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RESUMEN

La medicina tradicional mexicana es una importante manifestacion cultural,
caracteristica de la vida del pais. Herederas de una larga tradicidon
prehispanica, las culturas indigenas de México han preservado y difundido
formas y procedimientos eficaces para resolver importantes problemas de
salud de la poblacion. México tiene uno de los mayores indices de especies
endémicas, es decir, de aquéllas que sélo crecen en un territorio especifico. Se
calcula que 54.2% de las plantas vasculares de México son especies
endémicaa, entre éstas se encuentra J. neopauciflora Pax. Esta especie se
utiliza en San Rafael, Coxcatlan, Puebla para tratar heridas e infecciones
bucales, en piezas dentales flojas y en el tratamiento del pie de atleta. Con
base en lo anterior el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad
antifungica de J. neopaucifiora.

Utilizando 670 g. de la parte aérea de la planta y 45 g. de hoja se obtuvieron los
extractos por el método de maceracion. La actividad antifungica se evalu6 por
el método de inhibicidbn del crecimiento radial. Se realizaron pruebas de
toxicidad general utilizando como modelo experimental las larvas nauplio Il de
Artemia salina. La actividad antioxidante se evalué por el método de reduccion
del DPPH. Se realiz6 una cromatografia en columna con 25 g del extracto
metandlico. Por los rendimientos obtenidos de los extractos, se puede decir
que esta especie tiene en su mayoria compuestos de naturaleza polar, ya que
el rendimiento del extracto hexanico fue menor en comparacién con el
metandlico crudo (M1) y el metandlico libre de compuestos no polares (M2).

M1 y M2 mostraron actividad antifungica en todas las cepas ensayadas a
excepcion de Aspergillus sp. y A. niger, el extracto hexanico y el metandlico de
hojas (Mh) no mostraron ninguna actividad. La cepa mas sensible fue 7.
mentagrophytes con una CFsp= 0.70 mg/mL para M1 y CFs50 = 0.52 mg/mL
para M2 y fue la unica cepa que alcanzé el 100% de inhibicién con una CFM de
4 mg/mL.

En cuanto a la toxicidad general, el unico extracto que present6é una toxicidad
moderada fue Mh (CLsp =290 ppm) mientras que los otros tres extractos
presentaron una toxicidad fuerte (CLso =17.42 ppm para M1, CLso =11.28 ppm

para M2, y una CLso = 41.66 ppm para el extracto hexanico).



La actividad antioxidante de M1 mostro el valor de CAsp= 105 ppm, para M2 la
CAso fue de 109 ppm y por ultimo para el extracto Mh la CAsp fue de 31.42 ppm.
De la cromatografia en columna se obtuvieron 62 fracciones que fueron
probadas en la cepa mas sensible (7. mentagrophytes), mostrando que 43
fracciones tienen actividad.

La fraccion 41 se someti6 a una cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas mostrando que ésta contiene arabinol, - sitosterol y
lupeol.

Estos resultados validan el uso de Jafropha neopauciflora dentro de la

medicina tradicional de San Rafael municipio de Coxcatlan, Puebla.



INTRODUCCION

El hombre ha hecho uso de los productos de la naturaleza desde tiempos
inmemoriales, no solo para satisfacer su necesidad de alimento, sino también
con el fin de sanar sus enfermedades, cicatrizar sus heridas y elevar su estado
de animo.

Aunque el uso de las hierbas con fines terapéuticos estaba asociada (y lo
estuvo durante muchos siglos) a ritos magicos y religiosos, y su caracter
curativo se atribuyé a las fuerzas divinas, hay que resaltar que esta utilizacion
estaba basada, por encima de todo, en un buen conocimiento de la planta,
adquirido empiricamente y transmitido de padres a hijos a través de muchas
generaciones (Trease y Evans, 1993).

Los primeros documentos escritos de la historia de la humanidad, con una
antigiedad de mas de 6000 afos, incluyen ya descripciones de algunas
hierbas medicinales. Los asirios por ejemplo, eran conocedores de 250
especies de plantas con propiedades curativas, los babilonicos utilizaban
plantas como belefio y menta para curar sus enfermedades. Es notable
también la importancia de las hierbas medicinales en la cultura mesopotamica,
de la cual se conservan documentos conteniendo mas de 250 especies
distintas de plantas, entre las que se encuentran la adormidera, belladona,
mandragora, belefo, canamo, azafran, tomillo, ajo, cebolla, regaliz, sen
asafétida y mirra (Alonso, 2004).

Las culturas Asiaticas han mostrado desde sus albores un gran interés por la
fitoterapia y han dejado valiosos escritos, como el herbario mas antiguo
conocido de unos 5000 anos de antigiedad, que recopila y describe 1000
plantas medicinales (Trease y Evans, 1993).

Con respecto a la India, utilizaban a la Rauwolfia que curaba enfermedades
mentales y la epilepsia, su principal substancia activa, la reserpina, se ha
podido aislar y se usa hoy en dia como tranquilizante y para disminuir la
tension. El hecho de que tanto chinos como hindues hallaran remedios hace
mas de 4000 anos para enfermedades como el asma y el resfriado comun, las
cuales eran tratadas con Cannabis, nos da idea del avanzado conocimiento
que habian adquirido ambos pueblos en el uso de las propiedades terapéuticas

de las plantas, que usaban como hierbas medicinales (Trease y Evans, 1993).



Muy interesante también es la aparicion en esta época de los conceptos de
prescripcion y receta, esto es, la adquisicion del conocimiento de la dosificacion
en cada tratamiento, no solo en virtud de mejorar su accion sino también para
evitar posibles efectos nocivos en el organismo (Trease y Evans, 1993).

Entre los antiguos griegos, cuatro hombres contribuyeron de forma especial a
la medicina botanica. Hipocrates, a fines del siglo V y principios del siglo IV
a.C., mencion6 una lista de 300 a 400 plantas medicinales. Hipocrates es
notable, casi de un modo unico, en no asociar la demonologia a las
propiedades curativas de las plantas. Aristoteles (384-322 a. C.) asigno a cada
planta las propiedades y virtudes entonces conocidas. Teofrasto (372-287 a.
C.), fundamentalmente botanico, describi6 muchas plantas griegas vy
extranjeras refiriendose también a su uso. Su tratado “Historia de las plantas”
tuvo una fundamental influencia en el desarrollo de la botanica y la medicina
durante casi veinte siglos. Sin embargo, el escritor médico — botanico mas
influyente fue Dioscérides (primer siglo d. C.) cuya obra “De Materia Médica” no
solo sienta las bases para los grandes herbarios europeos de la Edad Media,
sino que se convirtid en el prototipo de nuestras grandes farmacopeas. La
influencia de Dioscorides es abrumadora: hasta el Renacimiento, fue la
autoridad infalible tanto en medicina como en botanica. Gran parte del
conocimiento europeo de plantas surge directamente de los escritos de
Dioscorides (Bruneton, 1991).

Dada la gran cantidad de plantas que se descubrieron en el Continente
Americano, se hicieron los primeros herbarios americanos, el primero de los
cuales fue el “Manuscrito Badiano”. Muchas de las plantas, que los mexicanos
utilizaban como alucinégenos, son de gran importancia en la medicina
moderna, como el peyote y otras ricas en alcaloides (muy utilizadas por la
ginecologia actual). Siguiendo con México, en Coahuila se han encontrado
restos de plantas como el cacto, peyote, mezcal y semillas de castafio
mexicano utilizadas con fines médicos en lugares donde el hombre vivié hace
8000 anos (Trease y Evans, 1993).

La medicina tradicional mexicana es una importante manifestacion cultural,
caracteristica de la vida del pais. Herederas de una larga tradicidon

prehispanica, las culturas indigenas de México han preservado y difundido



formas y procedimientos eficaces para resolver importantes problemas de
salud de la poblacion. Las plantas medicinales son el recurso terapéutico por
excelencia de la medicina tradicional mexicana, entre 70 y 80% de la poblacion
recurre a plantas para curar padecimientos que van de un simple resfriado
hasta aquellos que pueden clasificarse de filiacién cultural (aire, mal de ojo,
etc.) incluyendo enfermedades de tipo gastrointestinal, dermatitis, etc. Sin
embrago, de las mas de 6000 especies usadas con fines terapéuticos en el
pais, solo el 10% han sido estudiadas a nivel farmacolégico, microbiolégico y
fitoquimico, esto es, que unicamente el 10% tiene una convalidacion
experimental de su uso popular (Aguilar et al., 1994).

La existencia de la medicina tradicional mexicana se debe sin duda a la gran
diversidad biologica de nuestro pais. México es reconocido como un pais
megadiverso en el cual estan representados casi todos los tipos de vegetacion
del planeta. Se ha calculado que nuestro pais contiene 10% de la flora del
mundo (Aguilar et al., 1994.) La revisién minuciosa de la literatura, ha permitido
estimar hasta la fecha una riqueza floristica de 22 411 especies (sin incluir casi
un millar adicional de especies introducidas, es decir, que no son nativas del
pais). Estas cifras ubican a México en el tercer lugar de la clasificacién mundial
por su numero de plantas vasculares. Ademas, México tiene uno de los
mayores indices de especies endémicas, es decir, de aquéllas que soélo crecen
en un territorio especifico. Se calcula que 54.2% de las plantas vasculares de
México son especies endémicas (Magafa y Villasefior, 2002).

Entre estas especies endémicas se encuentra Jatropha neopauciflora Pax, de
la familia Euphorbiaceae, una de las mas diversas entre las angiospermas. Su
floracion es durante el periodo de sequia, en el que la planta pierde sus hojas y
solo se observan sus flores de color rojo. Es un arbusto de porte robusto que
alcanza alturas hasta de 2 m. Esta planta es usada en el tratamiento de heridas
e infecciones bucales y cuando existen piezas dentales flojas (para amacizar)
(Canales et al., 2006 y 2005b; Arias et al., 2001). Informes recientes han
descrito la actividad antibacteriana del latex de la corteza de J. neopaucifiora
(Canales, 2005a) (Apéndice 1).



ANTECEDENTES

En general la familia Euphorbiaceae ha sido estudiada ampliamente e incluso
son comercializadas para aliviar diferentes padecimientos, como es el caso de
Croton urucurana (Gurgel, et. al., 2005), que fue probada en cinco hongos
dermatofitos obteniendo resultados positivos en cuanto a la actividad
antifungica, Phyllantus amarus es otra Euphorbiaceae que fue probada sobre
Microsporum gypseum (Abad et al., 2007), el extracto cloroformico de ésta
especie presentd actividad significativa inhibitoria contra este hongo
dermatofito. Ogunnusi y Dosumu en el 2008 realizaron estudios de toxicidad
con cinco extractos de Euphorbia kamerunica mostrando que los extractos de
ésta son altamente toxicos.

El género Jafropha ha sido estudiado fitoquimicamente y en algunos casos se
ha determinado la actividad biolégica de los compuestos aislados como
algunos péptidos ciclicos que actuan sobre la proliferacién de células T y tienen
actividad antimalaria (Baraguey et al., 2000) (Apéndice 2).

Kamergan y colaboradores (1997), realizaron estudios de toxicidad con
Jatropha curcas utilizando un solvente de polaridad baja (éter de petroleo),
obteniendo altos porcentajes de mortalidad. El extracto metandlico de las hojas
de Jatropha gaumeri mostraron una actividad antioxidante significativa (Can-
Ake et al., 2004).

En particular sobre J. neopaucifiora se han realizado escasos estudios
fitoquimicos, como los realizados por Garcia y Delgado (2006 a, b,) de los
cuales obtuvieron sesquiterpenos de la corteza de esta planta, también se han
reportado estudios donde se prob¢ la actividad antibacteriana de esta especie
(Canales 2005a).

Tomando en cuenta lo anterior y la informaciéon del estudio etnobotanico
realizado por Canales et al., (2006), donde se menciona que J. neopauciflora
es utilizada en San Rafael (Puebla) para aliviar enfermedades de posible origen
microbiano es de esperar entonces que esta especie sintetice uno o varios

compuestos con actividad antimicrobiana.



OBJETIVOS.

Objetivo General: Evaluar la actividad antifungica de los extractos de Jafropha

neopaucifiora.

Objetivos particulares:

1. Determinar el rendimiento de los extractos de diferente polaridad obtenidos
mediante la técnica de maceracion.

2. Evaluar cualitativamente y cuantitativamente la actividad antifungica de los
extractos de J. neopaucifiora utilizando el método de difusién en agar Kirby -
Bauler para levaduras y la técnica de inhibicién del crecimiento radial para los
hongos filamentosos.

3. Determinar la toxicidad general de los extractos activos usando el modelo de
Artemia salina.

4. Evaluar la actividad antioxidante de los extractos de J. neopaucifiora
utilizando el método de reduccion del DPPH.

5. Realizar un fraccionamiento biodirigido con el extracto que tuvo mayor
actividad por medio de una cromatografia en columna abierta.

6. Separar las fracciones de diferente polaridad realizando cromatografias de
placa fina.

7. Caracterizar cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios en la
fraccion activa mediante una cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas en un Cromatégrafo de Gases (Modelo 6850)
acoplado a un Espectro de Masas (Modelo 5975C), ambos marca Agilent
Technologies, fabricados en China; columna HP-5MS (fabricada en USA) de 30

metros de longitud, 0.25 mm diametro interno y pelicula de 0.25 pm.



METODOLOGIA

Colecta de material

La planta con la que se realizé este trabajo (J. neopaucifiora) fue colectada en
Agosto de 2008 en el poblado de San Rafael, municipio de Coxcatlan, Puebla
(Apéndice 3). Se depositdé un ejemplar en el Herbario IZTA con el numero
MCMB6.

Obtencién de los extractos

Para la obtencion de los extractos herbales, se tomaron 1000 g. de la parte
aérea de la planta seca de J. neopauciflora, una vez cortada en pedazos
pequenos se obtuvo el extracto metandlico mediante la técnica de maceraciéon
(Dominguez, 1973) (Apéndice 4). Se realizdé una particién del extracto crudo
metandlico con hexanos para determinar que polaridad presenta la actividad
antifungica y si ésta incrementa o disminuye. De esta forma se obtuvieron el
extracto metandlico crudo (M1), el extracto metandlico libre de compuestos no

polares (M2) y el extracto hexanico (H).

Evaluacién de la actividad antifingica.
Para la evaluaciéon de la actividad antifungica se utilizaron las siguientes cepas

de hongos:

Levaduras:

Candida albicans ATCC 14065, Candida albicans ATCC 10231 y Criptococcus
neoformans donadas por el laboratorio de Micologia y Parasitologia de la
Facultad de Medicina UNAM. Dr. Rubén Lopez Martinez (responsable) Dra.
Patricia Manzano Gayoso. Candida albicans aislada de un caso clinico, donada

por el laboratorio de Analisis Clinicos FES lIztacala.

Hongos filamentosos:

Aspergillus niger, Trichophyfon mentagrophytes, Fusarium sporoftrichioides
ATTC NRLL3299, Fusarium moniliforme donadas por el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal de la UBIPRO, FES-lztacala y Rhyzoctfonia solani por el
INIFAP, Celaya, México.



LEVADURAS

Evaluacién cualitativa.

La actividad antifungica sobre levaduras se evaluo de acuerdo con el método
de difusion en agar Kirby-Baler (Vanden Berghe y Vlietinck, 1991) (Apéndice
5). Como control positivo se utilizaron sensidiscos impregnados con Nistatina
(10 pg por disco). Los discos fueron impregnados con 2000 ug del extracto a
probar. Como controles negativos se utilizaron sensidiscos con el solvente
empleado (10uL) para evitar errores en los resultados y comprobar que no
tienen ningun efecto sobre los microorganismos. Todos los bioensayos se

realizaron por triplicado.

HONGOS FILAMENTOSOS

Evaluacién cualitativa.

Para el analisis cualitativo se utilizé la técnica de inhibicion del crecimiento
radial (Apéndice 6) usando una concentracion de 2000 ug por disco del
extracto a probar y como control positivo Ketoconazol (7 pg) y como control
negativo se utilizaron sensidiscos impregnados con 10pL de metanol (Wang y
Bun, 2002).

Evaluacién cuantitativa.

Para la determinacién de la concentracién fungicida media (CFso) y la
concentracion fungicida minima (CFM), se utilizé el método de inhibicion del
crecimiento radial reportado por Wang y Bun, 2002 (Apéndice 6). Las
concentraciones empleadas para los bioensayos fueron: 2000, 1500, 1000,

750, 500, 250, 125 ug/mL., cada bioensayo se realiz6 por triplicado.

Prueba de Toxicidad general:

La prueba de toxicidad general en crustaceos de agua salina /n vivo se llevd a
cabo usando el extracto metandlico de la corteza sobre larvas Nauplio Il de
Artemia salina (Leach), siguiendo el método modificado de Nifo et al. (2006)
con las concentraciones: 1000, 100 y 10 pg/mL, los ensayos se realizaron por

triplicado (Apéndice 7).



Pruebas estadisticas
A los resultados obtenidos de la actividad antifungica se les realizdé un analisis
de varianza (ANOVA de dos factores) para determinar si existen diferencias

significativas sobre sensibilidad entre las cepas fungicas.

Evaluacion Antioxidante
La evaluacion antioxidante se llevd a cabo mediante el método de reduccidn
del radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPHes), método modificado de Murillo

(2006) (Apéndice 8). Se evalud el extracto a diferentes concentraciones (2-30

ppm).

Fraccionamiento Biodirigido.
Se realiz6 una cromatografia en columna abierta, donde la fase estacionaria

fue silica gel de malla 70-230 pm.

La cromatografia en columna abierta se realizé con 25 g. del extracto activo, la

fase movil consistié en mezclas de solvente en orden creciente de polaridad.



RESULTADOS.

Colecta de la planta.

La planta de Jafropha neopaucifiora fue colectada en Agosto de 2008 en el
poblado de San Rafael, municipio de Coxcatlan, Puebla. Los datos de la

especie se presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro 1. Datos etnobotanicos de la especie.

Nombre cientifico  Jafropha neopauciflora

Nombre comun Sangre de grado
Familia Euphorbiaceae

Parte utilizada Parte aérea y latex

Forma de uso Topica

Rendimiento del extracto.

Los extractos obtenidos de la parte aérea de J. neopauciflora (metandlico crudo
M1, metandlico libre de compuestos no polares M2, hexanico y metandlico de
la hoja Mh) se muestran en el cuadro 2. M2 tuvo un mayor rendimiento en
comparacion con el extracto hexanico, lo cual indica que esta especie presenta

una mayor cantidad de compuestos con polaridad alta.

Cuadro 2. Rendimiento del extracto de J. neopaucifiora

Extracto Rendimiento %
(9
M1 31.73 473
M2 30.43 454
Hexanico 1.30 0.19
Mh 6.90 15.23

El rendimiento en % de J. neopaucifiora se calculé con respecto
a 670 g. de la parte aérea. Para la hoja se calcul6 con base en
453 g.



ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Evaluacién cualitativa.

Los resultados obtenidos de la evaluacion antifungica cualitativa demostraron
que tanto el extracto M1 como M2 tienen actividad antifungica sobre las
mismas cepas, ya que la inhibicion se presento en las mismas cepas para los
dos extractos. El extracto hexanico y Mh no presentaron actividad sobre

ninguna cepa fungica ensayada.

Cuadro 3. Evaluacién cualitativa de la actividad antifingica de J. neopaucifiora.
Cepas Fungicas
Planta Extracto Rs RI Fs Fm FmC Tm TmC Asp An

Parte aérea de M1 J J / J J / J x x

J. neopauciflora
M2 J J J J J J J x x

Resultados obtenidos a partir de tres repeticiones V = Inhibicion x = No inhibicion
Rs= Rhizoctonia solani; RI= Rhizoctonia lilacina, Fs= Fusarium sporotrichioides, Fm= Fusarium
moniliforme, FmC= Fusarium monififorme CDBB-H-265, Tm= Trichophyton mentagrophytes,
TmC= Trichophyfon mentagrophytes CDBB-H-1112, Asp= Aspergillus sp., An= Aspergillus

niger.

En cuanto a las levaduras, ningun extracto present6 actividad sobre Candida

albicansy Cripftococcus neoformans.



Evaluacién Cuantitativa.

Rhizoctonia solani.

Los porcentajes de inhibicién de las concentraciones evaluadas para los dos
extractos (M1 y M2) sobre R. solan/i se muestran en el cuadro 4, observando
que el extracto M1 tuvo mayor porcentaje de inhibicion (64.6%) respecto a M2
(63.3%) en la concentracion mas alta (2 mg/mL). En la figura 1 se observa el
comportamiento de los dos extractos sobre R. solani. La CFso= 1.352 mg/mL
para M1 vy para M2 la CFso= 1.519 mg/mL. Se realiz6 una prueba de t para
comparar las pendientes y no existen diferencias significativas en las tazas de

inhibicién de los extractos M1y M2 (T= 1.09, p>.05) sobre R. so/ani.

Cuadro 4. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopaucifiora sobre R. solani

Concentracion M1 M2
(mg/mL) % Inhibicién
0.25 0+0.00 0+0.00
0.50 36 + 0.57 0+0.00
0.75 40 £ 1.00 9.3+1.15
1.00 42.6 + 0.57 46.6 + 0.00
1.50 46.6 + 0.00 53.3+1.00

2.00 64.6 + 0.57 53.3 +1.00
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Figura 1. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y M2 de

J. neopaucifiora sobre Rhizoctonia solani.

Rhizoctonia lilacina.

El porcentaje de inhibicion en R. /ilacina es muy similar en los dos extractos,

aunque ninguno alcanza el 100% de inhibicion (Cuadro 5). La CFso de M1 es

de 0.556 mg/mL y para M2 es de 0.462 mg/mL.

La taza de

inhibicion de

los dos extractos no presentd diferencias

significativas, ya que el comportamiento de los extractos fue muy parecido

(T=.256 p>.05).




Cuadro 5. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopauciflora sobre R. lilacina.

Concentracion M1 M2
(mg/mL) % Inhibicién
0.25 33.3+1.73 426 + 0.57
0.50 46.6 + 0.00 46.6 + 0.00
0.75 58.0+1.15 46.6 + 0.00
1.00 58.0 + 0.57 60.0 + 1.00
1.50 64.6 + 0.57 64.6 + 0.57
2.00 71.3+0.57 73.3 +0.00
M1 M2
y=19.212x+ 35.088 y=18226x+37.396
R2=0.8555 R?= 0.9466
80 -
o f)
0 - . B
:§ 50 / oML
2 g % B
< 40 - v W M2
S 30 - ¢
®
20 -
10
U T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 25

Concentracion (mg/mL)

Figura 2. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los extractos M1y M2 de

J. neopauciflora sobre R. lilacina.




Fusarium sporotrichioides

El extracto M1 presenté mayor porcentaje de inhibicion sobre F.
sporoftrichioides (Cuadro 6). La prueba de T mostré que no hay diferencias
significativas entre M1 y M2 sobre F. sporotrichioides (2.54 p>.05), sin
embargo la concentracion fungicida media fue menor en M1 (CFs0 = 1.510
mg/mL) que en M2 (CFso = 3.83 mg/mL).

Cuadro 6. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopaucifiora sobre F. sporotrichioides

Concentracion M1 M2
(mg/mL) % Inhibicion
0.25 0.00 = 0.00 0.00 + 0.00
0.50 24.4 + 0.57 24.4 + 0.57
0.75 33.3+0.00 33.3+0.00
1.00 42.6 £ 0.57 33.3+£0.00
1.50 49.3 + 0.57 37.8+0.57

2.00 53.3 £ 0.00 46.6 +0.00




M1 M2

1/y=0.0151(1/x) +0.01C0 1/y=0.0115(1/x)+ 0.0170
R?=0.9853 R2=0.9348
60 -
L
. 4// &
| -
// _—m
&
g a0 ~ —m
5 '
'.E 30 - e 4+ M1
£ e M2
@ L
T 20 - Vi
a2 4
10 - /
7/
0 m
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Concentracién mg/mL

Figura 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los extractos M1 y M2 de J.
neopaucifiora sobre F. sporotrichioides.

Fusarium moniliforme

La cepa de F. moniliforme presentdé mayor sensibilidad con el extracto M2 con
un 60% de inhibicion (Cuadro 7).

El extracto M1 presenté una CFso= 1.625 mg/mL y para M2 la CFso fue de
0.818 mg/mL (Fig. 4).

La inhibicion de F. moniliforme fue mas rapida con el extracto M2, aunque la

prueba de T indica que no hay diferencias significativas (T= -.51 p>.05) (Fig.4).




Cuadro 7. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1y

M2 de J. neopauciflora sobre F. moniliforme

Concentracién M1 M2
(mg/mL) % Inhibicién
0.25 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
0.50 33.3+1.00 42.6 £ 0.57
0.75 38.0+1.15 46.6 £ 0.00
1.00 40.0 £ 1.00 53.3+0.57
1.50 49.3 +1.52 56.0 £ 0.57
2.00 56.0 £ 1.15 60.0 £ 1.00
M2
M1 1/y = 0.0045(1/x)+0.0145
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R2=0.9300
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los extractos M1y M2 de

J. neopaucifiora sobre F. moniliforme.




Fusarium moniliforme CDBB-H-265.

A pesar que el extracto M1 mostr6 menor porcentaje de inhibicidon en las
concentraciones bajas, al final tuvo el mismo porcentaje en la concentracion de
2 mg/mL con un 44.6% (Cuadro 8). La CFso= 2.318 mg/mL para M1 y la CFso=
6.85 mg/mL para M2. Los extractos M1 y M2 no presentaron diferencias
significativas en las tazas de inhibicion para F. moniliforme CDBB-H-265 (T=
.63 p>.05).

Cuadro 8. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopauciflora sobre F. moniliforme CDBB-H-265.

Concentracion M1 M2
(mg/mL) % Inhibicién
0.25 0.00 £ 0.00 0.00 = 0.00
0.50 0.00 £ 0.00 26.6 + 0.00
0.75 16.0 £ 0.57 31.1+0.57
1.00 18.0 £ 0.57 36.0 £ 0.57
1.50 33.3+0.00 38.0 £ 0.57

2.00 446 + 0.57 446 +0.57
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Figura 5. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1y M2 de
J. neopaucifiora sobre F. moniliforme C.

Trichophyton mentagrophytes

En el cuadro 9 se observa que para 7. mentagrophytes el extracto M2 tuvo
mayor porcentaje de inhibicion en la mayoria de las concentraciones. La CFso=
2.3820 mg/mL para M1y CFso= 1.2070 mg/mL para M2.

El extracto M2 tuvo una mayor tasa de inhibicion (26.46), alcanzando un
porcentaje de 60%. Aunque no hay diferencias significativas con respecto a M1

(T= -.93 p>.05) (Fig.6).



Cuadro 9. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopauciflora sobre T. mentagrophytes.

Concentracion M1 M2
(mg/mL) % Inhibicién
0.25 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
0.50 244 + 0.57 36.0 + 057
0.75 33.3+0.00 40.0 £ 0.00
1.00 33.3+0.00 48.8 + 0.57
1.50 38.0+1.15 49.3 + 0.57
2.00 56.0+ 0.57 60.0 £ 0.00
1/y=00131(1/x)+0.0145 1/y=0.0070(1/x)+0.0142
R2=0.9241 R:=0.9193
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Figura 6. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1y

M2 de J. neopaucifiora sobre T. mentagrophytes.




Trichophyton mentagrophytes CDBB-H-1112

Fue la unica cepa que tuvo el 100% de inhibicion con los dos extractos con una
concentracion de 4 mg/mL (Cuadro 10).

Para el extracto M1, la CFso= 0.7069 mg/mL, y para M2, la CFso= 0.526 mg/mL.
En la figura 7 se observa que M2 tiene mayor porcentaje de inhibicién, pero la

prueba de T indicé que no hay diferencias significativas (T =-.93 p>.05).

Cuadro 10. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopaucifiora sobre T. mentagrophytes CDBB-H-1112.

Concentracién M1 M2
(mg/mL) % Inhibicién
0.25 31.3+0.57 31.3+0.57
0.50 36.0 £ 0.57 46.6 £ 0.00
0.75 446 £ 0.57 53.3 £1.00
1.00 49.3 + 0.57 69.3 +0.57
1.50 71.3+0.57 86.6 +0.00
2.00 78.0 £ 0.57 91.33 £0.57

4.00 100 + 0.00 100 + 0.00
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Figura 7. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1y M2 de
J. neopauciflora sobre Trichophyton mentagrophytes CDBB-H-1112

Es importante resaltar que el ensayo se realizé con concentraciones mas altas
de extracto, (4, 5, 6, 7 y 8 mg/mL), observando que ninguna cepa alcanzo el
100% de inhibicion a excepcion de 7. mentagrophytes CDBB-H-1112, que con
una concentracion de 4mg/mL, se obtuvo el 100% de inhibicién en los dos
extractos. En las otras cepas a partir de 2 mg/mL se mantuvo el mismo
porcentaje de inhibicién, aun aumentando la concentracion del extracto.

En cuanto a Aspergillus sp., y Aspergillus niger, ninguno de los dos extractos
presentd actividad antifungica, a pesar que también se probaron en
concentraciones mas altas de 2 mg/mL (4, 5, 6, 7 y 8 mg/mL).

En el cuadro 11 se muestra la CFso de los extractos M1y M2, comparados con
el ketoconazol (control positivo). La cepa mas sensible a los dos extractos fue
7. mentagrophytes CDBB-H-1112  con una CFsp =0.765 mg/mL para M1 y
CFs0= 0.526 mg/mL para M2.



Cuadro 11. Evaluacién cuantitativa de los hongos.

Cepa fungica M1 M2 Ketoconazol
CFso CFso CFso

mg/mL mg/mL ug/mL
R. solani 1.352 1.519 19.677
R. lilacina 0.556 0.462 21.566
F. sporotrichioides 1.510 3.83 3.90
F. moniliforme 1.625 0.818 7.55
F. moniliforme CDBB-H-265. 2.318 6.85 3.473

T. mentagrophytes 2.382 1.207 -
T. mentagrophytes CDBB-H-1112 0.765 0.526 1.166
Aspergillus sp Sin Sin 9.757

actividad  actividad

Aspergillus niger Sin Sin 15.297

actividad actividad

CFs0 = concentracion fungicida media.



TOXICIDAD GENERAL

La evaluacién de toxicidad general, se realizd con los extractos M1, M2,
Hexano y Mh de J. neopaucifiora sobre la larva nauplio || de Artemia salina. En
el cuadro 12 se muestran los resultados obtenidos, observando que el mayor

porcentaje de muerte en las tres concentraciones se tiene en los extractos M1y
M2.

Cuadro 12. Porcentaje de muerte de Arfemia salina de los extractos M1, M2,

Hexano y Mh de J. neopaucifiora

CONCENTRACION % DE MUERTE
ppm M 1 M2 HEXANO Mh
1000 100 100 97 100
100 77 87 54 37
10 37 47 23 30

En el cuadro 13 se tienen los datos calculados de la toxicidad media para cada
uno de los extractos ensayados. Estos datos fueron obtenidos con base a los

modelos calculados.

Cuadro 13. Toxicidad media de los diferentes extractos de J. neopaucifiora

Extracto CLso (ppm) Toxicidad
M1 17.42 Fuerte
M2 11.286 Fuerte

Hexanico 41.66 Fuerte
Mh 289.61 Moderada

Toxicidad segtin el criterio de Nifio et al. (2006).

Control positivo: Acido galico (CLso= 321.5 ppm).



El extracto M1 obtuvo una CLsp de 17.42 ppm, mostrando que el extracto tiene

una toxicidad fuerte segun el método modificado de Nifo et. al., 2006 (Fig. 8).
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Figura 8. Porcentaje de muerte de Arfernia salina con el extracto M1 de J.
neopauciflora

El extracto M2 tuvo un mayor porcentaje de muerte en las tres concentraciones
en comparacion con todos los extractos, y su CLsp de 11.286 ppm, muestra que

el extracto es de toxicidad fuerte (Fig. 9).
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Figura 9. Porcentaje de muerte de Arfernia salina con el extracto M2 de J.
neopauciflora.




La CLsp del extracto hexanico es de 41.66 ppm. mostrando que este extracto es

de toxicidad fuerte (Fig. 10).
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Figura 10. Porcentaje de muerte de Arfemia salina con el extracto Hexanico de J.

neopauciflora

Para la hoja de J. neopaucifiora la toxicidad que presenta es moderada, la CLso

fue de 289.61 ppm. (Fig. 11).
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Figura 11. Porcentaje de muerte de Arfemia salina con el extracto Mh de J.

neopaucifiora




ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
La evaluacién de la actividad antioxidante se llevd a cabo con los extractos M1,
M2 y Mh de J. neopauciflora (Cuadro 14). Los valores de la CAsp fueron

obtenidos con base a los modelos calculados con los datos graficados en la

figura 12.
Cuadro 14. Actividad antioxidante media de los
diferentes extractos de J. neopaucifiora.
Extracto CAso (mg/mL).
M1 105
M2 108.8
Mh 31.42
Control positivo: Catequina (CAso=2.83 mg/mL).
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Fig.12. Porcentaje de reduccién de los extractos de J. neopaucifiora comparados con
el control positivo (catequina).

El extracto Mh fue el que presentd mejor actividad antioxidante en comparacién

con M1y M2 ya que present6 una CAsode 31.42 ppm.



FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO
De la cromatografia en columna abierta del extracto M2, se obtuvieron 48
fracciones de las cuales 32 mostraron actividad antifungica sobre 7.
mentagrophytes. En el cuadro 12 se muestra el rendimiento y la actividad en
cada fraccion.
Cuadro 15. Rendimiento del extracto M2 y actividad antifiingica sobre 7.
mentagrophytes CDBB-H-1112.

Fase movil Fraccion Rendimiento Actividad
(gr)-
H 1 2.3311 v
2 0.3944 v
H9: AcOEt 1 3 0.3540 v
H8: AcOEt 2 4 0.0984 J
5 0.1924 v
6 0.0683 J
7 0.1358 v
H7: AcOEt 3 8 0.3699 J
9 0.0298 v
10 0.0736 v
11 0.3507 J
H7:AcOEt 3 12 0.0230 x
13 0.0651 J
14 0.1249 v

15 0.1334 v




H6:AcOEt 4

H5:AcOEt 5

H4:AcOEt 6

H3: AcOEt 7

H2: AcOEt 8

H1:AcOEt 9

AcOEt

AcOET9:MeOH 1

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

0.2687

0.1104

0.1262

0.1327

0.1606

0.0521

0.328

0.3465

0.4194

0.2297

0.1323

0.0479

0.0463

0.2111

0.0556

0.1236

0.2372

0.5823

0.4217

0.418

0.2984




37 0.2461 v

38 0.0177 J

AcOEt 8:MeOH 2 39 0.1971 v
40 0.3026 J

41 0.7459 v

AcOEt 7:MeOH 3 42 0.0186 v
43 0.2148 x

44 0.1808 x

AcOEt 6:MeOH 4 45 0.1728 x
AcOEt 5:MeOH 5 46 0.0926 x
MeOH 47 1.1605 v

48 3.2775 x

Actividad = ¥ Sin actividad = x
H: hexano, AcOEt: acetato de etilo, MeOH: metanol.



Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

La fraccion 41 al presentar uno de los mayores rendimientos, mayor actividad
en las pruebas cualitativas sobre 7. mentagrophyfes, y la formacion de
cristales, fue sometida a una cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, mostrando que esta fraccidén contiene B- sitosterol,

lupeol y arabinitol (Fig. 13).
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Fig. 13. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de la fraccién
41 de J. neopaucifiora.



RESULTADOS.

Colecta de la planta.

La planta de Jafropha neopaucifiora fue colectada en Agosto de 2008 en el
poblado de San Rafael, municipio de Coxcatlan, Puebla. Los datos de la

especie se presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro 1. Datos etnobotanicos de la especie.

Nombre cientifico  Jafropha neopauciflora

Nombre comun Sangre de grado
Familia Euphorbiaceae

Parte utilizada Parte aérea y latex

Forma de uso Topica

Rendimiento del extracto.

Los extractos obtenidos de la parte aérea de J. neopauciflora (metandlico crudo
M1, metandlico libre de compuestos no polares M2, hexanico y metandlico de
la hoja Mh) se muestran en el cuadro 2. M2 tuvo un mayor rendimiento en
comparacion con el extracto hexanico, lo cual indica que esta especie presenta

una mayor cantidad de compuestos con polaridad alta.

Cuadro 2. Rendimiento del extracto de J. neopaucifiora

Extracto Rendimiento %
(9
M1 31.73 473
M2 30.43 454
Hexanico 1.30 0.19
Mh 6.90 15.23

El rendimiento en % de J. neopaucifiora se calculé con respecto
a 670 g. de la parte aérea. Para la hoja se calcul6 con base en
453 g.



ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Evaluacién cualitativa.

Los resultados obtenidos de la evaluacion antifungica cualitativa demostraron
que tanto el extracto M1 como M2 tienen actividad antifungica sobre las
mismas cepas, ya que la inhibicion se presento en las mismas cepas para los
dos extractos. El extracto hexanico y Mh no presentaron actividad sobre

ninguna cepa fungica ensayada.

Cuadro 3. Evaluacién cualitativa de la actividad antifingica de J. neopaucifiora.
Cepas Fungicas
Planta Extracto Rs RI Fs Fm FmC Tm TmC Asp An

Parte aérea de M1 J J / J J / J x x

J. neopauciflora
M2 J J J J J J J x x

Resultados obtenidos a partir de tres repeticiones V = Inhibicion x = No inhibicion
Rs= Rhizoctonia solani; RI= Rhizoctonia lilacina, Fs= Fusarium sporotrichioides, Fm= Fusarium
moniliforme, FmC= Fusarium monififorme CDBB-H-265, Tm= Trichophyton mentagrophytes,
TmC= Trichophyfon mentagrophytes CDBB-H-1112, Asp= Aspergillus sp., An= Aspergillus

niger.

En cuanto a las levaduras, ningun extracto present6 actividad sobre Candida

albicansy Cripftococcus neoformans.



Evaluacién Cuantitativa.

Rhizoctonia solani.

Los porcentajes de inhibicién de las concentraciones evaluadas para los dos
extractos (M1 y M2) sobre R. solan/i se muestran en el cuadro 4, observando
que el extracto M1 tuvo mayor porcentaje de inhibicion (64.6%) respecto a M2
(63.3%) en la concentracion mas alta (2 mg/mL). En la figura 1 se observa el
comportamiento de los dos extractos sobre R. solani. La CFso= 1.352 mg/mL
para M1 vy para M2 la CFso= 1.519 mg/mL. Se realiz6 una prueba de t para
comparar las pendientes y no existen diferencias significativas en las tazas de

inhibicién de los extractos M1y M2 (T= 1.09, p>.05) sobre R. so/ani.

Cuadro 4. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopaucifiora sobre R. solani

Concentracion M1 M2
(mg/mL) % Inhibicién
0.25 0+0.00 0+0.00
0.50 36 + 0.57 0+0.00
0.75 40 £ 1.00 9.3+1.15
1.00 42.6 + 0.57 46.6 + 0.00
1.50 46.6 + 0.00 53.3+1.00

2.00 64.6 + 0.57 53.3 +1.00
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Figura 1. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y M2 de

J. neopaucifiora sobre Rhizoctonia solani.

Rhizoctonia lilacina.

El porcentaje de inhibicion en R. /ilacina es muy similar en los dos extractos,

aunque ninguno alcanza el 100% de inhibicion (Cuadro 5). La CFso de M1 es

de 0.556 mg/mL y para M2 es de 0.462 mg/mL.

La taza de

inhibicion de

los dos extractos no presentd diferencias

significativas, ya que el comportamiento de los extractos fue muy parecido

(T=.256 p>.05).




Cuadro 5. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopauciflora sobre R. lilacina.

Concentracion M1 M2
(mg/mL) % Inhibicién
0.25 33.3+1.73 426 + 0.57
0.50 46.6 + 0.00 46.6 + 0.00
0.75 58.0+1.15 46.6 + 0.00
1.00 58.0 + 0.57 60.0 + 1.00
1.50 64.6 + 0.57 64.6 + 0.57
2.00 71.3+0.57 73.3 +0.00
M1 M2
y=19.212x+ 35.088 y=18226x+37.396
R2=0.8555 R?= 0.9466
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los extractos M1y M2 de

J. neopauciflora sobre R. lilacina.




Fusarium sporotrichioides

El extracto M1 presenté mayor porcentaje de inhibicion sobre F.
sporoftrichioides (Cuadro 6). La prueba de T mostré que no hay diferencias
significativas entre M1 y M2 sobre F. sporotrichioides (2.54 p>.05), sin
embargo la concentracion fungicida media fue menor en M1 (CFs0 = 1.510
mg/mL) que en M2 (CFso = 3.83 mg/mL).

Cuadro 6. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopaucifiora sobre F. sporotrichioides

Concentracion M1 M2
(mg/mL) % Inhibicion
0.25 0.00 = 0.00 0.00 + 0.00
0.50 24.4 + 0.57 24.4 + 0.57
0.75 33.3+0.00 33.3+0.00
1.00 42.6 £ 0.57 33.3+£0.00
1.50 49.3 + 0.57 37.8+0.57

2.00 53.3 £ 0.00 46.6 +0.00
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los extractos M1 y M2 de J.
neopaucifiora sobre F. sporoftrichioides.

Fusarium moniliforme

La cepa de F. moniliforme presentdé mayor sensibilidad con el extracto M2 con
un 60% de inhibicion (Cuadro 7).

El extracto M1 presenté una CFso= 1.625 mg/mL y para M2 la CFso fue de
0.818 mg/mL (Fig. 4).

La inhibicion de F. moniliforme fue mas rapida con el extracto M2, aunque la

prueba de T indica que no hay diferencias significativas (T= -.51 p>.05) (Fig.4).




Cuadro 7. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopauciflora sobre F. moniliforme

Concentracién M1 M2
(mg/mL) % Inhibicién
0.25 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
0.50 33.3+1.00 42.6 £ 0.57
0.75 38.0+1.15 46.6 £ 0.00
1.00 40.0 £ 1.00 53.3+0.57
1.50 49.3 +1.52 56.0 £ 0.57
2.00 56.0 £ 1.15 60.0 £ 1.00
M2
M1 1/y = 0.0045(1/x)+0.0145
1/y =0.0078(1/x)+0.0152 R2=09712
R2=0.9300
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los extractos M1y M2 de

J. neopaucifiora sobre F. moniliforme.




Fusarium moniliforme CDBB-H-265.

A pesar que el extracto M1 mostr6 menor porcentaje de inhibicidon en las
concentraciones bajas, al final tuvo el mismo porcentaje en la concentracion de
2 mg/mL con un 44.6% (Cuadro 8). La CFso= 2.318 mg/mL para M1 y la CFso=
6.85 mg/mL para M2. Los extractos M1 y M2 no presentaron diferencias
significativas en las tazas de inhibicion para F. moniliforme CDBB-H-265 (T=
.63 p>.05).

Cuadro 8. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopauciflora sobre F. moniliforme CDBB-H-265.

Concentracion M1 M2
(mg/mL) % Inhibicién
0.25 0.00 £ 0.00 0.00 = 0.00
0.50 0.00 £ 0.00 26.6 + 0.00
0.75 16.0 £ 0.57 31.1+0.57
1.00 18.0 £ 0.57 36.0 £ 0.57
1.50 33.3+0.00 38.0 £ 0.57

2.00 446 + 0.57 446 +0.57
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Figura 5. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1y M2 de
J. neopaucifiora sobre F. moniliforme C.

Trichophyton mentagrophytes

En el cuadro 9 se observa que para 7. mentagrophytes el extracto M2 tuvo
mayor porcentaje de inhibicion en la mayoria de las concentraciones. La CFso=
2.3820 mg/mL para M1y CFso= 1.2070 mg/mL para M2.

El extracto M2 tuvo una mayor tasa de inhibicion (26.46), alcanzando un
porcentaje de 60%. Aunque no hay diferencias significativas con respecto a M1

(T= -.93 p>.05) (Fig.6).



Cuadro 9. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopauciflora sobre T. mentagrophytes.

Concentracion M1 M2
(mg/mL) % Inhibicién
0.25 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
0.50 244 + 0.57 36.0 + 057
0.75 33.3+0.00 40.0 £ 0.00
1.00 33.3+0.00 48.8 + 0.57
1.50 38.0+1.15 49.3 + 0.57
2.00 56.0+ 0.57 60.0 £ 0.00
1/y=00131(1/x)+0.0145 1/y=0.0070(1/x)+0.0142
R2=0.9241 R:=0.9193
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Figura 6. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1y

M2 de J. neopaucifiora sobre T. mentagrophytes.




Trichophyton mentagrophytes CDBB-H-1112

Fue la unica cepa que tuvo el 100% de inhibicion con los dos extractos con una
concentracion de 4 mg/mL (Cuadro 10).

Para el extracto M1, la CFso= 0.7069 mg/mL, y para M2, la CFso= 0.526 mg/mL.
En la figura 7 se observa que M2 tiene mayor porcentaje de inhibicién, pero la

prueba de T indicé que no hay diferencias significativas (T =-.93 p>.05).

Cuadro 10. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1 y

M2 de J. neopaucifiora sobre T. mentagrophytes CDBB-H-1112.

Concentracién M1 M2
(mg/mL) % Inhibicién
0.25 31.3+0.57 31.3+0.57
0.50 36.0 £ 0.57 46.6 £ 0.00
0.75 446 £ 0.57 53.3 £1.00
1.00 49.3 + 0.57 69.3 +0.57
1.50 71.3+0.57 86.6 +0.00
2.00 78.0 £ 0.57 91.33 £0.57

4.00 100 + 0.00 100 + 0.00




M2
M1 1/y = 0.0060(1/x)+0.0086
11y = 0.0057(1/x) + 0.0118 Rz=0.979¢
Rz =0.8458
120 -
100 - " m
_—'—//_F’_ _,—'—'—'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_
) .//!f -
Q —
g g
£ 60 - S
£ /l/
@ +
S a0 - ' ¢
3= .///’
20 - ‘
CI T T T T T T T 1
¢} 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5
Concentracion mg/mL

Figura 7. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los extractos M1y M2 de
J. neopauciflora sobre Trichophyton mentagrophytes CDBB-H-1112

Es importante resaltar que el ensayo se realizé con concentraciones mas altas
de extracto, (4, 5, 6, 7 y 8 mg/mL), observando que ninguna cepa alcanzo el
100% de inhibicion a excepcion de 7. mentagrophytes CDBB-H-1112, que con
una concentracion de 4mg/mL, se obtuvo el 100% de inhibicién en los dos
extractos. En las otras cepas a partir de 2 mg/mL se mantuvo el mismo
porcentaje de inhibicién, aun aumentando la concentracion del extracto.

En cuanto a Aspergillus sp., y Aspergillus niger, ninguno de los dos extractos
presentd actividad antifungica, a pesar que también se probaron en
concentraciones mas altas de 2 mg/mL (4, 5, 6, 7 y 8 mg/mL).

En el cuadro 11 se muestra la CFso de los extractos M1y M2, comparados con
el ketoconazol (control positivo). La cepa mas sensible a los dos extractos fue
7. mentagrophytes CDBB-H-1112  con una CFsp =0.765 mg/mL para M1 y
CFs0= 0.526 mg/mL para M2.



Cuadro 11. Evaluacién cuantitativa de los hongos.

Cepa fungica M1 M2 Ketoconazol
CFso CFso CFso

mg/mL mg/mL ug/mL
R. solani 1.352 1.519 19.677
R. lilacina 0.556 0.462 21.566
F. sporotrichioides 1.510 3.83 3.90
F. moniliforme 1.625 0.818 7.55
F. moniliforme CDBB-H-265. 2.318 6.85 3.473

T. mentagrophytes 2.382 1.207 -
T. mentagrophytes CDBB-H-1112 0.765 0.526 1.166
Aspergillus sp Sin Sin 9.757

actividad  actividad

Aspergillus niger Sin Sin 15.297

actividad actividad

CFs0 = concentracion fungicida media.



TOXICIDAD GENERAL

La evaluacién de toxicidad general, se realizd con los extractos M1, M2,
Hexano y Mh de J. neopaucifiora sobre la larva nauplio || de Artemia salina. En
el cuadro 12 se muestran los resultados obtenidos, observando que el mayor

porcentaje de muerte en las tres concentraciones se tiene en los extractos M1y
M2.

Cuadro 12. Porcentaje de muerte de Arfemia salina de los extractos M1, M2,

Hexano y Mh de J. neopaucifiora

CONCENTRACION % DE MUERTE
ppm M 1 M2 HEXANO Mh
1000 100 100 97 100
100 77 87 54 37
10 37 47 23 30

En el cuadro 13 se tienen los datos calculados de la toxicidad media para cada
uno de los extractos ensayados. Estos datos fueron obtenidos con base a los

modelos calculados.

Cuadro 13. Toxicidad media de los diferentes extractos de J. neopaucifiora

Extracto CLso (ppm) Toxicidad
M1 17.42 Fuerte
M2 11.286 Fuerte

Hexanico 41.66 Fuerte
Mh 289.61 Moderada

Toxicidad segtin el criterio de Nifio et al. (2006).

Control positivo: Acido galico (CLso= 321.5 ppm).



El extracto M1 obtuvo una CLsp de 17.42 ppm, mostrando que el extracto tiene

una toxicidad fuerte segun el método modificado de Nifo et. al., 2006 (Fig. 8).
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Figura 8. Porcentaje de muerte de Arfernia salina con el extracto M1 de J.
neopauciflora

El extracto M2 tuvo un mayor porcentaje de muerte en las tres concentraciones
en comparacion con todos los extractos, y su CLsp de 11.286 ppm, muestra que

el extracto es de toxicidad fuerte (Fig. 9).
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Figura 9. Porcentaje de muerte de Arfernia salina con el extracto M2 de J.
neopaucifiora.




La CLsp del extracto hexanico es de 41.66 ppm. mostrando que este extracto es

de toxicidad fuerte (Fig. 10).
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Figura 10. Porcentaje de muerte de Arfemia salina con el extracto Hexanico de J.

neopauciflora

Para la hoja de J. neopaucifiora la toxicidad que presenta es moderada, la CLso

fue de 289.61 ppm. (Fig. 11).
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Figura 11. Porcentaje de muerte de Arfemia salina con el extracto Mh de J.

neopaucifiora




ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
La evaluacién de la actividad antioxidante se llevd a cabo con los extractos M1,
M2 y Mh de J. neopauciflora (Cuadro 14). Los valores de la CAsp fueron

obtenidos con base a los modelos calculados con los datos graficados en la

figura 12.
Cuadro 14. Actividad antioxidante media de los
diferentes extractos de J. neopaucifiora.
Extracto CAso (mg/mL).
M1 105
M2 108.8
Mh 31.42
Control positivo: Catequina (CAso=2.83 mg/mL).
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Fig.12. Porcentaje de reduccién de los extractos de J. neopaucifiora comparados con
el control positivo (catequina).

El extracto Mh fue el que presentd mejor actividad antioxidante en comparacién

con M1y M2 ya que present6 una CAsode 31.42 ppm.



FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO
De la cromatografia en columna abierta del extracto M2, se obtuvieron 48
fracciones de las cuales 32 mostraron actividad antifungica sobre 7.
mentagrophytes. En el cuadro 12 se muestra el rendimiento y la actividad en
cada fraccion.
Cuadro 15. Rendimiento del extracto M2 y actividad antifiingica sobre 7.
mentagrophytes CDBB-H-1112.

Fase movil Fraccion Rendimiento Actividad
(gr)-
H 1 2.3311 v
2 0.3944 v
H9: AcOEt 1 3 0.3540 v
H8: AcOEt 2 4 0.0984 J
5 0.1924 v
6 0.0683 J
7 0.1358 v
H7: AcOEt 3 8 0.3699 J
9 0.0298 v
10 0.0736 v
11 0.3507 J
H7:AcOEt 3 12 0.0230 x
13 0.0651 J
14 0.1249 v

15 0.1334 v




H6:AcOEt 4

H5:AcOEt 5

H4:AcOEt 6

H3: AcOEt 7

H2: AcOEt 8

H1:AcOEt 9

AcOEt

AcOET9:MeOH 1

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

0.2687

0.1104

0.1262

0.1327

0.1606

0.0521

0.328

0.3465

0.4194

0.2297

0.1323

0.0479

0.0463

0.2111

0.0556

0.1236

0.2372

0.5823

0.4217

0.418

0.2984




37 0.2461 v

38 0.0177 J

AcOEt 8:MeOH 2 39 0.1971 v
40 0.3026 J

41 0.7459 v

AcOEt 7:MeOH 3 42 0.0186 v
43 0.2148 x

44 0.1808 x

AcOEt 6:MeOH 4 45 0.1728 x
AcOEt 5:MeOH 5 46 0.0926 x
MeOH 47 1.1605 v

48 3.2775 x

Actividad = ¥ Sin actividad = x
H: hexano, AcOEt: acetato de etilo, MeOH: metanol.



Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

La fraccion 41 al presentar uno de los mayores rendimientos, mayor actividad
en las pruebas cualitativas sobre 7. mentagrophyfes, y la formacion de
cristales, fue sometida a una cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, mostrando que esta fraccidén contiene B- sitosterol,

lupeol y arabinitol (Fig. 13).
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Fig. 13. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de la fraccién
41 de J. neopaucifiora.



DISCUSION.

En las ultimas décadas se ha observado no sélo un notable aumento de las
infecciones causadas por hongos en todo el mundo sino un incremento de la
resistencia farmacoldgica que han mostrado varias especies de hongos a los
diferentes antimicéticos que se utilizan en la practica médica. Esta situacion ha
llevado a la busqueda de nuevos antifungicos de origen natural. En las plantas,
se han identificado una serie de moléculas con actividad contra diferentes
géneros y especies de hongos de importancia clinica para los humanos,
convirtiéndose en una alternativa para el desarrollo y la formulacién de nuevos
farmacos antimicoticos con menores efectos secundarios, mayor espectro de
accion y menor costo que los disponibles actualmente para el tratamiento de
las infecciones por hongos (Mesa, et al., 2004).

El latex e infusiones de la parte aérea de Jafropha neopaucifiora es utilizada en
San Rafael Coxcatlan, Puebla para el tratamiento de heridas e infecciones
bucales, cuando existen piezas dentales flojas y contra el pie de atleta y el mal
olor que este produce (Canales et al., 2006; Arias et al., 2001). Ademas, el
género Jatropha ha sido reportado por tener actividad antibacteriana,
anticancerigena, e insecticida por varios autores como Canales et al. (2005b),
Mothana et al. (2005), Hamza et al. (2006). Es importante resaltar que el tipo
de vegetacion en donde se registran mas especies de Jafropha en Puebla es el
bosque tropical caducifolio seguido por el matorral xerdfilo, estos tipos de
vegetacion tienen un gran porcentaje de especies de éste género que son
endémicas en México (Rodriguez, et al., 2009). Los resultados obtenidos en
este trabajo confirman que la especie J. neopauciflora inhibe el crecimiento de
hongos mostrando una toxicidad general fuerte y actividad antioxidante.

Por los rendimientos obtenidos, se observa que esta planta tiene en su mayoria
compuestos de naturaleza polar, ya que el rendimiento del extracto hexanico
fue menor en comparacién con M1 y M2 (Cuadro 2). Aunado a lo anterior, se
ha reportado que esta especie presenta una gran cantidad de latex en sus
tallos y los compuestos presentes en éste en su mayoria también son de
naturaleza polar. El latex fue sometido a extraccion con hexanos y el

rendimiento de este extracto fue muy pobre (Canales, 2005b).



En cuanto a la actividad antifungica, los extractos M1 y M2 mostraron actividad
en todas las cepas ensayadas a excepcion de Aspergillus sp. y Aspergillus
niger, esto se debe al desarrollo de mecanismos de resistencia a los
antimicéticos por estas dos cepas, explicadas en parte porque la mayoria de
los farmacos son fungistaticos y por la administraciéon prolongada de los
tratamientos en el tiempo, que permite la seleccidén de clones resistentes. Entre
los mecanismos de resistencia utilizados por los hongos es importante hacer
referencia a la sobreproduccion de blancos enzimaticos, la implementacion de
vias metabdlicas alternas y la produccion de bombas de flujo externo que
expulsan los medicamentos al espacio extracelular (Loeffler y Stevens, 2003).
El extracto hexanico no present6 actividad en ninguna cepa ensayada, esto se
debe a que los compuestos activos responsables de la actividad antifungica
son de naturaleza polar. Sin embargo, a pesar de que el extracto Mh es de
naturaleza polar (metandlico) tampoco mostré actividad antifungica, lo cual
indica que la actividad se localiza principalmente en el extracto metandlico del
tallo.

Los extractos M1 y M2 mostraron un comportamiento similar en todas las
cepas ensayadas (Cuadro 11), no hubo diferencias significativas entre los
extractos.

La cepa mas sensible a los extractos fue 7. mentagrophytes, un hongo
dermatofito, con una CFso= 0.70 mg/mL para M1 y CFso = 0.52 mg/mL para
M2 y fue la unica cepa que alcanzo el 100% de inhibicion con una CFM de 4
mg/mL (Cuadros 10 y 11; Figura 7), estos resultados concuerdan con la
informacion etnobotanica, ya que se reporta que esta planta se utiliza para el
tratamiento contra el pie de atleta, y el hongo responsable de esta infeccidn es
7. mentagrophytes (Arias et al., 2001),

Es importante mencionar que los extractos tienen una concentracion elevada
en comparacién con el control positivo, esto se debe a que el ketoconazol es
un compuesto puro y que los extractos son una mezcla de compuestos, y que
tal vez el o los principios activos responsables de la actividad pueden estar en
concentraciones muy pequefias. También se esperaria que los extractos
tengan el mismo mecanismo de accion que el ketoconazol, que siendo del

grupo de los azoles actua a nivel de la membrana citoplasmatica inhibiendo la



enzima citocromo P-450 que intervine en la sintesis del ergosterol, que es el
mayor esterol de la membrana celular del hongo (Escobar y Zuluaga, 2004).
Otras plantas de la familia Euphorbiaceae también han sido estudiadas para
probar su actividad antifungica, como es el caso de Crofon urucurana (Gurgel
et al., 2005), que fue probada en cinco hongos dermatofitos: 7. tonsurans, T.
mentagrophytes, T. rubrum, Microsporum canis y Epidermophyfon floccossum,
utilizando el método de difusion en agar, los resultados fueron positivos con
una CFso de 1.25-2.5 mg/mL. Phyllantus amarus es otra Euphorbiaceae que fue
probada sobre un hongo dermatofito (Microsporum gypseum), el extracto
cloroférmico de la parte aérea de ésta planta presentd una actividad
significativa inhibitoria contra este hongo dermatofito (Abad, et al., 2007). Estos
estudios respaldan los resultados obtenidos en este trabajo, pues las dos
especies mencionadas tuvieron actividad antifungica sobre hongos
dermatofitos al igual que J. neopaucifiora sobre T. mentagrophytes.

Para la evaluacion de la toxicidad general de J. neopaucifiora se llevé a cabo el
ensayo de letalidad de Arfemia salina, el cual se basa en la posibilidad de
causar la muerte de larvas de este crustaceo cultivadas en el laboratorio,
siendo esta una herramienta util y sencilla para la determinacién preliminar de
toxicidad de extractos de plantas. Este método determina el valor de la
concentracion letal media (CLso) del extracto en medio salino (Fernandez-
Calienes et al., 2009).

El unico extracto que presentd una toxicidad moderada fue Mh con una CLsg de
290 ppm, mientras que los otros tres extractos presentaron una actividad fuerte
(CLsode 17.42 ppm para M1, CLso de 11.28 ppm para M2, y una CLso de 41.66
ppm para el extracto hexanico) (Cuadro 12), posiblemente sea porque el tallo
de la planta esta mas expuesto a depredadores y por tal motivo la planta debe
crear mecanismos de defensa. Ademas los extractos que tuvieron actividad
antifungica (M1 y M2) presentaron una toxicidad fuerte, este dato es
importante, ya que si el tallo de la planta se utilizara para aliviar infecciones por
hongos, es necesario dosificar su uso para que no existan reacciones
secundarias dafinas en el ser humano.

Cabe mencionar que el 100% de muerte en los extractos de toxicidad fuerte se

obtuvo con 1000 ppm, estos resultados se asemejan a las pruebas de toxicidad



que se realizaron con el tallo Euphorbia kamerunica, utilizando cinco extractos
diferentes (hexanico, éter dietilico , acetato de etilo, metanol y acuoso)
mostrando que los extractos de ésta, son altamente toxicos a la concentraciéon
mencionada (Ogunnusi, 2008). En este mismo trabajo también se menciona
que el extracto hexanico de E. kamerunica a 10 ppm tuvo un 90% de
mortalidad, mientras que J. neopauciflora con el mismo extracto y
concentracion solo tuvo el 23% de mortalidad.

Karmegan y colaboradores (1997), realizaron estudios de toxicidad con el
extracto de las hojas frescas de Jafropha curcas utilizando un solvente de
polaridad baja (éter de petrdleo), obteniendo altos porcentajes de mortalidad a
altas concentraciones del extracto.

Los datos anteriores muestran que la toxicidad en la familia Euphorbiaceae es
fuerte, aunque el grado de toxicidad puede variar dependiendo la parte de la
planta que se utilice y del solvente para la obtencion del extracto.

Por otro lado se sabe que en un proceso infeccioso, el sistema inmunitario
responde mediante diversas reacciones de defensa generando radicales libres
que son sustancias oxidantes que inhiben el crecimiento de los
microorganismos causantes de la enfermedad. Estos compuestos oxidantes,
que son radicales libres (como el perdxido de hidrégeno,) también afectan a las
células del humano, por lo cual se consider6 pertinente evaluar la actividad
antioxidante de esta especie.

Los radicales libres son protagonistas de numerosas enfermedades que
provocan reacciones en cadena, estas reacciones solo son eliminadas por la
accion de otras moléculas en estos procesos toxicos en el organismo, los
llamados sistemas antioxidantes defensivos. Un antioxidante es una molécula
capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas (Céspedes y
Sanchez 2000).

El estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis de muchas enfermedades
humanas, es por ello que el uso de antioxidantes en farmacologia es estudiado
de forma intensiva, actualmente existen diversos métodos para determinar la
actividad antioxidante, los cuales se basan en su capacidad para captar
radicales libres. Entre ellos se encuentra el uso del 2,2-difenil-1-picril hidracilo

(DPPHe), el cual consiste en un radical con un electron desapareado y es de



color azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido por la reaccion de la
presencia de una sustancia antioxidante, siendo medida
espectrofotométricamente a 517 nm. Por diferencia de absorbancia se
determina el porcentaje de captacion de radical libre DPPHe (Ramos et al.,
2008).

La actividad antioxidante de M1 mostré6 el valor de CAsp de 105 ppm., para M2
la CAso fue de 109 ppm y por ultimo para el extracto Mh la CAso fue de 31.42
ppm. (Cuadro 13, Figura 12). Los resultados muestran que el extracto Mh que
es de polaridad alta, tiene una mejor actividad antioxidante ya que necesita
menor cantidad de extracto para reducir el DPPHe, este resultado coincide con
un estudio cualitativo sobre Jafropha gaumeri, ya que el extracto metandlico de
las hojas mostré una actividad antioxidante significativa y la presencia de (3-
sitosterol (Can-Ake, et al., 2004).

Como el extracto M2 fue el que tuvo la mejor actividad antifungica, se realiz6
una cromatografia en columna con 25 g. de este extracto. Esta técnica se
emplea para separar los componentes individuales de una mezcla y, en ciertos
casos, para identificar un compuesto comparando su comportamiento
cromatografico con el de sustancias conocidas empleadas como patron
(Gutierrez y Droguet, 2002).

De esta cromatografia se obtuvieron 51 fracciones, de las cuales 43 fracciones
mostraron actividad, las cuales van de una polaridad baja a la mas alta. Estos
resultados muestran que el o los compuestos responsables se encuentran
distribuidos desde la polaridad mas baja (hexano) hasta la polaridad mas alta
(metanol) (Garcia y Delgado, 2006).

Por su rendimiento y actividad en las pruebas cualitativas sobre 7.
mentagrophytes, la fraccion 41 fue sometida a una cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas.

Entre los compuestos que se obtuvieron de esta cromatografia se encuentra el
B-sitosterol, el cual es un compuesto quimico que pertenece al grupo de los
fitosteroles. Gubitz y colaboradores (1999), reportaron la presencia de B-
sitosterol en tallo, hoja, raiz y semilla de J. curcas. En el extracto metandlico de
las hojas de Jafropha gaumeri también se reportdé la presencia de este

compuesto (Can-Ake, et al., 2004). Por todo lo anterior, es de suponerse que el



B-sitosterol se encuentra presente en el género Jafropha, y esta distribuido en
todas las partes de esta planta.

El lupeol fue otro compuesto que se obtuvo de esta cromatografia, este terpeno
posee una amplia gama de propiedades medicinales como son: potente
antioxidante, anti- mutagénico y por tener efectos anti- inflamatorios y anti-
artriticos (Rodriguez-Gamboa, et. al., 2001).

Adebowale y colaboradores (2006), al realizar un estudio sobre la composicion
quimica de J. curcas, observaron la presencia de lupeol en las semillas de esta
planta.

El género Colliguaja, de la familia Euphorbiaceae también presenta entre otros,
la presencia de este terpeno (Bittner et al., 2001). Por esta informacién, podria
suponerse que el lupeol se encuentra distribuido en la familia Euphorbiaceae, y
que por las referencias revisadas, este terpeno probablemente podria ser uno
de los responsables de la actividad antioxidante.

Finalmente, arabinitol fue otro compuesto presente en esta cromatografia, el
cual se ha reportado que participa en mantener el equilibrio osmético en los
vegetales (Bittner et al., 2001). Lo antes mencionado es razonable de
considerar para J. neopaucifiora, ya que habita en zonas donde el clima es

arido con lluvias en verano (Garcia, 1981).



CONCLUSIONES
» Los extractos M1 y M2 presentaron actividad antifungica sobre siete
cepas de hongos filamentosos.
» El extracto Mh fue el unico que presenté una toxicidad moderada, a
diferencia de los demas extractos que presentaron una toxicidad alta.
» De los tres extractos evaluados, el que presentd una mejor actividad
antioxidante fue el extracto Mh.

» El extracto M2 present6 (-sitosterol, lupeol y arabinol.

PERSPECTIVAS
» Continuar con el estudio fitoquimico con la finalidad de aislar y elucidar
la estructura quimica de los compuestos responsables de las actividades
biolégicas evaluadas.
» Realizar investigaciones sobre la actividad anticancerigena de esta
especie.
» Determinar si J. neopauciflora sintetiza en mayor concentracion los

metabolitos secundarios activos, bajo condiciones de estrés.



APENDICE 1

DESCRIPCION BOTANICA DE LA PLANTA ESTUDIADA.
FAMILIA:

Euphorbiaceae

NOMBRE CIENTIFICO:

Jatropha neopaucifiora Pax

NOMBRE COMUN:

“Sangre de grado”

Jatropha neopauciflora pertenece a la familia Euphorbiaceae, que es una de las
mas grandes con mas de 200 géneros y 7000 especies. Su floracion es durante
el periodo de sequia, en el que la planta pierde sus hojas y sélo se observan
sus flores de color rojo. Es un arbusto de porte robusto que alcanza alturas
hasta de 2 metros (Arias et al., 2001). La mayoria de las plantas de la familia se
distinguen por la combinacién de savia lechosa (latex) y el fruto de 3-celdas. En
muchas especies el latex es venenoso o al menos altamente irritante y las
semillas también poseen propiedades purgativas, o en gran cantidad son
venenosas (Standley y Steyermark, 1949). Dentro de esta familia algunos
miembros contienen antraquinonas, triterpenoides, epoxiacidos grasos y acidos
grasos insaturados. Los alcaloides cuando estan presentes suelen ser del tipo
aporfina, piridina, indol, quinoleina o tropano (Trease y Evans, 1993). El género
Jatropha esta formado por hierbas, arbustos y arboles, cuenta con alrededor de
115 especies distribuidas en las regiones tropicales de ambos hemisferios
(Standley y Steyermark, 1949). J. neopauciflora es utilizada en San Rafael
Coxcatlan, Puebla para aliviar los “granitos que salen dentro de la boca a los
ninos, las postemillas, una muela que duele a causa de caries, se usa también
en casos de fuegos en los labios (herpes simple), también se aplica sobre las
heridas, y en la elaboracion de jabones para problemas de caida de pelo
(Arias, et al. 2001 y Canales 2005a, 2006). Lo que utiliza la gente de San
Rafael Coxcatlan, Puebla para aliviar todas las enfermedades antes
mencionadas es el latex que es de color rojo, que obtienen haciendo una
herida al tallo de la planta de donde inmediatamente empieza a salir, lo toman

con un dedo y lo untan en la region afectada.



APENDICE 2. SINTESIS BIBLIOGRAFICA DEL GENERO Jatropha.
Compuestos aislados de diferentes especies de Jafropha.

Especie Compuesto Parte usada  Actividad Lugar de Autor
colecta

J. 5-hidroxipirrolidin-2-ona  Extracto de Anti-inflamatorio Managua, Staubmann,
curcas pirimidina -2,4 diona hojas AcOEt (edema en rata) Nicaragua etal., 1999b.
J. Flavonoide: apigenina y Hojas No reportada No reportado Chhabra,
curcas su glicosido vitexina e 1990.

isovitexina. Los esteroles:

estigmasterol, B-D-

sitosterol 'y su B-D-

glucosido.
J Curcaciclina A Latex Inhibicién moderada Jepara, Indonesia  Van den
curcas (octapéptido ciclico). de la proliferacion de Bergetal,,

células T. 1995.
J. Curcaciclina B Latex Actividad rotamasa de  No reportado Auvin et al,,
curcas (nonapéptido ciclico) la ciclofilina 1997.
J. Heudolotinone Extracto de la No reportada Dhanasri, Andhra Ravindranath
cureas (dinoditerpeno). parte aérea . Pradesh, India etal., 2003.
J. Estereasas JEA y JEB Semillas Hidroliza triglicéridos Managua, Staubmann
curcas Lipasa JL. de cadena corta y Nicaragua. etal., 1999a.
larga.

J Latex Cicatrizante Lima, Perd Villegas et
curcas al., 1997.
J. Extracto de hoja  Antibacteriano Trinidad y Tobago  Chariandy et
curcas y con AcOEt. al., 1999.
J.
gossy-
pifolia
J. Triterpenos ciclicos. Hojas y retofios No reportada India Gubitz et al.,
curcas estigmasterol, estigmast- 1999.

5-en-3B, 7B- diol, colest-
5-en-3B,7diol,
campesterol, B- sitosterol,

7-keto-B- sitosterol.




J. B-sitosterol y su B-D- Raiz No reportada India Gubitz et al.,
curcas glucdsido, mamesina, 1999.

propacina, los

curculatiranoa Ay B y los

curcusones A-D; ademas

los diterpenoides jatrofol y

jatrofolone A y B, la

cumarina tomentina, el

cumarin- lignano jatrofin y

taraxerol.

J. Extracto Inhibe la diarrea India Mujumdar et

cureus metandlico de inducida con aceite de al., 2000

raiz castor.

A Extracto de Larvicida sobre el India Karmegam
cureus hojas con éter mosquito Culex etal., 1997.
de petroleo quinquefasciatus

J. dioica Extracto acuoso Antibidtico sobre S. No reportado Garcia,

Cerv. J. de raiz aureus 1984;

spathul Reiche,

ata 1912;

(Ortega) )

Muell Dominguez,
1980 citados
en Argueta,
1994,

J. dioica Diterpenos: citlalitriona,  Raiz No reportada No reportado Dominguez,

jatrofona, riolosatriona. 1980;

Esterol: B- sitosterol Martinez,
1946;
Villarreal,
1988 citados
en Argueta,
1994.

J. dioica Taninos Latex No reportada No reportado Dominguez,
et al., 1980;

citados en
Argueta y
Cano, 1994.




J.

Extracto acuoso

Antibacteriano contra

Maruthamalai

Srinivasan et

glanduli de la parte aérea  E. coli, E. faecalis, K Hills of Western al., 2001
fera neumonya, P.  Ghats.
aeruginosa, P.
mirabilis, S. partyphi,
S. typhi y B. subtilis
J. Extracto Moluscicida contra el Arabia Saudita Al-Zanbagi et
glauca cloroférmico de caracol Biomphalaria al., 2000
la parte aérea pfeifferi.
J. Extracto Moluscicida contra al Arabia Saudita Al-Zanbagi et
glauca metandlico caracol  Biomphalaria al., 2001
pfeifferi.
A Propacina (cumarin- Extracto de la No reportada India Das y
gossypif lignoide). parte aérea Venkataiah,
olia 2001.
J. Citlalitrione (diterpeno) Extracto de toda No reportada India Das y Anjani,
gossypif la planta 1999.
olia
J. Gossipideno (lignano) Extracto No reportada Oeste de Das y
gossypif hexanico de tallo Bengala, India Venkataiah
ola 1999.
J. Arilnaftaleno (lignano) Raiz, tallo 'y Oeste de Das y
gossypif semillas Bengala, India Banerii,
olia 1988.
J. Diterpenos, lignano, Raiz No repotada Paraguay Schmeda-
grossid cumarino-lignano Hirschmann
entata etal., 1992.
J. Extracto de la Larvicida contra larvas Argentina, Brasily Ciccia et al.,
isabelli parte aérea con del mosquito Aedes Perl 2000
diclorometano aegypti
J. Mahafaciclina A Latex Moderada actividad Madagascar Baraguey et
mahafal (heptapéptido ciclico) antimalaria al., 2000.
ensis
J. Multifidin (cianoglucésido)  Latex Indonesia Van den
multifida Berg et al.,

1995a.




J Polianina A, BY C Latex Moderada actividad  Recife, Brasilo Auvin-
polaina antimalaria Guette et al.,
SSp- 1999.
molissi
ma
J Fitosteroles: esterol no Parte aérea No reportada Dixam, Socorra  Franke et al.,
unicosta identificado, campesterol, Island, Yemen. 2004.
fa estigmasterol, sitosterol,

estigmastanol. 3- oxo-

esteroides: campest- 4-

en- 3- ona, estigmastat-

4- 22- dieno- 3- ona.

Dioxoesteroides: campest

4- 22- dieno- 3,6- diona,

estigmastat- 4- en-3,6-

diona. Fraxetin

(cumarina), luteolin.
J. Acido 3- acetilaleuritdlico, Extracto No reportada Corumba, Brasil. Brum et al,,
weddelli sitosterol y jatrowedione hexanico de raiz 1998.
ana

(diterpeno).




APENDICE 3.

ZONA DE COLECTA

La especie Jafropha neopaucifiora se colecté en el poblado de San Rafael,
municipio de Coxcatlan, que se localiza al sureste de Tehuacan, en el valle de
Tehuacan-Cuicatlan, entre 18°12’ y 18°14’ de latitud norte, asi como 97°07’ y

97°09’ de longitud oeste, con un rango de altitud de 957 a 1400 m.s.n.m.

(Figura 1).
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Figura 1: Ubicacion geografica del poblado de San Rafael
Clima

El clima es de tipo Bs (h’) w” (w) de acuerdo con la clasificaciéon de Koeppen,
maodificado por Garcia (1981), el cual corresponde a un tipo seco o arido con
lluvias en verano y temperatura media anual de 22 °C, variando entre 25 °C en
abril y mayo, y 18 °C en enero (Medina, 2000). Valiente (1991) calcula una
precipitacion anual de 364.6 mm para la zona; cerca de los 386.57 mm
registrada en 1988 en la estacion climatica Tilapa, situada a 3.25 Km al sur de
la zona de estudio. En 1998 los 763.7 mm de precipitacion casi duplicaron el

promedio anual, concentrandose en los meses de junio a noviembre.



Hidrografia

El sureste de Puebla se encuentra irrigado por el Rio Salado. La parte sur del
Valle de Tehuacan-Cuicatlan es drenado por el Rio Grande o Tomellin, que
fluye al norte desde Oaxaca; uniéndose cerca de Quitepec los dos forman el
Rio de Santo Domingo, el cual corta la Sierra Madre de Oaxaca en direccion
este y eventualmente se vuelve el Rio Papaloapan. El Rio Tehuacan encuentra
su camino al oeste del Cerro Colorado, para entrar en el Valle de México cerca
de San Diego, Chalma. Este pequefo rio el cual se convierte en el Rio Salado,
se une por un numero de cortas ramificaciones alcanzando la Sierra Madre de

Oaxaca en el noreste (Salcedo-Sanchez, 1997).

Edafologia

El origen del suelo data del periodo Cuaternario, era Cenozoica. Los suelos en
las regiones estan pobremente desarrollados y pueden ser divididos en dos
grandes tipos: regosoles, predominantemente calcareos y regosoles éutricos y

xerosoles, predominantemente xerosoles haplicos.

Vegetaciéon
La vegetacion predominante es un bosque tropical caducifolio, donde Escontria
chiotilla (F. A. C. Weber) Rose y Pachycereus weberi (J. Coulter) Backeberg

son particularmente abundantes (Valiente-Banuet et al., 2000).

Fernandez (1999), reconocié por nivel topografico los siguientes tipos de
vegetacion en San Rafael: Cordonal de Pachycereus weberi (J. Coulter)
Backeberg, que se caracteriza por el predominio de cactaceas columnares

(cardones).

Chiotillal de Escontria chiofilla, en el nivel proximo al cauce del rio, sobre
niveles de terreno de 0.7 a 1.5 m por encima del nivel basal de esta region, con

una alta densidad arbustiva.



Cuaijiotal con especies dominantes como Bursera morelensis Ramirez, Mimosa
polyantha (Brandegee), Fouquieria formosa (Kunth), asi como arbustos y
hierbas como Sanvitalia fructicosa (Helms), localizada aproximadamente a 1.5-

3.5 m por encima del nivel basal.

Fouquieria con especies dominantes como Fouquieria formosa, Bursera aptera
(Ramirez), Mimosa polyantha, Ceiba parvifolia (Rose), Manihotoides pasifiora
(Brandegee), Senna wisliseni (DC), Mimosa luisiana (Brandegee) y Sanvitalia
fructicosa. Localizada en el nivel mas alto, de 3.5 a 5 m por encima del nivel
basal. La densidad de plantas en los estratos arbustivos y herbaceos es muy

baja, dominado en su totalidad por Sanvitalia fructicosa.

En un estudio etnobotanico realizado en San Rafael (Rosas, 2003), se
determiné un total de 374 especies pertenecientes a 249 géneros y 87 familias
botanicas, de las cuales 368 especies fueron registradas con uno 0 mas usos
(18% son usadas como plantas medicinales). Las familias con un mayor
numero de especies fueron Asteraceae, Cactaceae, Solanaceae, Araceae y
Euphorbiaceae, que corresponden a las familias mas representativas del Valle

de Tehuacan-Cuicatlan.

La poblacién.

La comunidad de San Rafael, es relativamente joven. Se fundé a principios del
siglo XX y cuenta con 298 habitantes (151 mujeres y 147 hombres) (Secretaria
de Salud, 2001). La mayor parte de la poblacion actual es nativa de San Rafael
y la actividad econdémica mas importante es la agricultura, cuyo principal
ingreso proviene del cultivo de la cana de azucar. También se dedican a la cria
de ganado caprino, la recoleccién de frutos, semillas, lefia y madera para

diversos fines (Rosas, 2003).



APENDICE 4

TECNICA DE MACERACION

Se tomo la parte aérea seca y triturada de la planta y se le agregd un solvente
de polaridad alta, en este caso se utilizd metanol. Una vez obtenido el extracto,
se destilo el exceso de solvente a presion reducida. El extracto obtenido se
colocd en charolas de vidrio para completar la evaporacion del solvente,
finalmente se calculé el rendimiento total por diferencia de peso (Dominguez,
1973).

APENDICE 5:
METODO DE DIFUSION EN AGAR O DE KIRBY-BAUER.
(Vanden Berghe y Vlietinck, 1991).

Este método se utilizé para evaluar cualitativamente la actividad antifungica de
los preparados herbales y las fracciones producto de las separaciones

cromatograficas, la metodologia fue la siguiente:

Medio:

Para los ensayos con las cepas fungicas se utilizé como medio de cultivo el
agar PDA. Es importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme
de 4 mm. Si es mas fino, los antibidticos tienden a difundir mas en direccion
lateral aumentando el tamaio de las zonas de inhibicidn; un agar de mas de 4
mm de espesor produce una mayor difusion del antibiético hacia abajo, con

tendencia a estrechar artificialmente las zonas de inhibicion.

Aplicacion de sustancias:

Se utilizaron sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel whatman del
N° 5 (los sensidiscos se utilizaron para evaluar bioldgicamente los extractos y
las fracciones separadas mediante cromatografia). En todos los casos se
hicieron diluciones necesarias para que los sensidiscos lleven la cantidad

deseada de producto (2 mg por sensidisco).



Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con las
sustancias que se evaluaron, se colocaron manualmente sobre la superficie

del agar, utilizando una pinza estéril.

Preparacion de las muestras:

Para el bioensayo el vehiculo fue metanol y hexanos. En cuanto a la evaluacion
de las fracciones los sensidiscos se impregnaron con las soluciones valoradas
de la muestra hasta llegar a la concentracion deseada de sustancia (2 mg/mL)
por disco; en este caso se utilizé metanol para solubilizar los compuestos,
posteriormente se impregnaron los discos dejando evaporar el solvente durante

12 horas.

Controles negativos:
Para los bioensayos preliminares se utilizaron sensidiscos con 10 uL de
metanol o de hexanos, dejandolos evaporar durante 12 hrs. al igual que los

experimentales.

Control positivo:
Se evaluo la sensibilidad de las cepas experimentales en sensidiscos con

Ketoconazol (7ug/mL).

Incubacion:
Las levaduras son cultivadas en una caja Petri con 20 mL de agar PDA, se
colocaron en una incubadora (aparatos de laboratorio E-51 con termostato) a

35°C, sin mayor tension COa.



APENDICE 6

INHIBICION DEL CRECIMIENTO RADIAL (Wang y Bun, 2002).

Método Cualitativo

El ensayo contra hongos filamentosos se llevo a cabo en cajas Petri (100 X 15
mm) con 20 mL de agar de papa dextrosa, en el cual se inoculd un boton de 5
mm de diametro del micelio del hongo. Después que el micelio se desarrollo,
se colocaron discos previamente impregnados con el compuesto activo, la
preparacion de los discos fue igual a la técnica de difusién en agar. Los discos

se colocaron a una distancia de 30 mm del limite micelial.

Incubacion.
Las placas fueron incubadas a 23 °C durante 72 horas hasta que el

crecimiento micelial se desarrollo.

Controles negativos
Discos a los que se les agregd 10 pL del solvente empleado para
disolver el problema, dejandolos evaporar durante 12 horas (al igual que los

experimentales).

Controles positivos
Se evallo la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos

de 7pg/disco de Ketoconazol.

Interpretacion de resultados
Si existieron zonas de inhibicion, se reporto el extracto como activo, en todos

los casos la prueba se realiz6 por triplicado.



Método Cuantitativo.

El ensayo contra hongos filamentosos se llevé a cabo en cajas de cultivo de 24
pozos, cada pozo contenia 1.5 mL de agar papa dextrosa, con las siguientes
concentraciones del extracto a probar 2.00, 1.50, 1.0, 0.75, 0.50, 0.25, 0.125

mg/mL., posteriormente se coloco un botén de micelio de 1 mm. de diametro

Incubacion
Las placas fueron incubadas a 23°C durante 72 horas hasta que se desarrollo
el crecimiento micelial.

Controles positivos

Se evaluo la sensibilidad de las cepas experimentales incluyendo en el agar las

siguientes concentraciones de Ketoconazol: 40,50, 60, 70,80,90 y 100 ug/mL.

Interpretacion de resultados.

Los resultados se reportaron en porcentaje de inhibicidn, teniendo en cuenta
que la concentracion que representa el 100% de inhibicién fue aquella en la
gue ya no se observé crecimiento, la cual corresponde a la CFM; mientras que
la concentracion que representa al 50% de inhibicion corresponde a la CFso. El

calculo de la CF5¢ se realizdé con un modelo matematico.



APENDICE 7

METODO DE TOXICIDAD GENERAL

(Método modificado de Niiio et. al., 2006)

El ensayo se realizd con larvas nauplio Il de Artemia salina (Leach). En frascos
de vidrio transparentes se colocaron 10 mL de NaCl al 0.5%; posteriormente se
colocaron 10 larvas por frasco. La concentracion del problema a ensayar fueron
1000, 100y 10 ppm.

Control Negativo.

Como control negativo se utilizé dimetilsulfoxido (DMSO), el cual fue el solvente
empleado para disolver el problema, se empleé el mismo volumen en que se
disuelve la concentracion mas alta del extracto o compuesto a evaluar (500
ML).

Control Positivo

Como control positivo se utilizé acido galico (CLse: 321.5 ppm ).

Incubacion

Los cultivos se mantuvieron iluminados (luz blanca) a una temperatura de 23-
25°C durante 24 horas.

Interpretacion de resultados

Se contd el numero de larvas sobrevivientes, las cuales se desplazaron de la
misma manera que el grupo testigo.

La concentracién letal media (CLso) se determind para cada extracto
interpolando en graficas de porcentaje de mortalidad contra la concentracion en
mg/mL y a través del analisis de regresion lineal.

La actividad téxica general se considera débil cuando la LCsg esta entre 500 y
1000 ppm, moderada cuando la LCsp esta entre 100 y 500 ppm, y sefialado

como fuerte cuando al LCso se extiende a partir de 0 a 100 ppm.



APENDICE 8

METODO DE REDUCCION DEL RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRACIL
(DPPH?e).

(Método modificado de Murillo, 2006).

La actividad antioxidante se evaluo midiendo el grado de decoloracion
(desvanecimiento del color violeta intenso a amarillo claro), de una solucion
metandlica de 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) por la adicién del compuesto
activo a diferentes concentraciones (2-30 ppm), por medio de espectrometria
UV-VIS.

Aplicacion de Sustancias

En una placa de ELISA se adicion6 50 pL de la solucion problema a diferentes
concentraciones (2-30 ppm) por triplicado, el solvente utilizado fue metanol
grado HPLC. Posteriormente a cada pozo con las concentraciones sefaladas,
se adicioné 150 yL de una solucion metandlica de DPPH cuya concentraciéon
final es de 100 uM; inmediatamente se protegié de la luz y se mantuvo en
agitacion constante durante 30 min a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo se
determiné la absorbancia a 517 nm en un lector de ELISA (Método modificado
de Murillo, 2006).

Control Negativo

Pozos con 200 yL de metanol

Control Positivo

Se utilizo catequina a las mismas condiciones que el compuesto problema

Interpretacion de Resultados

Los resultados se reportaron obteniendo el porcentaje de reduccién y se
calculé con la siguiente férmula:

% de reducciéon= (C-E/C)"100

En donde:

C= Absorbancia del control positivo

E= Absorbancia del experimental (Mezcla DPPHe+ + compuesto problema).
Debido a que los datos se comportaron como una hipérbola rectangular la
ecuacion se ajusto sacando los inversos de X y Y, en la ecuaciéon de hipérbola

rectangular.
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