/10

31.25 | 3/10 | 3/10 | 2/10 | 2/10 | 10/10 | 8/10 | 10/10 | 9/10

15.62 | 2/10 | 5/10 | 4/10 2/10 9/10 9/10 | 10/10 | 10/10
7.81 | 4/10 5/10 5/10 6/10 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

1000 | 0/10 | 0/20 | 0/10 | 0/10 0/10 0/10 | 0/10 | O/10
500 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | O/10 0/10 0/10 | 0/10 | 0O/10
250 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | O/10 3/10 0/10 | 0/10 | 0O/10

Raiz eﬁﬁ)elrste(:aiil 125 | 0/10 | 0/20 | 0/10 | 0/10 0/10 8/10 | 9/10 | 8/10

62.5 | 0/10 | 0/10 | 0/20 | 0/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 9/10

31.25| 0/10 | 2/20 | 1/10 | 0/10 | 10/20 | 8/10 | 10/10 | 9/10

15.62 | 4/10 | 0/10 | 2/10 | 0/10 9/10 9/10 | 10/10 | 10/10
7.81 | 5/10 | 7/10 | 5/20 | 1/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

Vivos/Muertos
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Resultados

EXTRACTOS DE ACETATO DE ETILO DE Acalypha arvensis

Tabla 28. Evaluacion de la actividad téxica en el crustaceo Artemia salina Leach.

Muestra Vehiculo g Numero de sobrevivientes NUmero de sobrevivientes
ml (vehiculo)

1000 | 2/10 | 1/10 | 0/10 | 3/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10

500 | 2/10 | 3/10 | 2/10 | 1/10 | 2/10 | 4/10 | 3/10 | 2/10

_ 250 | 7/10 | 7/10 | 6/10 | 7/10 | 8/10 | 10/10| 9/10 | 8/10

Hoja Metanol/acetona | 125 | 6/10 | 8/10 | 7/10 | 7/10 | 10/10 | 8/10 | 9/10 | 10/10

1 62.5 | 7/10 | 9/10 | 8/10 | 9/10 | 10/10 | 9/10 | 8/10 | 10/10

31.25 | 10/10 | 9/10 | 8/10 | 8/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

15.62 | 9/10 | 9/10 | 8/10 | 2/10 |10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

7.81 | 8/10 | 8/10 | 9/10 | 9/10 | 9/10 | 10/10 | 7/10 |10/10

1000 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10

500 | 6/10 | 6/10 | 6/10 | 7/10 | 2/10 | 3/10 | 3/10 | 2/10

250 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 8/10 | 10/10 | 9/10 | 8/10

Tallo 125 |10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 8/10 | 9/10 | 10/10

Metanol/acetona | g2 5 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 9/10 | 8/10 | 10/10

1 31.25 | 7/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

15.62 | 8/10 | 9/10 | 10/10 | 9/10 |10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

7.81 | 8/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 7/10 | 10/10

1000 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/120 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10

500 | 0/10 | 4/10 | 0/10 | 0/10 | 2/10 | 4/10 | 3/10 | 2/10

250 | 8/10 | 8/10 | 0/10 | 0/10 | 8/10 | 10/10 | 9/10 | 8/10

Inflorescencia | wetanoliacetona | 125 | 10/10 | 8/10 | 7/10 | 0/10 | 10/10 | 8/10 | 9/10 | 10/10

11 62.5 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 8/10 | 10/10 | 9/10 | 8/10 | 10/10

31.25 | 10/10 | 10/10 | 8/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

15.62 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

7.81 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 7/10 |10/10

1000 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10

500 | 5/10 | 4/10 | 5/10 | 5/10 | 2/10 | 4/10 | 3/10 | 2/10

ety Metanol/acetona | 250 | 8/10 | 8/10 | 4/10 | 8/10 | 8/10 | 10/10 | 9/10 | 8/10

1:1 125 | 8/10 | 8/10 | 9/10 | 9/10 | 10/10 | 8/10 | 9/10 | 10/10

62.5 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 8/10 | 10/10

31.25 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

15.62 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10

7.81 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 8/10 | 9/10 | 10/10 | 7/10 |10/10

Vivos/Muertos
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Resultados

EXTRACTOS DE METANOL DE Acalypha arvensis

Tabla 29. Evaluacion de la actividad téxica en el crustaceo Artemia salina Leach.

Muestra Vehiculo Hg Namero de sobrevivientes | Numero de sobrevivientes
L vehiculo)

1000 1/10 3/10 4/10 10/10 10/10 10/10

500 6/10 6/10 6/10 8/10 9/10 10/10

Hoja Metanol/agua | 125 10/10 10/10 9/10 10/10 10/10 5/10

62.5 10/10 10/10 10/0 9/10 9/10 10/10

15.62 10/10 10/10 10/0 10/10 10/10 10/10

1000 2/10 9/10 4/10 10/10 10/10 10/10

500 10/10 9/10 9/10 8/10 9/10 10/10

250 9/10 10/10 9/10 9/10 10/10 10/10
Tallo Metanol/agua 125 10/10 10/10 8/10 10/10 10/10 5/10

62.5 10/10 10/10 10/0 9/10 9/10 10/10

31.25 9/10 10/10 10/0 10/10 10/10 10/10
15.62 0/10 10/10 9/10 10/10 10/10 10/10

Vivos/Muertos

Muestra Vehiculo g NUmero de sobrevivientes NUmero de sobrevivientes
mel (vehiculo)

1000 | 8/10 | 7/10 | 9/10 | 4/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 8/10
500 | 9/10 | 5/10 | 7/10 | 4/10 | 8/10 | 9/10 | 10/10 | 10/10
250 | 9/10 | 3/10 | 6/10 | 8/10 | 9/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10
. 125 | 7/10 | 2/10 | 6/10 | 0/20 | 10/10 | 10/10 | 5/10 | 10/10
Inflorescencia | Metanol/agua | g5 5 | 2/10 | 0/10 | 6/10 | 8/10 | 9/10 | 9/10 | 10/10 | 2/10
31.25 | 7/10 | 9/10 | 10/10 | 4/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10
15.62 | 9/10 | 7/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10
7.81 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 | 10/10 | 9/10 | 8/10

1000 | 2/120 | 0/10 | 1/10 | 2/20 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 8/10
500 3/10 | 3/10 | 2/20 | 0/10 8/10 9/10 | 10/10 | 10/10
250 0/10 | 8/10 | 3/10 | 0/10 9/10 | 10/10 | 10/20 | 9/10
125 3/10 | 10/10 | 7/10 | 0/10 | 10/10 | 10/10 | 5/10 | 10/10
62.5 | 2/10 | 2/10 | 8/10 | 2/10 9/10 9/10 | 10/10 | 2/10

31.25 | 0/10 | 10/10 | 1/10 | 0/20 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10

15.62 | 7/10 | 0/10 | 8/10 | 7/10 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10

7.81 | 10/10 | 9/10 | 3/10 | 5/10 9/10 | 10/10 | 9/20 | 8/10

Raiz Metanol/agua

Vivos/Muertos
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Resultados

Prueba de toxicidad en Artemia salina con Extracto de Hexano de Hoja de
Acalypha arvensis

Tabla 30. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes
concentraciones de extracto de hexano de hoja de Acalypha arvensis.

Dosis : . Muertos Vivos Muertos | Mortalidad
Log dosis | Muertos Vivos
(ppm) acumulados | acumulados | totales (%)
125 2.1 1 39 4 39 43 9.3
62.5 1.8 1 39 3 78 81 3.7
31.25 15 1 39 2 117 119 1.7
15.62 1.2 1 39 1 156 157 0.6
7.81 0.9 0 40 0 196 196 0
Estimacion de LC;, en Artemia salina
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Figura 7. Estimacién de la concentracién letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.
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Resultados

Prueba de toxicidad en Artemia salina con Extracto de Hexano de Tallo de
Acalypha arvensis

Tabla 31. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes
concentraciones de extracto de hexano de tallo de Acalypha arvensis.

Dosis Log Muertos Vivos Muertos Vivos Muertos | Mortalidad
(ppm) dosis acumulados |acumulados | totales (%)
125 2.1 1 0 65 0 65 100
62.5 1.8 27 13 64 13 77 83.1
31.25 15 16 24 37 37 74 50
15.62 1.2 16 24 21 61 82 25.6
7.81 0.9 5 35 5 96 101 4.9
Estimacion de LC;, en Artemia salina
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Figura 8. Estimacién de la concentracién letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.
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Resultados

Prueba de toxicidad en Artemia salina con Extracto de Hexano de
Inflorescencia de Acalypha arvensis

Tabla 32. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes
concentraciones de extracto de hexano de inflorescencia de Acalypha arvensis.

Dosis Loa dosis | Muertos Vivos Muertos Vivos Muertos | Mortalidad
(ppm) 9 acumulados [acumulados| totales (%)
62.5 1.8 22 18 68 18 86 79.1
31.25 1.5 16 24 46 42 88 52.3
15.62 1.2 16 24 30 66 96 31.2
7.81 0.9 14 26 14 92 106 13.2
Estimacion de LC;, en Artemia salina
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Figura 9. Estimacién de la concentracién letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.
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Resultados

Prueba de toxicidad en Artemia salina con Extracto de Hexano de Raiz de
Acalypha arvensis

Tabla 33. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes
concentraciones de extracto de hexano de raiz de Acalypha arvensis.

Dosis . . Muertos Vivos Muertos | Mortalidad
Log dosis | Muertos Vivos
(ppm) acumulados |acumulados| totales (%)
31.25 15 37 3 93 3 96 97
15.62 1.2 34 6 56 9 65 86.1
7.81 0.9 22 18 22 27 49 45
Estimacion de LC;, en Artemia salina
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Figura 10. Estimacion de la concentracion letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.

65




Resultados

Prueba de toxicidad en Artemia salina con Extracto de Acetato de etilo de
Hoja de Acalypha arvensis

Tabla 34. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes
concentraciones de extracto de acetato de etilo de hoja de Acalypha arvensis.

Dosis . . Muertos Vivos Muertos | Mortalidad
Log dosis | Muertos Vivos
(ppm) acumulados | acumulados | totales (%)
250 2.4 13 27 46 27 73 63
125 2.1 12 28 33 55 88 37.5
62.5 1.8 7 33 21 88 109 19.3
31.25 15 4 36 14 124 138 10.15
15.62 1.2 4 36 10 160 170 6
7.81 0.9 6 34 6 194 200 3
Estimacion de LC;, en Artemia salina
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Figura 11. Estimacién de la concentracion letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.
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Resultados

Prueba de toxicidad en Artemia salina con Extracto de Acetato de etilo de
Tallo de Acalypha arvensis

Tabla 35. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes
concentraciones de extracto de acetato de etilo de tallo de Acalypha arvensis.

Dosis . . Muertos Vivos Muertos | Mortalidad
Log dosis | Muertos Vivos
(ppm) acumulados | acumulados | totales (%)
250 2.4 0 40 11 40 51 21.6
125 2.1 0 40 11 80 91 12.1
62.5 1.8 1 39 11 119 130 8.5
31.25 1.5 3 37 10 156 166 6
15.62 1.2 4 36 7 192 199 3.5
7.81 0.9 3 37 0 229 229 0
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Figura 12. Estimacion de la concentracion letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.
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Resultados

Prueba de toxicidad en Artemia salina con Extracto de Acetato de etilo de
Inflorescencia de Acalypha arvensis

Tabla 36. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes
concentraciones de extracto de acetato de etilo de inflorescencia de Acalypha arvensis.

Dosis : . Muertos Vivos Muertos | Mortalidad
Log dosis | Muertos Vivos
(ppm) acumulados |acumulados | totales (%)
250 2.4 24 16 44 40 84 52.3
125 2.1 15 25 20 65 85 235
62.5 1.8 3 37 5 102 107 4.7
31.25 1.5 2 38 2 140 142 1.4
15.62 1.2 0 40 0 180 180 0
7.81 0.9 0 40 0 220 220 0
Estimacion de LC;, en Artemia salina
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Figura 13. Estimacion de la concentracion letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.
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Resultados

Prueba de toxicidad en Artemia salina con Extracto de Acetato de etilo de

Raiz de Acalypha arvensis

Tabla 37. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes
concentraciones de extracto de acetato de etilo de raiz de Acalypha arvensis.

Dosis Lod dosis | Muertos Vivos Muertos Vivos Muertos | Mortalidad
(ppm) 9 acumulados | acumulados | totales (%)
250 2.4 12 28 36 40 76 47.4
125 2.1 15 25 24 65 89 27
62.5 1.8 6 34 9 99 108 8.3
31.25 15 0 40 3 139 142 2.1
15.62 1.2 1 39 3 178 181 1.6
7.81 0.9 2 38 2 216 218 0.9
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Figura 14. Estimacion de la concentracion letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.
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Resultados

Prueba de toxicidad en Artemia salina con Extracto de Metanol de Hoja de
Acalypha arvensis

Tabla 38. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes

concentraciones de extracto de metanol de hoja de Acalypha arvensis.

Dosis Log : Muertos Vivos Muertos | Mortalidad
- Muertos | Vivos
(ppm) dosis acumulados [acumulados| totales (%)
1000 3 22 8 35 8 35/43 81.40
500 2.7 12 18 13 26 13/39 33.33
125 2.1 1 29 1 55 1/56 1.80
62.5 1.8 0 30 0 85 0/85 0
15.62 1.2 0 30 0 115 0/115 0
Estimacion de LC;, en Artemia salina
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Figura 15. Estimacién de la concentracion letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.

70




Resultados

Prueba de toxicidad en Artemia salina con Extracto de Metanol de Tallo de
Acalypha arvensis.

Tabla 39. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes

concentraciones de extracto de metanol de tallo de Acalypha arvensis.

Dosis Log Muertos | Vivos Muertos Vivos Muertos | Mortalidad
(ppm) dosis acumulados [acumulados| totales (%)
1000 3 16 14 36 14 36/50 72
500 2.7 5 25 20 39 20/59 33.90
250 2.4 2 28 15 67 15/82 18.30
125 2.1 2 28 13 95 13/108 12.04
62.5 1.8 0 30 11 125 11/136 30.55
31.25 1.5 1 29 11 154 11/165 6.67
15.62 1.2 10 20 10 174 10/184 5.43
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Figura 16. Estimacién de la concentracion letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.
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Resultados

Prueba de toxicidad en Artemia salina con Extracto de Metanol de
Inflorescencia de Acalypha arvensis

Tabla 40. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes

concentraciones de extracto de metanol de inflorescencia de Acalypha arvensis.

=—4—NMuertos acumulados

=—\ivos acumulados

Dosis Log . Muertos Vivos Muertos |Mortalidad
: Muertos | Vivos
(ppm) dosis acumulados [acumulados| totales (%)
1000 3 12 28 103 28 103/131 78.62
500 2.7 14 26 91 54 91/145 62.80
250 2.4 14 26 77 80 77/157 49.04
125 2.1 25 15 63 95 62/158 39.24
62.5 1.8 24 16 38 111 38/149 25.50
31.25 1.5 10 30 14 141 14/155 9.03
15.62 1.2 4 36 4 177 4/181 2.21
7.81 0.9 0 40 0 217 0/217 0
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Figura 17. Estimacion de la concentracion letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.
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Resultados

Prueba de toxicidad en Artemia salina con Extracto de Metanol de Raiz de
Acalypha arvensis

Tabla 41. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes
concentraciones de extracto de metanol de raiz de Acalypha arvensis.

Dosis Log Muertos | Vivos Muertos Vivos Muertos | Mortalidad
(ppm) dosis acumulados [acumulados| totales (%)
1000 3 35 5 192 5 5/197 2.54
500 2.7 32 8 157 13 13/170 7.64
250 2.4 29 11 125 24 24/149 16.10
125 2.1 10 20 96 44 44/140 31.43
62.5 1.8 26 14 86 58 58/144 40.27
31.25 1.5 29 11 60 69 69/129 53.48
15.62 1.2 18 22 31 91 91/122 74.60
7.81 0.9 13 27 13 118 13/131 9.92
Estimacion de LC;, en Artemia salina
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Figura 18. Estimacion de la concentracion letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.
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Prueba de toxicidad en Artemia salina con dicromato de potasio

Tabla 42. Mortalidad de Artemia salina después de 12 h de exposicion a diferentes
concentraciones de dicromato de potasio usado como control.

Dosis | Log Muertos | Vivos Muertos Vivos Muertos | Mortalidad
(ppm) | dosis acumulados | acumulados | totales (%)
1000 3 40 0 261 0 261/261 100
500 2.70 40 0 221 0 221/221 100
250 2.40 40 0 181 0 181/181 100
125 2.10 40 0 141 0 141/141 100
62.5 1.80 40 0 101 0 101/101 100
31.25 | 1.50 36 4 61 4 61/65 93.8
15.62 | 1.20 17 23 25 27 25/52 48.0
7.81 0.90 8 32 8 59 8/67 135
Estimacion De LCg, en Artemia salina
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Figura 19. Estimacion de la concentracion letal 50 en Artemia salina, por el método Reed-
Muench, los muertos acumulados y vivos acumulados se grafican en los mismos ejes. En
donde se intersecten las dos curvas se obtiene la dosis letal 50.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

En cuanto al rendimiento obtenido de los diferentes extractos, bajo las
condiciones de extraccion, el menor corresponde a los obtenidos con hexano
seguido de los extraidos con acetato de etilo y metanol, el mayor rendimiento se
obtuvo en las infusiones. Por lo tanto, la mayor parte de los compuestos extraidos
de la planta son de naturaleza polar.

Para el caso del hexano el menor rendimiento se obtuvo en la
inflorescencia, seguido del tallo, raiz y hoja, siendo para ésta el 0.47% de su

composicion.

Los componentes de los extractos de acetato de etilo no representan ni el
1% de las partes de la planta estudiadas, mientras que los porcentajes de los
extractos de metanol van del 1.83 al 4.35%.

La hoja fue la parte vegetativa de dénde se logré extraer mayor cantidad de
componentes con los diferentes disolventes empleados y con los dos métodos de

extraccion (maceracion e infusion).

En cuanto a los perfiles cromatogréficos, se determiné la fase movil para los
extractos de hexano y acetato de etilo las cuales son hexano:acetato (7:3) y
hexano:acetato (8:2) respectivamente.

En los perfiles cromatograficos de los 4 extractos de hexano se puede
observar que los Unicos que guardan cierta similitud son los de hoja y tallo,
mientras que en los de acetato de etilo hay mas semejanzas pues se pudo
observar que la hoja se parece a tallo y a su vez el perfil del tallo al de

inflorescencia y raiz.
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El tipo de componentes que se encuentran en los extractos de hexano
corresponden a compuestos de tipo esteroides y/o terpenos, de los cuales se pudo
observar que 12 son de naturaleza polar, 12 de polaridad media y 8 de polaridad
baja, flavonoides; 2 polares y 4 de polaridad media y estos s6lo se encuentran en
hoja e inflorescencia. Mientras que en los extractos de acetato de etilo también se
encontraron esteroides y/o terpenos 8 polares, 12 de polaridad media y 6 de
polaridad baja; flavonoides: 8 polares, 4 de polaridad media y 5 de baja polaridad,
ademas de fenoles 7 polares, 4 de polaridad media y 5 de polaridad baja siendo
el tallo el que vincula a las otras partes de la planta por la similitud observada en

los diferentes Rf.

Para los extractos de metanol e infusiones, no fue posible resolver los
perfiles cromatograficos a pesar de las diferentes fases mdviles probadas por lo
que la detecciébn de metabolitos seundarios sélo se realiz6 por reacciones de
coloracion y precipitacion, para comparar los resultados entre todos los extractos,
se incluyeron los extractos de hexano y acetato de etilo en esta técnica, logrando

complementar la deteccion de los grupos quimicos presentes en cada extracto.

Respecto a los grupos quimicos de metabolitos secundarios presentes en la
planta, obtenidos por medio de reacciones de coloracién y precipitacion se
observé que los fenoles, entre ellos los flavonoides, estan presentes en cada uno
de los extractos e infusiones; terpenos y/o esteroides se hallaron en los extractos
de hexano, acetato de etilo e infusién en todas las partes de la planta, mientras

que en hoja e inflorescencia sélo se encuentran en el extracto de metanol.

Los taninos estan ausentes Unicamente en los extractos de hexano de hoja,

tallo, inflorescencia y raiz.
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La prueba para detectar glicésidos, alcaloides y saponinas solo se realizo
en los extractos de metanol y en las infusiones. Las saponinas sélo se encuentran
en los extractos de hoja y tallo de metanol, asi como en la infusién de hoja.
Glicosidos y alcaloides se encontraron en los extractos de metanol y en la infusion

en todas las partes de la planta.

La prueba de actividad antimicrobiana de los diferentes extractos obtenidos,

por el método de microdilucion, mostré que el mas activo es el de acetato de etilo

en hoja, tallo, inflorescencia y raiz, los cuales tuvieron la misma CMI de Z”ﬁ. Una
y7i

actividad menor presentaron los extractos de hexano y metanol, que es igual en

las diferentes partes de la planta con una CMI de4”ﬁ. Estas CMI son efectivas
U

tanto para E. coliy B. subtils

La inhibicién que se observd con las infusiones en hoja es la misma para
tallo, inflorescencia y raiz, encontrando una CMI frente a E. coli y B. subtilis de
HL , 12 veces menos efectiva a la obtenida con acetato de etilo.

Los resultados obtenidos en la actividad antimicrobiana por el método de
difusion en disco frente a E. coli, demostraron que los extractos de hexano de hoja
y tallo, asi como el extracto de acetato de etilo de hoja no tienen actividad
bactericida. Sin embargo, en el método de microdilucién en placa si se observo
actividad, esto quiere decir, que cada caso depende en gran medida de la
sensibilidad del método empleado y de las concentraciones adecuadas a probar.
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En el resto de los extractos si se observé actividad frente a dicho
microorganismo, la mayor actividad se obtuvo en los extractos e infusiones de
inflorescencia, seguido de raiz, hoja y con una menor efectividad los obtenidos de
tallo. La infusion de inflorescencia presento la mayor inhibicion con 44.05% vy la

menor se observo en el extracto de inflorescencia de hexano 24%.

Para el caso de la actividad frente a Bacillus subtilis se observé que en
todas las partes de la planta los extractos con mayor efecto inhibitorio fueron los
de metanol, seguido de los obtenidos con hexano, la infusion y con una menor
efectividad los extractos de acetato de etilo. En el extracto de hoja de metanol se
observé la mayor inhibicion con 58.33%, mientras que la menor inhibicion se
observd en el extracto de acetato de etilo de raiz que inhibi6 20.00% el

crecimiento bacteriano.

En la prueba de actividad antiinflamatoria se puede observar con respecto
al extracto de hexano que tiene la siguiente actividad antiinflamatoria: hoja

(51.89%)> tallo > inflorescencia > raiz.

En los extractos de acetato de etilo se observo que es el extracto con mayor
actividad antiinflamatoria, el de hoja con 84.05%, y con menor actividad

inflorescencia, tallo, raiz.

Con respecto a los extractos de metanol la actividad antiinflamatoria se
presenté en el de raiz (25.48 %), seguido de hoja, tallo y con una menor actividad

el de inflorescencia con 16.92%.

De acuerdo con lo observado el extracto que presentd mayor actividad
antiinflamatoria es el de acetato de etilo, seguido del extracto de hexano y con
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menor actividad el extracto de metanol. En las infusiones obtenidas de la planta no

se observo actividad antiinflamatoria.

La mayor actividad antiinflamatoria se presento en los extractos de acetato
de etilo, esto se puede deber a que la presencia de metabolitos secundarios
presentes en la planta como flavonoides y esteroides y/o terpenos es mas
abundante a la observada en los extractos de hexano y metanol.

En lo que se refiere a la prueba de toxicidad en el crustaceo Artemia salina, en
general lo que se observé en dicho ensayo es que los extractos mas toxicos son
los de hexano, seguido de acetato de etilo y los menos toxicos, los extractos de
metanol. Con respecto a las infusiones no se realizo la prueba de toxicidad en el
crustaceo debido a la insuficiencia de muestra para la reproduccién del ensayo por
la poca cantidad que se obtuvo de dicha preparacion y la ausencia de material
vegetal disponible para la extraccion.

En los extractos de hexano se observé que el extracto mas toxico es el de
raiz, a una concentracion de 8.32 ppm, seguido de inflorescencia, tallo y hoja que
presenta toxicidad a una concentracion de 232 ppm.

En el caso de los extractos de acetato de etilo se observd que A. salina es
sensible a concentraciones de 199 ppm, en hoja y muestra menor sensibilidad en
tallo donde resiste concentraciones de hasta 412 ppm.

En los extractos de metanol se pudo observar que el crustaceo es
resistente a concentraciones de hasta 794 ppm en tallo y que en cambio muestra
una alta sensibilidad en el extracto de raiz a una concentracion de 31.62 ppm, en
donde su mortandad es del 54% y no tolera concentraciones mayores, es decir no

sobrevive.
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CONCLUSIONES

Acalypha arvensis presenta diferentes metabolitos secundarios como
flavonoides, fenoles, terpenos y/o esteroides; ademas de alcaloides, glicosidos,

taninos y saponinas en los extractos obtenidos de metanol e infusiones.

Los metabolitos secundarios detectados en Acalypha arvensis presentan
actividad antibacterial frente a Escherichia coli y Bacillus subtilis, en donde se
observé que los constituyentes mas activos son aquellos que se encuentran en los
extractos obtenidos con metanol (hoja 58.33%) y las infusiones (inflorescencia
44.05%), esto demuestra que los extractos vegetales pueden ser una fuente de
nuevos agentes antimicrobianos para inhibir o combatir el crecimiento de cepas

resistentes a los antibiéticos que actualmente son utilizados.

Se determind que la planta tiene actividad antiinflamatoria, en donde los
extractos mas activos fueron los de acetato de etilo, lo cual sugiere que
probablemente la actividad antiinflamatoria proveniente de los extractos de esta
planta radica principalmente en los compuestos de tipo flavonoides y esteroides
y/o terpenos de polaridad media.

El modelo biolégico de eleccion para el ensayo de toxicidad resulto
adecuado para el propoésito de este trabajo, ya que fue posible seguir el estudio
biodirigido de los extractos de A. arvensis en Artemia salina, observandose que los
extractos menos toxicos son los de metanol, y de acuerdo con la forma de empleo
de la planta como remedio en la medicina tradicional (maceracion alcohdlica e
infusion bebida o en cataplasma) no representaria un riesgo a las personas que lo
utilizan para curar las afecciones del tipo inflamacién o infeccioso por bacterias, a
pesar de que los ensayos demuestran que hay una menor actividad

antiinflamatoria que antibacterial es recomendable el uso de estas infusiones, ya
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que el uso completo de esta planta podria tener un efecto de sinergia de los
componentes de la misma, esto demuestra que la especie empleada como
remedio medicinal tradicional en la Sierra Norte de Puebla, posee propiedades

terapéuticas que podrian ser aprovechadas en la industria farmacéutica y
cosmética.
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