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Resumen

La piel es un 6rgano que protege al cuerpo de diversos factores fisicos, quimicos y
biologicos y que si se dafa se pueden producir heridas, Ulceras infecciones, etc. Para
atender los padecimientos cutaneos se puede emplear la fitoterapia, sus efectos se
deben a los metabolitos secundarios activos que producen las plantas. El objetivo del
trabajo es caracterizar quimicamente cinco plantas empleadas para el tratamiento de
padecimientos cutaneos localizadas en Tonatico y determinar si los extractos son

activos contra dos cepas bacterianas que provocan infecciones cutaneas.

Las partes aéreas de las plantas Solanum americanum, Parthenium hysterophorus,
Euphorbia sp., E. hirta y E. nutans se recolectaron en la comunidad Los Amates en
Tonatico, Estado de México. Posteriormente, fueron secadas y trituradas para después
ser maceradas sucesivamente con solventes de polaridad creciente. Para la
caracterizacion quimica de los extractos, se les realizaron reacciones cualitativas
coloridas y se analizaron en el Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién (HPLC por
sus siglas en inglés). La caracterizacion biologica se llevo a cabo evaluando la
actividad antibacteriana de forma cualitativa sobre dos cepas Staphylococcus aureus y

S. epidermidis.

De acuerdo con las reacciones coloridas cualitativas P. hysterophorus contiene
glicésidos, saponinas y fenoles; Euphorbia sp. fenoles, glicésidos, alcaloides y
saponinas; E. hirta glicésidos, fenoles y alcaloides; E. nutans glicésidos, fenoles y
saponinas, por su parte S. americanum tiene glicésidos, fenoles y saponinas. El
analisis mediante HPLC de los extractos metandlicos evidencid la presencia de
diferentes compuestos fendlicos. En las pruebas antimicrobianas de los extractos
hexanicos de las cinco especies fueron activos frente a S. aureus. Para los extractos

acetonicos solo P. hysterophorus presento actividad sobre ambas cepas.

En este trabajo se concluye que las 5 especies investigadas pueden ser diferenciadas
entre si con respecto a su actividad antimicrobiana sobre S. aureus y S. epidermidis.

Ademas de presentar diferentes metabolitos secundairos.
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Introduccioén

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, mide aproximadamente dos
metros. Su funcidén es proteger al organismo de factores ambientales fisicos, quimicos
y biolégicos, como los agentes patdgenos, que influyen en la salud (Grice et al., 2009),
producidos por diferentes organismos, entre las cuales se encuentran hongos,
bacterias, helmintos, protozoarios (Kollipara et al., 2016); aunque también los
traumatismos mecénicos pueden generar dafios como llagas, golpes, quemaduras,
entre otros (Iglesias et al., 2002; Efferth y Greten, 2012; Nciki et al., 2016).

En la actualidad existen multiples medicamentos para tratar las afecciones de la piel
como: el cloranfenicol, la tetraciclina, la ampicilina y la penicilina, entre muchos otros,
gue son utilizados para atender infecciones bacterianas, provocadas por
microorganismos como Staphylococcus aureus (Ryan y Ryan, 2011). Sin embargo, en
muchas localidades los medicamentos no son accesibles, por lo que los pobladores
siguen usando las plantas medicinales como recurso terapéutico, tal es el caso de
muchas comunidades de México (Giovannini et al., 2011), India (Sharma et al., 2014) y
Sudéafrica (Nciki et al., 2016).

En el territorio mexicano existen numerosos reportes sobre el uso de plantas
medicinales. Heinrich et al. (1998) realizaron una investigacion sobre algunas de las
plantas de uso tradicional en México, ellos consideraron las funciones, y la importancia
cultural de las especies vegetales con propiedades medicinales en cuatro grupos
indigenas (Mayas, Nahuas, Mixes y Zapotecas). Encontraron que entre los usos mas
importantes de las plantas medicinales se encuentran: el tratamiento de padecimientos
gastrointestinales, dermatoldgicos y respiratorios. Sharma et al. (2016) realizaron una
recopilacion bibliografica de articulos cientificos y libros donde se reportan las
sustancias activas de las plantas medicinales. Ellos mencionan 225 compuestos
guimicos presentes en las 343 especies registradas a lo largo de toda la Republica

Mexicana.



En muchas comunidades mexicanas se recurre primero a las plantas medicinales para
el tratamiento de diversos padecimientos (Giovannini et al., 2011). Un ejemplo es el
municipio de San Martin de las Piramides, Estado de México. En este sitio Avila-Uribe
et al. (2015), realizaron un estudio etnobotanico, sus resultados indican que los
pobladores emplean las plantas para tratar padecimientos gastrointestinales,

dematologicos y respiratorios.

De acuerdo con Henrich et al. (1998) y Avila-Uribe et al. (2015), las plantas medicinales
son muy utilizadas principalmente por grupos humanos a los que no llegan servicios
meédicos. Esto podria ocurrir en la comunidad de Los Amates en Tonatico, Estado de
México, donde los pobladores solo cuentan con un centro de atencion abierto de lunes
a viernes, razon por la cual los pobladores no acuden regularmente, a pesar de tener
algun malestar o herida ligera. En lugar de asistir al centro médico utilizan medios

alternativos entre los que se encuentra el uso de plantas medicinales (Ledn, 2019).

Las plantas medicinales sintetizan diversas sustancias conocidas como metabolitos
secundarios, los cuales se clasifican de forma general en: alcaloides, terpenos,
compuestos fendlicos y acetogeninas. Estos compuestos tienen multiples funciones
para la planta, como la proteccion contra agentes patdgenos, luz ultravioleta y/o
atraccion de polinizadores. Algunos de éstos son aprovechados por el ser humano ya

gue pueden ser utiles por sus efectos terapeuticos (Croteau et al., 2000).

Las infecciones cutaneas se encuentran entre los principales padecimientos atendidos
con plantas medicinales. Uno de los factores que provocan enfermedades en la piel
son especies bacterianas del género Staphylococcus (estafilocos). Estas son bacterias
en forma de cocos que se distinguen por su arreglo en forma de racimos similares a las
uvas. Dentro de este género, S. aureus y S. epidermidis son dos especies que tienen
potencial infeccioso. S. aureus es responsable de afecciones como forunculosis
cronica, impétigo y una gran variedad de lesiones profundas. También puede causar
intoxicaciones alimenticias o el sindrome de choque téxico. S. epidermidis es la

principal responsable (en este género) de infecciones de dispositivos médicos, como



catéteres o cualquier otro instrumental (Ryan y Ryan, 2011). Por lo tanto, esta especie
es una de las principales responsables de infecciones nosocomiales (Zaragoza et al.,
2014).

Como respuesta a la falta de conocimiento sobre las plantas medicinales en México, en
la Facultad de Estudios Superiores lztacala, en los laboratorios de Fitoquimica,
Anatomia Vegetal y el Herbario IZTA se inici6 un proyecto de investigacion sobre la
anatomia, la quimica y la etnobotanica de la flora medicinal de la comunidad de Los
Amates, Tonatico, Edo. De Meéxico, dentro del cual se encuentra enmarcado el

presente trabajo.

Antecedentes

La medicina tradicional en México sigue siendo usada hoy en dia (Giovannini et al.,
2011), ésta se basa en el uso de plantas para tratar diversos padecimientos, unos de
estos tipos son los cutdneos y gastricos. Sin embargo, ya que el territorio mexicano es
tan extenso hay muchos municipios cuya flora medicinal ain no ha sido estudiada. Tal
es el caso de los Amates, en Tonatico, Estado de México; esta comunidad tiene
vegetacion de tipo bosque tropical caducifolio, en la que solo se han realizado dos
estudios sobre este tépico. El primero realizado por Gémez en 2013 y el segundo por
Luna en 2014. Ambos trabajos se enfocaron en obtener los listados floristicos de la
localidad, pero no mencionan los usos de las plantas registradas. Sin embargo,
actualmente se estad llevando a cabo una investigacion etnobotanica de la flora
medicinal de la localidad. En dicho trabajo se recopilaron datos a través de niamerosas
entrevistas en la comunidad con personas especificas que dominaban el uso de plantas

medicinales (Leodn, 2019).

Algunos ejemplos de plantas medicinales utilizadas en otras regiones de México para
tratar padecimientos cutaneos son Oenothera rosea (Tabla 1) y Datura inoxia (Tabla 2).
Ambas especies han sido ampliamente investigadas por sus mdultiples propiedades y

componentes quimicos los cuales se mencionan en las siguientes tablas.



Referencia II\/I0<':|e.Io Efecto Componentes Parte usada
bioldgico guimicos
Heinrich et Problemas Sin
No utilizado indefinidos del Sin informacion . L
al., 1998 . informacion
estbmago
Juarez, Ratones B‘?"b’c Analgésico y Ac. Gama- Planta
J4 Ratas wistar , : : ;
2004 a desinflamatorio linoleico completa
Alcaloides,
Marquez, : N : taninos, Sin
2009 Ratas wistar ¢ Antiinflamatorio flavonoides y informacion
glicésidos
Antiagregante Tanlqos,
. . saponinas,
Diaz et al., Sangre humana plaguetario . .
: o flavonoides, Hojas
2011 Ratas albinas ¢ in vivo y Linonas
fibrolitico in vitro d as y
alcaloides
Pliedo Lesiones que se
20?1 ' No utilizado manifiestan enla  Sin informacion  Hojas y tallos
piel
Escherichia coli,
GOmez et Salmonella . : o L, .
al. 2012 enteritidis y Antimicrobiano Sin informacion  Hojas y tallos
Vibrio cholerae
Infeccién
intestinal e
Molina et - irritacion de o L, Sin
No utilizado . Sin informacion . .,
al., 2012 estomago informacion
(cuando se
siente ardor)
Villena y . Efecto o . Sin
Arroyo, Ratas albinas .. . Sin informacion . .,
antiinflamatorio informacion
2012
Juarez et No utilizado Heridas, diarrea Sin informacion Corteza
al., 2013
Antioxidante, " .
. . . Ac. galico, ac.
Rojas et Mujeres y antiarrugas, asCorbico. 4c Hoias
al., 2013 hombres suavidad y LT J
2 elagico
humectacion
Levaduras,
Chena- . . .
bacterias gram . . Alcaloides y Flor, hojas y
Becerra et : Antimicrobiano .
negativas y flavonoides tallos
al., 2014 "
gram positivas




Tabla 2.- Informacion bibliografica de Datura inoxia, Toloache.

. Modelo Componentes Parte
Referencia A Efecto -
bioldgico quimicos usada
Quintana, Ramularia P . . Talloy
et al. 2010 cercosporelloides Antifungico Sin informacion hoja
Drechslera .
Abu-Taleb biseptata y Antifungico Daturadioles Flor, hojas
et al., 2011 . : y tallo
Fusarium solani
Vermillion . . . : . .
et al. 2011 No utilizado Anticancerigeno Withanolides Hojas
Fenoles,
] : Cicatrizante, flavonoides, Raiz, tallo,
Rodriguez, Ratas albinas . ; : .
) antinflamatorio y alcaloides, hojas y
2015 Wistar ¢ o :
antioxidante. saponinas, azucares tallos
etc.
E. coli,
Pseudomonas .
. . Raiz, tallo,
Hussain et aeruginosa, . Antibacteriano Sin informacion hojas
al.,, 2016  aureus, Klebsiella fléresy

pneumoniae y
Salmonella typhi

Como parte incial de esta investigacion, para conocer las plantas medicinales que se
localizan en el municipio de Tonatico, Estado de México, se realizé una busqueda
bibliografica de las posibles especies que podrian encontrarse en la localidad de los
Amates. Debido a que el municipio no contaba en ese momento con informacion
etnobotanica, se consultaron fuentes estatales o nacionales para poder realizar una
lista preliminar de las posibles plantas medicinales utilizadas para tratar problemas de
la piel que se podrian encontrar en la region. La informacion etnobotéanica consultada
fue publicada por el Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social
(Aguilar et al., 1994), la Farmacopea Herbolaria Mexicana (CPFEUM, 2013) y los dos
listados floristicos de la localidad (Luna 2014; GOomez, 2013).

De acuerdo con el estudio etnobotanico realizado por Ledén (2019) las afecciones
cutaneas son de los principales padecimientos de la region, algunas de estas lesiones

son tratadas con plantas medicinales. Sin embargo, como se menciono anteriormente,



en la comunidad de los Amates no existen estudios sobre los componentes quimicos

de las plantas medicinales que se encuentran en esta localidad.

Al momento de la colecta (Noviembre, 2016) se encontraron cinco especies que de
acuerdo a los reportes etnobotanicos a nivel nacional potencialmente podrian ser
empleadas para tratar padecimientos cutaneos. Debido a lo anterior, en este trabajo se
estudiaron las siguientes especies: Parthenium hysterophorus, Euphorbia sp., E. hirta,
E. nutans y Solanum americanum. De éstas, dos no tenian antecedentes (Euphorbia
sp. y E. nutans). Euphorbia sp. era un ejemplar juvenil por lo que carecia de las

estructuras necesarias para su identificacion.

P. hysterophorus cuenta con multiples estudios fitoquimicos como los de Arana y
Quillay (2016), Bezuneh (2015), Garcia y Gutierez (2007) y Jaramillo et al. (2016). Ellos
estudian los diferentes compuestos de esa especie en diversas regiones donde se
encuentra la planta. Los resultados de sus investigaciones indican que esta especie es
rica en multiples metabolitos secundarios; por su parte Garcia y Gutierez (2007), ponen
en duda la presencia de alcaloides segun sus resultados. Respecto a sus propiedades
biolégicas, Kaur et al. (2016), Madan et al. (2011) y Bezuneh (2015), indican que esta
planta tiene propiedades antibacterianas en frente a diversas especies microbianas
(Tabla 3).

Referencia Modelo biolégico Efecto Compopentes Parte
guimicos usada
Garglay . ., Ligeramente Glucésidos, Sin
Gutirez, Sin informacion (. . : .
toxico saponinas informacion
2007
Mandan et S. aureus, Antimicrobiano y

Escherichia coli, Sin informacion Parte aérea

l., 2011 . rmatici
al., 20 P. aeruginosa espermaticida
) Glucosidos
S. aureus, E. coli, i '
i alcaloides,
P. aeruginosa, ; .
Bezuneh, - . . fenoles, taninos, Sin
B. subtilis, Antimicrobiano . . .,
2015 . carbohidratos, informacion
C. albicans,
o terpenosy
S. cerevisiae .
esteroides




Aranay Sin
Quillay, Sin informacion Cicatrizante Saponinas

2016 informacion
Saponinas,
Jaramillo . ., L ., Glucosidos, Sin
Sin informacioén Sin informacion . . .,
et al., 2016 alcaloides, informacion
fenoles, taninos
S. aureus, E. coli,
P. aeruginosa, .
Kaur et al., B. subtilis, Antimicrobiano Sin informacion . Sin .,
2016 . informacion
C. albicans,
S. cerevisiae

En el caso de E. hirta se ha estudiado su composicion quimica por diversos autores
como: Sudhakar et al. (2006), Perumal et al. (2012), Gupta y Garg (1966), Martinez et
al. (1999) y Loh et al. (2009). Ellos reportan metabolitos tipo fendlicos, taninos,
terpenos, alcaloides, saponinas, glicosidos, esteroides entre otros. Por otra parte, en
cuanto a la informacién antibacteriana Yoshida et al. (1988), Ngemenya et al. (2006),
Abubakar et al. (2009), Rajeh et al. (2010), Perumal et al. (2012) y Salosso y

Jasmanindar (2014) han realizado estudios sobre esta especie (Tabla 4).



Tabla 4.- Informacion bibliogréfica de E. hirta , Hierba de la golondrina.

Referencia Modelo biolégico Efecto Componentes Parte
guimicos usada
Taraxerol, acido .
Gupta y Garg, o L o . .. - Sin
Sin informacion Sin informacion elagico, 3 amirina . .,
1966 . informacion
y B sitoesterol
Yoshida et al., - ., . ., Tgnlnos, Sin
Sin informacion Sin informacion polifenoles, , .
1988 : informacion
euphorbina Ay B
Martinez et al., Sin informacion Antinflamatorio B amirina y B : Sin .
1999 sitoesterol informacion
E. coli, P.
aeruginosa, B. Compuestos
Sudhakar et  pumilus, S. aureus, - . b Sin
Antimicrobiano fendlicos y , .
al., 2006 Streptococcus : informacion
. ) taninos
faecalis, A. nigery
R. oligosporus
Ngemenya et E. CO."' Antimicrobiano  Sin informacion . Sin ,
al., 2006 P. aeruginosa informacion
Abubakar et Sin informacion Antibacterial Sin informacion . Sin ,
al., 2009 informacion
Loh et al, Sin informacion Antifungico Cignmépl)iléiztos Sin
2009 9 : y informacion
taninos
E. coli, B. subtilis,
Klebsiella Hoias
Rajeh et al., pneumonia, Antibacterial y o L 1as,
o s Sin informacion  flores, tallo
2010 Proteus mirabilis, antifungico raices
Salmonella typhi, y
C. albicans
E. coli, P.
aeruginosa B. Terpenos,
subtilis, Klebsiella afcaloides, :
Perumal et al., . - . . Sin
2012 pneumonia, Antimicrobiano saponinas, informacion
Proteus mirabilis, glicésidos y
Salmonella typhi, esteroides
C. albicans
Fenoles,
Salossoy Aeromonas flavonoides
Jasmanindar, hydropilla y Vibrio Antibacterial . Hojas
o taninos y
2014 alginolitycus :
triterpenos

De la revision bibliografica de S. americanum (Hierba mora) se recopilé informacion
sobre la parte de la planta utilizada, los compuestos quimicos, el efecto que se registro

y modelo biolégico en caso de ser mencionado (Tabla 5). El efecto antimicrobiano por



parte de S. americanum ha sido reportado por Sanchéz et al. (2003), Abbas et al.
(2014), Kumar et al. (2016), Modilal et al. (2015) y Hamad et al. (2018). En cuanto a la
informacion quimica para esta especie Sanchéz et al. (2003), Venkatesan et al. (2009),
Hsui-Chen et al. (2010), Chang et al. (2013) y Kumar et al. (2016).

Tabla 5.- Informacion bibliografica de Solanum nigrum, Hierba mora.

: Modelo Componentes Parte
Referencia N Efecto S
bioldgico guimicos usada
, S. aureus, S. An.tlbac.:terlano, Glicosidos, .
Sanchéz et . ; cicatrizante, . Sin
typhi, C. albicans, . taninos y : .
al., 2003 X utero . informacion
P. aureginosa . saponinas
estimulante
S. pyogenes, B.
subtilis, S. Alcaloides,
flexneri, S. typhi, glicosidos, .
Venkatesan S. paratyphi, Antibacteriano taninos, . Sin .,
et al., 2009 . informacion
V. cholerae, flavonoides,
P. aeruginosa, esteroides
A. niger.
S. aureus, S. .
Abbas et al., typhi, C. albicans, Antimicrobiano . Sin ., Frutos
2014 . informacion
E. coli
Hsiu et al., L ., . , Sin Sin
Sin informacion  Anticancerigeno . ., . .,
2010 informacion informacion
Abu-Taleb  Brassica junceay Citotoxico y Sin Sin
et al., 2011 B. pekinensis antineoplésico informaciéon  informacién
Zubair et al., Sin informacion Antibacteriano __Sin . Hojas
2011 informacion
Chang etal., Sin informacion Sin informacion Alcaloides . Sin .,
2013 informacion
S. aureus, S. Alcaloides
Modilal et typhi, C. albicans, Antimicrobiano fIavonoides’ Sin
al., 2015 K. pneumonia, J€S Y informacion
esteroides
E. aerogens
S'. aureus, S. Alcaloiudes,
typhi, C. albicans, . .
Kumar et al., . . . flavonoides, Sin
P. aureginosa, E.  Antimicrobiano . . .
2016 . esteropidesy informacion
coli, B. cereus, LErDenos
E.aerogens P
S. aureus, E. coli,
Hamad et B. cereus . ) Sin Sin
Antimicrobiano . ., ) .,
al., 2018 S. pyogenes, informacion  informacion

Salmonella sp.



Justificacion

En la comunidad de Los Amates, Tonatico, Edo. de México, no existen estudios
qguimicos o de la actividad biolégica de ninguna de las especies vegetales presentes en
la localidad. Ademas, se sabe que las afecciones cutaneas se encuentran entre los
principales padecimientos de la regién. Por lo que, en el laboratorio de Fitoquimica, se
detectd6 la necesidad de realizar un estudio fitoquimico y de las propiedades
antibacterianas contra S. epidermidis y S. aureus, microorganismos causantes de

enfermedades en la piel.

Pregunta cientifica
¢Existira una relacion directa entre los compuestos quimicos de las plantas

seleccionadas y su uso medicinal?

Hipotesis

El efecto benéfico de las plantas medicinales es debido a los metabolitos secundarios
gue pueden poseer determinadas propiedades bioldgicas, por lo que es probable que
las plantas empleadas para tratar infecciones cutaneas tengan efecto inhibitorio sobre

alguna de las dos especies bacterianas causantes de infecciones cutaneas.

Objetivos

Objetivo general
e Caracterizar quimicamente y determinar cualitativamente la actividad
antibacteriana de algunas plantas utilizadas para el tratamiento de

padecimientos cutaneos en Los Amates, Tonatico, Estado de México.

Objetivos particulares

¢ Identificar los principales grupos de metabolitos secundarios de cinco especies
vegetales recolectadas en Tonatico, Estado de México, mediante reacciones

coloridas realizadas a sus extractos.
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e Caracterizar los extractos metandlicos de cinco especies vegetales mediante
perfiles cromatograficos por HPLC.
e Determinar la actividad antimicrobiana de cinco especies vegetales contra dos

cepas bacterianas que producen afecciones cutaneas.

Area de estudio

Tonatico, Estado de México se encuentra ubicado entre los paralelos 18°43’ y 18°50’
de latitud Norte, los meridianos 99°33’ y 99°43’ de longitud Oeste (Figura 1); altitud
entre 1 200 y 2 200 msnm, este municipio se localiza dentro de la provincia de la Sierra
Madre del Sur, en la subprovincia de Sierras y Valles Guerrerenses dentro del sistema
de topoformas Lomerio con mesetas y Sierra de cumbres tendidas. Especificamente, la
barranca de la comunidad Los Amates, la cual fue la zona de muestreo del presente
estudio, se encuentra aproximadamente en las coordenadas 18°46'38.8" latitud Norte y
99°40'03.1 longitud oeste en el Estado de México en el limite con el estado de Guerrero
(INEGI, 2009).
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Figura 1.- Localizacion geografica de Tonatico (INEGI, 2009).

La vegetacion caracteristica de Tonatico es el un bosque tropical caducifolio. El rango

de temperatura varia entre 18 — 24°C con un rango de precipitaciéon 1000 — 1200 mm y

un clima semicalido subhumedo con lluvias en verano (Figura 2). El suelo es vertisol,

leptosol y regosol, el principal uso que le da la comunidad es para agricultura,

colindando parte de los campos con el bosque (INEGI, 2009).
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Figura 2.- Datos geograficos de las cartas de climas, precipitacién anual total y

temperatura media anual de Tonatico (INEGI, 2009).

La localidad de “Los Amates” se encuentra sobre el lomerio, fuera de la zona urbana y
cuenta con la presencia de una corriente de agua. El clima del lugar es semicalido
subhimedo con lluvias en verano, de humedad media. Su suelo es tipo leptosol
conformado por rocas sedimentarias, el principal uso de suelo de la comunidad es para

agricultura, colindando parte de los campos con la selva (INEGI, 2009).
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Materiales y métodos

Recolecta

Se recolectaron las especies Parthenium hysterophorus, Euphorbia sp., E. hirta, E.
nutans y Solanum americanum el 25 de noviembre del 2016 en el municipio de
Tonatico, Estado de México. Estas fueron escogidas debido a que presentaban hojas
en esa época del afio y fueron sefialadas por la M. en C. Ma. Edith Lopez Villafranco
como flora medicinal utilizadas para afecciones cutaneas. Para su identificacion se
herboriz6 una muestra de cada especimen para su registro y resguardo en el Herbario
IZTA de la FES lztacala. Las partes aéreas de las cinco especies se guardaron en

bolsas de papel para su estudio fitoquimico.

Extraccion

El material vegetal se secé en sombra, se moli6 manualmente, se pesé y se tomaron 5
gramos (peso seco) de cada planta, mismos que fueron macerados en frio con hexano,
posteriormente acetona y finalmente metanol. Para esto, la concentracion de los
extractos se realizd a presion reducida con un rotavapor Heidolph LABOROTA 4000.
Para el secado final de los extractos se colocaron en recipientes de vidrio cubiertos
parcialmente con papel aluminio hasta que el solvente restante se evaporoé totalmente.
Al finalizar, se calculé el rendimiento de los extractos por diferencia de peso entre los

gramos de planta seca y los sélidos totales.

Estudio fitoquimico

Reacciones coloridas

Para el perfil quimico se realizaron las reacciones coloridas de los extractos hexanicos,
acetonicos y metandlicos para detectar los principales grupos de metabolitos
secundarios con los siguientes reactivos: reactivo de cloruro férrico (fenoles), Molish

(glucésidos), agua-espuma (saponinas), Mayer y Dragendorff (alcaloides) (Rivas-
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Morales et al., 2016). Para realizar dichas pruebas se diluyeron los extractos en el

solvente en el que se habian extraido en una concentracion (1mg/ml).

Con el reactivo de cloruro férrico (fenoles) la prueba es positiva si vira de su color
original a tonos azules o verdes, la intensidad del color se deberia a la abundancia de
los compuestos fénolicos en el extracto. En el caso de la prueba de Molish (glucosidos)
se forma un halo en tonos rosas o morados en el fondo del tubo de ensayo, este podria
ser apreciado mejor a contraluz. Para la deteccion de las saponinas se observa si
después de agitar vigorosamente habia o no la presencia de espuma y si esta se
mantenia por mas de un minuto. Por ultimo, se encuentran las pruebas de Mayer y
Dragendorff (alcaloides), en las que el resultado positivo era la presencia de pequefios
precipitados de color blanco en el caso del reactivo de Mayer y naranja con el de

Dragendorff.

Perfiles cromatograficos

Para el analisis de los perfiles cromatogréaficos los extractos metandlicos se procesaron
por HPLC. Las muestras se disolvieron en metanol. La columna utilizada fue una C-18
Alltech Allsphere ODS-1 5um, bajo condiciones de presién maxima de 400 bar. El flujo
fue de 1.2 ml/min durante 42 minutos. La fase mévil fue una mezcla de agua, metanol y
acetonitrilo, todos con un 0.1% de acido féormico. Se programé un gradiente de
solventes comenzando en 95% (agua), 3% (metanol) y 2% (acetonitrilo) y terminando
en 53% (metanol) y 43% (acetonitrilo). El volumen de inyeccion fue de 30 yL de una
solucién de 3 mg/ml de cada extracto. Estando a temperaturas entre los 18-21°C. Bajo
estas especificaciones los constituyentes en las muestras fueron detectados a las

longitudes de onda de 285y 365 nm.

Pruebas antibacterianas

El efecto antimicrobiano de los extractos obtenidos de las 5 especies fue evaluado a
través de pruebas Kirby-Bauer. Para esto se utilizaron las cepas S. aureus ATCC

29213 y S. epidermidis ATCC 12228, las cuales se inocularon en cajas con agar
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Mueller—Hinton. Sobre el cual se le colocaron los sensidiscos previamente elaborados
segun Rodriguez et al. (2016). Para esto, los extractos se diluyeron para obtener una
concentracion de 2 mg/disco. Otros sensidiscos se prepararon con los solventes

(control negativo) o cloranfenicol (control positivo) en una concentracion 25 ug/disco.

Al terminar la siembra de la bacteria y la colocacion de los sensidiscos se procedio a
incubar las cajas durante 24 horas a 37°C. Al finalizar el periodo de incubacion se
midieron los diametros de los halos de inhibicion a las tres repeticiones que se habian
hecho por extracto, a contraluz con ayuda de una regla o de un vernier. Al obtener las

medidas de las repeticiones se saco una media y desviacion estandar de cada extracto.

A los resultados obtenidos de los extractos hexanicos aplicados sobre S. aureus se les
realizd la prueba de ANOVA ya que estos cinco extractos diferentes presentaron
actividad antimicrobiana. Por otra parte, se realizarén dos pruebas de T de student para
P. hysterophorus, la primera fue con los datos obtenidos de los extractos acetdnicos
sobre S. epidermidis. La segunda se realizd con las cifras obtenidas de el extracto
acetonico sobre ambas cepas. Estos estadisticos se realizaron para determinar si

habia diferencia entre las medias de las muestras analizadas.

Resultados y discusion

Recolecta

En noviembre del 2016 se recolectaron cinco especies vegetales en Tonatico, Estado
de México (Figura 3). Fueron: Solanum americanum (Hierba mora) IZTA 2693,
Parthenium hysterophorus (Hierba de la pulga) IZTA 2694, Euphorbia sp. IZTA 2691, E.
hirta 1IZTA 2689 y E. nutans IZTA 2690 (todas miembros del género Euphorbia, estas
tres plantas son llamadas hierba de la golondrina). De las cuales, E. hirta y S.
americanum fueron reportadas por Ledn, 2019 como medicinales debido a que los

integrantes de la comunidad las usan para tratar padecimientos cutaneos.
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Figura 3.- Ejemplares de herbario de las cinco especies colectadas a) E. hirta; b) E.
nutans; c) P. hysterophorus; d) S. americanum; e) Euphorbia sp.

Rendimiento de las extracciones

Al finalizar el proceso para la obtencion de los 15 extractos de las cinco plantas se hizo
el calcul6 de los rendimientos (Tabla 6). El valor mas alto fue obtenido en los extractos
metanolicos con 22.40% en Euphorbia sp. y 16.13% en S. americanum; mientras que
los que tuvieron el mas bajo fueron los hexanicos con un rango de 2.02% en Euphorbia

sp. y E. hirta a 0.88% de S. americaum.

Tabla 6.- Rendimiento de P. hysterophorus, Euphorbia sp., E. hirta, E. nutans

y S. americanum.

Extracto Rendimiento (Q)
Planta Hexanico Acetobnico Metandlico
P. hysterophorus 0.88 7.32 16.872
Euphorbia sp. 2.02 4.64 22.398
E. hirta 2.02 5.06 17.226
E. nutans 1.76 2.86 20.202
S. americanum 0.56 2.84 16.734

Los porcentajes obtenidos se calcularon con base al peso seco de cada planta (5 g).

Para P. hysterophorus se han realizado trabajos sobre diversos aspectos como la
actividad antibacteriana, larvicida, espermaticida, capacidad antioxidante y la detecion

de metabolitos secundarios. Estas investigaciones fueron llevadas acabo por autores
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como Thandapani et al. (2017), Jaramillo et al. (2016), Espinosa-Rivero et al. (2015),
Garcia y Gutiérrez (2007), Echevarria et al. (2016), Madan et al. (2011) y Kaur et al.
(2016), en los cuales realizaron extractos de esta especie, sin embargo, no reportan su
rendimiento, por lo que no se pudo comparar con los resultados obtenidos en esta

investigacion.

Para las Euphorbiaceae hay reportes previos de algunas especies del género donde se
ha reportado el rendimiento. Por ejemplo, Chiappe (2013) que trabajo con Croton
schiedeanus. El rendimiento para el extracto obtenido con un solvente polar (etanol) fue
de 14.5% utilizando Unicamente hojas. A las fracciones de este extracto no se les
calculé el rendimiento. Este porcentaje es similar a los rendimientos obtenidos para los
extractos metandlicos de las tres especies de Euphorbias de este trabajo. Siendo la

mas afin E. hirta con 17.2% de rendimiento.

En el presente trabajo se obtuvieron valores mas altos en cuanto al rendimiento de las
tres especies de Euphorbia, en comparacion con otros estudios. Para E. hirta hay
diferentes investigaciones previas como la realizada por Martinez et al. (1999) para
observar la actividad anti-inflamatoria de dicha especie, ellos trabajaron con extracto
hexanico y metandlico; mientras que Oyeyemi et al. (2009) utilizaron el extracto acuoso
de las hojas y observaron su efecto sobre la movilidad y viabilidad esperméatica. Sin
embargo, en ambas investigaciones no reportaron el rendimiento de los extractos que
estudiaron. Gupta y Garg (1966) en su estudio de la composicién quimica de esta
especie, reportaron un contenido de sélidos totales de 3.6% en el extracto etandlico y

2.05% en el extracto obtenido con éter de petréleo.

En el caso de S. americanum, los resultados del rendimiento del extracto hexanico fue
de 0.56%, para el acetonico fue de 2.84% mientras que para el extracto metandlico fue
de 16.73%. Para esta misma especie, Zubair et al. (2011), reportaron el rendimiento del
10% para el extracto metandlico, del cual se obtuvieron la fracciébn hexanica con un
rendimiento de 4.2%, sin embargo, no trabajaron con acetona. En su lugar, el solvente

de polaridad media que utilizaron fue acetato de etilo cuya fraccion tubo un rendimiento
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de 1.8%. La cantidad de sélidos totales reportados por estos autores en cuanto al
extracto metandlico es mas bajo, en cuanto a la particion hexanica como en la de
acetato de etilo son mayores. Esto en comparacion con los resultados obtenidos en la

presente investigacion.

Estudio fitoquimico

Reacciones coloridas

P. hysterophorus

Los resultados de las reacciones coloridas que se realizaron en los extractos de P.
hysterophorus dieron positivo para glucésidos, saponinas y finalmente en fenoles
(Tabla 7). La presencia de fenoles en esta especie se podria correlacionar con la
capacidad cicatrizante entre otros efectos benéficos para la piel. Los metabolitos
detectados en el presente trabajo coinciden con lo reportado por diferentes autores que
realizaron pruebas fitoquimicas como parte de sus investigaciones, como es el caso de
Arana y Quillay (2016), ellos ademas realizaron pruebas de actividad cicatrizante,
Bezuneh (2015) por su parte comprob6 la actividad antimicrobiana, Garcia y Gutierez
(2007) y Jaramillo et al. (2016) unicamente se abocaron en la deteccion de metabolitos
en diversas especies entre las que se encontraba P. hysterophorus.

Tabla 7.- Resultados de las reacciones coloridas para detectar los diferentes

tipos de metabolitos secundarios de P. hysterophorus.

Prueba | Fenoles Glucosidos Saponinas Alcaloides
Extracto FeCl; Molish Agua Mayer Dragendorff
Hex - + + - +

Acet - + - - -
Met + + + - +
Hex= Extracto hexanico  Acet= Extracto acetonico Met= Extracto metandlico
+ = Positivo - = Negativo

P. hysterophorus contiene glicésidos y saponinas. Arana y Quillay (2016) también

reportan la presencia de saponinas y glucésidos en esta especie. Garcia y Gutierez
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(2007), detectaron saponinas, glicésidos cianogénicos y alcaloides; sin embargo, los
autores ponian en duda los resultados obtenidos para alcaloides debido a que no habia
reportes previos de estas moléculas en las plantas que se trabajaron. A las saponinas
de esta especie segun Arana y Quillay (2016) se les encontré capacidad cicatrizante.

Jaramillo et al. (2016) hallaron alcaloides, glucdsidos y fenoles en los extractos de P.
hysterophorus, encontrando ademas otros metabolitos que no fueron analizados en
este trabajo. Por otro lado, Bezuneh (2015) reportdé una revisidbn con diferentes
aspectos de la especie, el fitoquimico y ademas el antimicrobiano. Encontrando
alcaloides, saponinas, glicosidos, compuestos fendlicos, flavonoides, entre otros. Las
moléculas anteriormente mencionadas en los reportes de los autores citados coinciden
con los resultados obtenidos de las pruebas realizadas en esta especie en esta

investigacion reportados en la tabla 5.

Euphorbias

E. hirta

En las reacciones coloridas realizadas en los extractos de E. hirta se detectaron
alcaloides, glucosidos y fenoles en el extracto metandlico. En el aceténico Unicamente
las pruebas positivas fueron para fenoles y glucésidos. En el caso del extracto

hexanico, se obtuvo un falso positivo para alcaloides, pues sélo dio positivo en la

prueba de Dragendorff (Tabla 8).

Tabla 8.- Resultados de las reacciones coloridas para detectar los diferentes

tipos de metabolitos secundarios de E. hirta

Pruebas Fenoles Glucosidos | Saponinas Alcaloides
Extracto FeCl; Molish Agua Mayer | Dragendorff
Hex - - - - +
Acet + + - - -
Met + + - + +
Hex= Extracto hexanico Acet= Extracto acetonico Met= Extracto metandlico
+ = Positivo - = Negativo
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Para E. hirta se han realizado numerosos estudios, entre los que se encuentran los
elaborados por Gupta y Garg (1966) el cual fue el primer trabajo registrado para esta
especie, utilizando las extracciones en etanol y etér. Ellos detectaron taraxerol, alcohol
de melisio o alcohol miricilico, friedelina y hentriacontano como componentes quimicos
de E. hirta. Martinez et al. (1999) reportaron B-amirina y 24-metilenocicloartenol tanto
en el extracto hexanico como en el metandlico y B-sitosterol nicamente en el extracto
mas polar. Loh et al. (2009) detectaron quercetina y compuestos fenélicos los extractos

polares.

Otras investigaciones de E. hirta son las siguientes: Abubakar et al. (2009) obtuvieron
con tres extractos de diferentes polaridades (hexano, acetona y metanol) de las partes
aereas de la planta. Ellos mencionan la presencia de saponinas, fenoles, alcaloides,
taninos, glicésidos, antroquinonas y flavonoides en la planta. Yoshida et al. (1988)
aislaron dos sustancias por medio de una solucion acetona acuosa, a las que
nombraron euphorbina A y B. Por otra parte, Perumal et al. (2012) reportan terpenos,
taninos, flavonoides, alcaloides, glicésidos cardiotdnicos, antraquinonas, saponinas,
azucares y esteroides para esta especie. Finalmente, Salosso y Jasmanindar (2014)

hallaron fenoles, flavonoides, taninos y triterpenos en las hojas de esta planta.

De los trabajos anteriormente citados se encuentran similitudes con los resultados
obtenidos en esta investigacion. Por ejemplo: Loh et al. (2009) detectaron compuestos
fendlicos; Por parte de Abubakar et al. (2009) emplearon los mismos solventes que en
este trabajo (hexano, acetona y metanol), y mencionan la presencia de saponinas,
fenoles, alcaloides y glicosidos; Perumal et al. (2012) reportaron alcaloides, glicésidos,

saponinas y azUcares; Salosso y Jasmanindar (2014) los cuales hallaron fenoles.
Euphorbia sp. y E. nutans
Euphorbia sp. contiene en el extracto metandlico fenoles, glucésidos, saponinas y

alcaloides. Por otro lado, en el extracto hexanico solo se encontraron glucdésidos y

alcaloides. Mientras que en el extracto acetonico Unicamente la prueba fue positiva
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para fenoles (Tabla 9). En el caso de E. nutans se detectaron en el extracto metandlico,
glucosidos y saponinas (Tabla 10). Mientras que el Unico grupo de metabolitos

encontrados en el extracto acetonico fueron los glucésidos.

abla 9 Re Al O e Id ead Olne O101'1Aa pDadla dele a O agiftere C
DO 0e eladl O e aario e PDNOIDlc 0
Pruebas Fenoles Glucosidos | Saponinas Alcaloides
Extracto FeCl; Molish Agua Mayer = Dragendorff
Hex - + - + +
Acet + - - - -
Met + + + + +
Hex= Extracto hexanico Acet= Extracto acetdnico Met= Extracto metandlico
+ = Positivo - = Negativo
adlDld 0 Re s (010 e Id Cd Olne OI0 0a pDala dete a O QdiTere >
DO (€ elado O e aarllo € A
Pruebas Fenoles Glucosidos | Saponinas Alcaloides
Extracto FeCl; Molish Agua Mayer | Dragendorff
Hex - - - - -
Acet + + - - -
Met + + + - -
Hex= Extracto hexanico Acet= Extracto acetdnico Met= Extracto metandlico
+ = Positivo - = Negativo

En la literatura hasta el momento no hay informacion especifica para E. nutans y para
Euphorbia sp. Debido a lo anterior, se utilizaron revisiones o estudios de otras especies
del género Euphorbia o con la familia de las Euphorbiaceas para contrastar con los

resultados obtenidos en este trabajo.

En lo que respecta a las Euphorbiaceae, Bittner et al. (2001) realizaron una revision
guimica de la familia en la que mencionan fenoles, glucésidos y alcaloides; sin
embargo, no declaran a que especies corresponden estos datos. De acuerdo con
Bruneton (2001), algunos metabolitos propios de la familia Euphorbiaceae son
diterpenos toxicos como la dafnetoxina (cortezas) y la mecereina (semillas), estos
compuestos también se encuentran en el género Euphorbia. Los efectos tdxicos de

este género se presentan comunmente como irritaciones, enrojecimientos e
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hinchazones cutaneas al contacto del latex con la piel de los animales. Pero, el

contenido de sustancias toxicas de éstas se considera que es muy bajo (0.05-0.1%).

Jassbi en el 2006 realiz6 una revision de los metabolitos secundarios de varias
especies Iranies del género Euphorbia encontrando diterpenos, triterpenos,
flavonoides, compuestos fendlicos y ésteres. Waizel (2014) hace en una revision de
varias especies del genéro Euphorbia; la presencia de ésteres, acido galico y taninos
en E. corollata; diterpenos en E. esula y en E. fischeriana. Abubakar et al. (2009)
encontraron en E. hirta flavonoides, elagiotaninos, forbol-ésteres, diterpenoides y
taninos. Para E. hirta por parte de encontraron de saponinas, fenoles, alcaloides y
glicésidos. Mientras que Perumal et al. (2012) reportaron alcaloides, glicosidos,

saponinas y azlcares.

Los resultados obtenidos en este trabajo para estas dos especies (E. nutans y
Euphorbia sp.) concuerdan con lo reportado por Bittner et al. (2001) y Jassbi (2006) en
lo que respecta a los fenoles. En cuanto a glucésidos y alcaloides los resultados habian
sido reportados por Bittner et al. (2001). En el caso de las saponinas y alcaloides se
cuenta con registros para el género Euphorbia por parte de Abubakar (2009) y Perumal
et al. (2012). Todos estos compuestos que se hayaron en el extracto metandlico de
Euphorbia sp. Por otro lado, los resultados de E. nutans coinciden con Abubakar (2009)
y Perumal et al. (2012) en lo que respecta a las saponinas, fenoles y glucésidos. Para
estos Ultimos metabolitos también esta el reporte por parte de Bittner et al. (2001).

S. americanum

En el presente trabajo, con la finalidad de detectar los principales grupos de
metabolitos secundarios, se realizaron reacciones coloridas en los extractos de
diferentes polaridades de S. americanum. Todas dieron positivo para glucésidos y solo
en el extracto metandlico para fenoles (Tabla 11). Este resultado coincide con trabajos
anteriores de autores como Venkatesan et al. (2009) y Sanchéz et al. (2003) los cuales,

detectaron algun tipo de glucdsido en las pruebas que se le realizaron. En cuanto a
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fenoles hay coincidencia con lo reportado por Venkatesan et al. (2009) quienes
encontraron flavonoides, Hsui-Chen et al. (2010) sefialan la presencia de polifenoles

mientras que Chang et al. (2013) mencionan haber encontrado fenoles.

Tabla 11.- Resultados de las reacciones coloridas para detectar los diferentes

tipos de metabolitos secundarios de S. americanum.

Prueba | Fenoles Glucosidos Saponinas Alcaloides
Extracto FeCls Molish Agua Mayer Dragendorff
Hex - + - - -
Acet - + - - -

Met + + - - -
Hex= Extracto hexanico  Acet= Extracto aceténico Met= Extracto metandlico
+ = Positivo - = Negativo

Alejos-De la Fuente et al. (2000) mencionan que S. americanum contiene alcaloides
pero que la sintesis de éstos puede variar por cuestiones ambientales. Lo cual pudo ser
el caso ya que, pese a ser los compuestos mas reportados para la especie no se
detectaron alcaloides en este trabajo, otra posible razon es que Alejos-De la Fuente et
al. (2000) utilizaron el doble de material vegetal. Sanchéz et al. (2003) detectaron
taninos, glicoalcaloides, saponinas y proteinas. Venkatesan et al. (2009) encontraron
azucares reductores, alcaloides, taninos, flavonoides, filobatina y esteroides. Hsui-Chen
et al. (2010) sefalan la presencia de polifenoles y antocianinas. Mientras que Chang et
al. (2013) dicen encontrar alcaloides, saponinas, fenoles, entre otros metabolitos
secundarios. Sin embargo, difieren en cuanto al hallazgo de saponinas, fenoles y
principalmente alcaloides. Estos ultimos mencionados por Alejos et al. (2000), Sanchéz
et al. (2003), Venkatesan et al. (2009) y Chang et al. (2013).

Perfiles cromatograficos por HPLC de los extractos metandlicos

Debido a la naturaleza polar de los extractos metandlicos, éstos se analizaron mediante
HPLC para obtener sus perfiles cromatograficos.
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P. hysterophorus

Con la deteccion de los compuestos quimicos del extracto metandlico de P.
hysterophorus realizado en HPLC a tres longitudes de onda, se comprobd la presencia
de compuestos fendlicos debido a su capacidad de absorcion de la luz UV; ya que los
picos maximos obtenidos son caracteristicos de flavonoides (Tabla 12). El
cromatograma del extracto metandlico de la planta muestra nueve picos que
posiblemente se traten de flavonoides pues muestran absorcion en las dos longitudes
de onda (365.4 y 285.4 nm) (Figura 4). En cuanto a la presencia de otro tipo de
compuestos fendlicos, en el extracto se detectaron tres picos que absorben en la
longitud de onda mas cortas (285.4 nm) y cuya absorcién es caracteristica de

flavanonas o fenilpropanoides (Rivas-Morales et-al., 2016).

También los resultados de las reacciones coloridas concuerdan con lo detectado en
HPLC la presencia de compuestos fendlicos por la prueba de cloruro férrico, ademas
los resultados en este trabajo coinciden con lo reportado por Jaramillo et al. (2016),
Garcia y Gutiérrez (2007) y Echeverria et al. (2016). Estos autores reportan la

presencia de compuestos fendlicos en esta especie.

Tabla 12. Tiempo de retencién y picos maximos de absorcién en

UV de los compuestos en los cromatogramas de P.

hysterophorus.
Tiempo de UV Amax Posible tipo de | Area relativa
retencion (min) (nm) compuesto (%)

Detectados a A 365.4 nm |
16.447 293, 325 Flavonoide 9.917
22.522 272, 327 Flavonoide 3.432
28.475 278, 325 Flavonoide 8.285
30.200 295, 328 Flavonoide 14.179
30.581 251, 333 Flavonoide 34.418
32.347 278, 328 Flavonoide 19.723
34.093 274 Fenol 6.699
35.039 274 Fenol 3.349

Detectados a A 285.4 nm |
9.521 276, 325 Flavonoide 0.757
31.533 276, 327 Flavonoide 6.808
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Figura 4. Cromatograma del extracto metanolico de P. hysterophorus en HPLC
detectados a 365.4 nm.

Euphorbias

E. hirta

Para detectar los compuestos en el perfil cromatografico del HPLC para el extracto
metanolico de E. hirta se utilizaron dos longitudes de onda (365 y 285 nm) (Figura 5).
En esta especie se encontraron compuestos fendlicos y flavonoides (Tabla 8) que
igualmente fueron detectados en las reacciones coloridas (Tabla 13). En el caso de
esta especie hay 17 compuestos fendlicos diferentes y 14 flavonoides no especificados.
Estos tipos de metabolitos habian sido reportados para esta especie por diferentes
autores como Waizel (2014) y Loh et al. (2009). Mientras que Abubakar et al. (2009),
Salosso y Jasmanindar (2014) asi como Perumal et al. (2012) fue reportada la
presencia de fenoles y especificamente de flavonoides. Loh et al. (2009), detect6
guercetina en esta especie.
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Tabla 13. Tiempo de retencion y picos maximos de absorcion en

UV de los compuestos en los cromatogramas de E. hirta.

Tiempo de
retencion (min)

UV Amax
(nm)

Posible tipo de
compuesto

Area
relativa (%)

Detectados a A 365.4 nm

9.262 296, 324 Flavonoide 1.963
16.081 278, 326 Flavonoide 3.551
17.885 271 Fenol 0.726
23.725 271 Fenol 3.492
28.794 271 Fenol 0.967
30.242 252, 270, 358 Flavonoide 18.244
32.084 251, 271, 359 Flavonoide 8.934
32.947 252,271 Fenol 4.103
33.617 251, 271 Fenol 3.242
34.623 254, 347 Flavonoide 40.608
35.423 253 Fenol 13.516
37.799 250, 251, 358 Flavonoide 0.653

Detectados a A 285.4 nm

4,613 271 Fenol 0.231

5.74 271 Fenol 0.508
6.328 343 Flavonoide 0.469
6.757 271 Fenol 0.442
9.257 295, 325 Flavonoide 2.001
10.966 271, 326 Flavonoide 0.821
11.962 272 Fenol 1.500
13.143 271, 364 Flavonoide 0.350
13.980 271 Fenol 0.749
14.817 272, 326 Flavonoide 0.926
18.985 271, 324 Flavonoide 1.786
19.295 271 Fenol 1.902
20.612 271 Fenol 1.565
21.860 271, 358 Flavonoide 3.411
26.820 272 Fenol 10.730
27.733 271, 359 Flavonoide 2.051
30.836 271 Fenol 2.970
32.096 252 Fenol 8.186
38.388 271 Fenol 11.811
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Figura 5. Cromatograma obtenido por HPLC del extracto hexanico de E.
hirta detectado a 365.4 nm.

Euphorbia sp.

En Euphorbia sp. el andlisis por HPLC del extracto metandlico se realiz6 en dos
longitudes de onda (365.4 (Figura 6) y 285.4 nm). Se confirmé la presencia de 19
compuestos fenolicos ademas de encontrar 2 flavonoides. Siendo todos los
componentes detectados diferentes entre si (Tabla 14). Los resultados también
concuerdan con lo que se pudo apreciar en las reacciones coloridas para esta especie.
Estos resultados coinciden con lo reportado para diferentes miembros de la familia
Euphorbiaceae por Bittner et al. (2001) que encontrd la presencia de fenoles, Jassbi
(2006) en una revision inform6 compuestos fendlicos y flavonoides para especies
Iranies a su vez Waizel (2014) menciona la presencia de flavonoides en E. hirta.

Tabla 14. Tiempo de retencidn y picos maximos de absorcion en

UV de los compuestos en los cromatogramas de Euphorbia sp.

Tiempo de UV Amax Posible tipo de | Area relativa
retencion (min) (nm) compuesto (%)

Detectados a A 365.4 nm

23.728 271 Fenol 2.539

28.820 271 Fenol 0.826

32.163 252, 352 Flavonoide 39.051

34.627 252, 271 Fenol 25.655

35.637 359 Flavonoide 28.062

37.82 252, 271 Fenol 3.868
Detectados a A 285.4 nm

4.508 276 Fenol 0.211

5.679 271 Fenol 0.399

6.854 268 Fenol 0.374
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8.372 268 Fenol 0.331

11.058 270 Fenol 1.132
11.968 272 Fenol 1.565
13.107 271 Fenol 0.544
16.120 271 Fenol 3.704
18.998 271 Fenol 5.756
20.554 271 Fenol 2.528
21.893 271 Fenol 3.733
25.658 271 Fenol 5.308
26.828 277 Fenol 11.813
28.211 271 Fenol 4.624
31.048 271 Fenol 14.355
DADL C, Sig=365,4 Ref=0ff (DA\CHEVBA\DATAR TO2018\AKETZALLI-009.D)
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Figura 6. Cromatograma del extracto metandlico de Euphorbia sp. por HPLC
detectado a 365.4 nm.

E. nutans

Para el analisis cromatografico de E. nutans la deteccién de compuestos se dié en una
longitud de onda (365.4 nm) (Figura 7). Se registr6 la presencia de 6 picos de
flavonoides y 6 de compuestos fendlicos (A= 365.4) (Tabla 15). Este es el primer
reporte donde se detectan este tipo de metabolitos en E. nutans, aunque si son
caracteristicos del género. Estos compuestos pudieron ser detectados en las
reacciones coloridas que se le realizaron a esta planta en el extracto metandlico (Tabla
9). Los resultados obtenidos concuerdan con lo mencionado por autores como Jassbi

(2006) quien menciona compuestos fendlicos presentes en este género.

30



Tabla 15. Tiempo de retenciéon y picos maximos de absorcién en

UV de los compuestos en los cromatogramas de E. nutans.

Tiempo de UV Amax Posible tipo de | Area relativa
retencion (min) (nm) compuesto (%)
Detectados a A 365.4 nm
9.522 275, 328 Flavonoide 2.345
15.243 275, 328 Flavonoide 2.792
16.464 279, 298, 327 Flavonoide 16.679
22.114 271 Fenol 1.029
23.706 271, 320 Flavonoide 3.345
25.679 271, 357 Flavonoide 4.089
30.617 252, 359 Flavonoide 23.317
31.727 251 Fenol 5.535
32.339 251 Fenol 13.577
34.214 271 Fenol 4.340
35.583 251, 271 Fenol 10.891
36.812 251 Fenol 12.062
DADL C, Sig=365,4 Ref=off (D:\CHEM321\DATAFITO2018\AKETZALLI-011.D)

Figura 7. Cromatograma del extracto metandlico de E. nutans por HPLC
detectado a 365.4 nm
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S. americanum

Gracias al perfil cromatografico del extracto metandlico de S. americanum obtenido
mediante HPLC y detectado a dos longitudes de onda (364 y 285 nm) se comprobo la
presencia de compuestos fenodlicos simples y de algunos flavonoides como
componentes del extracto (Tabla 16). En las reacciones coloridas hubo resultados
positivos para este tipo de compuestos, especificamente en el extracto metandlico. A
365.4 nm se detectaron 11 flavonoides y seis compuestos fendlicos (Figura 8). Mientras
gue a 285.4 nm solo se detectaron nueve. Estos resultados coinciden con lo reportado
por Venkatesan et al. (2009), los cuales detectan flavonoides presentes en S.
americanum mediante una prueba colorida pero no mencionan cuantos gramos de

planta utilizaron.

Tabla 16. Tiempo de retencién y picos maximos de absorcién

en UV de los compuestos en los cromatogramas de S.
americanum.

Tiempo de UV Amax Posméle PO | Area relativa
retencién (min) (nm) N (%)
compuesto
Detectados a A 365.4 nm
9.516 279, 297, 327 Flavonoide 3.742
10.363 271, 324 Flavonoide 0.221
15.164 276, 291, 328 Flavonoide 2.027
16.456 278, 297, 327 Flavonoide 12.368
22.246 271, 360 Flavonoide 12.368
23.971 271, 360 Flavonoide 1.617
24.517 371, 360 Flavonoide 0.755
26.077 250, 270 Fenol 3.795
28.376 271, 360 Flavonoide 1.347
30.071 271, 360 Flavonoide 0.138
31.134 251 Fenol 16.184
32.121 251, 330 Flavonoide 5.973
34.656 271 Fenol 4.642
35.944 251, 271 Fenol 8.392
37.24 251, 270 Fenol 14.184
38.981 271, 317, 357 Flavonoide 5.087
40.544 271 Fenol 4.365
Detectados a A 285.4 nm
6.224 269, 363 Flavonoide 0.375
6.850 271, 364 Flavonoide 0.119
8.117 271, 363 Flavonoide 0.407
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11.304 271, 360 Flavonoide 0.600
12.243 271, 357 Flavonoide 1.255
13.401 271, 360 Flavonoide 0.814
17.901 271, 360 Flavonoide 2.184
18.603 271, 360 Flavonoide 1.483
27.512 248, 271, 360 Flavonoide 4114
DAD1 C, Sig=365,4 Ref=off (D:\CHEM32\1\DATA\FITO2018\AKETZALLI-012.D)
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Figura 8. Cromatograma del extracto metandlico de S. americanum por HPLC
detectado a 365.4 nm.

Pruebas antibacterianas

P. hysterophorus

El extracto hexanico y el acetdonico de P. hysterophorus mostraron actividad en las
pruebas antibacterianas pues obtuvieron halos de inhibicién frente a S. aureus y S.
epidermidis. Sin embargo, el extracto metandlico no inhibié el crecimiento bacteriano.
El promedio de los halos de inhibicidén del extracto hexanico de P. hysterophorus en S.
aureus fue de 7.3 mm y para el extracto acetonico de 15.3 mm. En el caso de la
actividad antibacteriana en S. epidermidis sélo fue activo en el extracto acetoénico la
medida promedio de los halos fue de 17.3 mm (Tabla 17).
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Tabla 17. Actividad antimicrobiana de P. hysterophorus.

Cepa Halos de inhibicion (mm)
Extracto hexanico Extracto acetonico Extracto metandélico
S. aureus 7.3x1.5 15.3+1.5 0.0
S. epidermidis 0.0 17.3£2.1 0.0

Esta especie presentd efecto antimicrobiano en las dos cepas bacterianas utilizadas

para las pruebas, por lo que fue posible realizar dos analisis estadisticos de t de

student para comparar los resultados de la actividad antimicrobiana de esta planta. El

primero fue para S. aureus frente a los extractos aceténico y hexanico. El segundo fue

para el extracto acetonico contra ambas cepas. En el caso de la inhibicion de los

extractos acetonico y hexanico de P. hysterophorus sobre S. aureus los resultados

indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre ambos extractos,

siendo el aceténico el mas activo de los dos (Gréafica 1). Por otro lado, los resultados

del extracto aceténico sobre S. epidermidis y S. aureus indican que no hay una

diferencia significativa en la efectividad del extracto contra ambas cepas, de acuerdo

con este estadistico, es igual (Grafica 2).
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Gréfica 1. Actividad antibacteriana de los extractos acetonico y hexanico de P.

hysterophorus en contra de S. aureus
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Gréfica 2. Actividad antibacteriana del extracto acetdnico de P. hysterophorus.

En el presente trabajo el extracto hexanico de 5 g de P. hysterophorus obtuvé halos de
15.3£t1.5 mm en S. aureus y 17.3+t2.1 mm S. epidermidis. Por lo que nuestros
resultados fueron menores a los reportados por Kaur et al. (2016) de su extracto
acetonico obtenido a partir de 10 g de P. hysterophorus dio halos de inhibicion de 24.6

mm de diametro.

Por otro lado, Madan et al. (2011) notificé la actividad de sus dos extractos obtenidos
de con éter de petrdleo y diclorometano-éter-metanol de las hojas de P. hysterophorus
contra S. aureus cuyos halos alcanzaron un diametro de 9 mm por lo que son mas

pequefios que los obtenidos en el presente trabajo.

Bezuneh (2015) en su recopilacion de datos encontré actividad antimicrobiana de esta
especie frente a cepas como S. aureus y S. epidermidis. También esta planta inhibe
otras multiples especies microbidticas entre las que se encuentran Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Enterococcus sp., Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Salmonella
typhimurium, Vibrio cholerae, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus
luteus, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Xanthomonas

vesicatoria, Ralstonia solanacearum.
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Kaur et al. (2016) reportan el efecto antimicrobiano de los extractos obtenidos con 10
gramos de P. hysterophorus en varios organismos como son E. coli, P. aeruginosa, C.
albicans, B. subtilis, Saccharomyces cerevisiae y S. aureus. El extracto que mas
efectividad tuvo fue el acetato de etilo con 28.3 mm de diametro en sus halos de
inhibicién en S. aureus. De acuerdo con esta referencia, el extracto metandlico si tuvo
actividad antibacteriana, sin embargo, el resultado fue inferior a comparacién de otros

extractos de menor polaridad.

Euphorbias

E. hirta

Los extractos acetdnico y metandlico de E. hirta no fueron activos en ninguna de las
cepas. Por otro lado, los halos de inhibicidon del extracto hexanico en S. aureus fueron

de 9.5+0.5 mm (Tabla 18). Para S. epidermidis no se obtuvo ningun efecto inhibitorio.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Sudhakar et al. (2006), Ngemenya et
al. (2006), Rajeh et al. (2010) y Perumal et al. (2012) en cuanto a la actividad sobre S.
aureus. Los halos de inhibiciébn sobre S. epidermidis difieren con lo mencionado por
Parekh et al. (2005) y Bittner et al. (2001) ya que ellos si encontrarén efectividad en
esta cepa. Parekh et al. (2005) trabajo con 10 gramos de planta, por otro lado, Bittner
et al. (2001) realizé una revision en la que no report6 este dato. Ambos autores ademas

hallaron efectividad de esta especie sobre S. aureus. En esta investigacion se usaron 5

gramos.
C Halos de inhibicion (mm)
epa Extracto hexanico Extracto acetdnico Extracto metandlico
S. aureus 95+0.5 0.0 0.0
S. epidermidis 0.0 0.0 0.0
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Para E. hirta autores como Parekh et al. (2005) que reportan la inhibicion de un
extracto metanolico obtenido a partir de 10 gramos de material vegetal sobre S.
epidermidis, B. subtilis, P. pseudoalcaligenes, P. vulgaris y S. typhimurium. Sudhakar et
al. (2006) la observo en especies como E. coli, P. vulgaris, P. aeruginosa, B. pumilus,
S. aureus, Streptococcus faecalis, C. albicans, A. niger y R. oligosporus, sin embargo,
no menciona la cantidad de planta que utilizé. De la misma forma Ngemenya et al.
(2006) omitieron este dato. A su vez hallaron inhibicion de E. hirta en E. coli y P.

aeruginosa, pero no tuvo efecto en S. aureus y Salmonella typhimurium.

En estudios mas recientes Perumal et al. (2012) observaron actividad inhibitoria de los
extractos de E. hirta en en mdltiples organismos como Enterobacter aerogens, E. coli,
Klebsiela pneumonia, Proteus mirabilis, P. vulgaris, P. aureuginosa, S. typhi, Shigella
typhi, Ahigella dysenteriae, Aspergillus niger, B. subtilis, C. albicans, C. glabratay en S.
aureus. Rajeh et al. (2010) por su parte reporta inhibicion de S. aureus, Bacilus
thuringiensis, B. subtilis, Micrococcus sp., K. pneumonia, Proteus miranilis, Salmonella

typhi y C. albicans.

Euphorbia sp. y E. nutans

Los extractos hexanicos de Euphorbia sp. y E. nutans fueron los Unicos que mostraron
actividad en las pruebas antibacterianas sobre S. aureus. Con el extracto metandlico y
el aceténico de ambas especies no se inhibié el crecimiento bacteriano de ninguna
cepa. Los halos de inhibicion del extracto hexanico de Euphorbia sp. en S. aureus

fueron de 11.0+1.0 mm y para E. nutans con 9.0+0.0 mm (Tabla 19).

Halos de inhibicion (mm)

=specie Cepa Hex Acet Met
Euphorbia sp. S. aureus 11.0+1.0 0.0 0.0
S. epidermidis 0.0 0.0 0.0

E. nutans S. aureus 9.0+0.0 0.0 0.0
S. epidermidis 0.0 0.0 0.0

Hex= Extracto hexanico Acet= Extracto aceténico Met= Extracto metandlico
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Los resultados obtenidos por Natarajan et al. (2005), Rojas et al. (2008), Hanane et al.
(2014) y Mohammadi et al. (2015) concuerdan con los obtenidos en este trabajo ya que
ellos también encontraron efecto inhibitorio en S. aureus por alguna especie dentro del
género Euphorbia. Sin embargo, Bittner et al. (2001) mencionan que en las Euphorbias

hay especies que pueden inhibir tanto a S. epidermidis como a S. aureus.

Bittner et al. (2001) reportaron que algunas especies de la familia Euphorbiaceae tienen
capacidad antibacteriana sobre cepas como B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, Sarcina
sp., S. aureus, S. epidermidis, S. faecalis y Sarcina lutea.

Natarajan et al. (2005), Rojas et al. (2008), Hanane et al. (2014), Mohammadi et al.
(2015) entre otros habian realizado trabajos con especies del genéro Euphorbia. Los
experimentos que estos autores realizaron dieron como resultado inhibicion de
especies como B. pumilis, B. subtilis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae,
P. vulgaris, E. faecali, S. typhii en su variedad A y B. Por lo que los resultados
obtenidos para Euphorbia sp. y E. nutans coinciden con lo descrito anteriormente en lo
gue respecta a los halos de S. aureus en el extracto hexanico.

S. americanum
El extracto hexanico de S. americanum presentd halos de inhibicién en S. aureus cuya

medida fue de 8.5+0.5 mm (Tabla 20). Por otro lado, tanto el extracto aceténico como

el metandlico no inhibieron el crecimiento bacteriano.

Cepa Halos de inhibicion (mm)
Extracto hexanico @ Extracto acetonico | Extracto metanélico
S. aureus 85+0.5 0.0 0.0
S. epidermidis 0.0 0.0 0.0

El efecto antimicrobiano de S. americanum fue reportado para S. aureus y S.
epidermidis por varios autores como Venkatesan et al. (2009), ellos mencionan que hay
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actividad antimicrobiana en Streptococcus pyogenes, S. agalactiae, S. faecalis, B.
anthracis, B. subtilis, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, S. sonnei, S.
boydii, S. typhi, S. paratyphi, V. cholerae, P. aeruginosa, Microsporium gypsum,

Trichophyton mentagrophytes, Epidermatophyton flocosum y Aspergillus niger.

El efecto antimicrobiano por parte de S. americanum para S. aureus también ha sido
descrito por Sanchéz et al. (2003), Abbas et al. (2014), Kumar et al. (2016), Modilal et
al. (2015) y Hamad et al. (2018). También mencionan su efecto en otros organismos
como C. albicans, B. cereus, E. coli, Micrococcus luteus, E. aerogens, Klebsiella

pneumoniae, S. typhimurium, P. aureuginosa y E. aerogens.

Los resultados reportados por autores anteriores coinciden con el efecto inhibitorio de
esta especie en S. aureus mas no en S. epidermidis. Sin embargo, los autores no
reportaron la medida exacta de los halos de inhibicién por lo que no se pueden

comparar nuestros halos de inhibicién.

Comparacion de la actividad antimicrobiana de las cinco especies.

Para poder comparar la actividad antimicrobiana de las cinco especies se realizé una
prueba de ANOVA para los resultados obtenidos en el analisis antibacteriano aplicado
sobre S. aureus (Grafica 3). Se realiz6 esta prueba con la finalidad de determinar si la
actividad antibacteriana es estadisticamente diferente entre las especies estudiadas. El
analisis arrojo que los resultados de S. americanum fue la menos activa y Euprobia sp.

la més activa de los extractos hexanicos (p< 0.05).
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Grafica 3. Comparativo de la actividad antibacteriana de los extractos héxanicos de las

cinco especies frente a S. aureus. Diferencia significativa -+

Conclusiones

Los grupos de metabolitos secundarios que se pudieron detectar mediante reacciones
coloridas de los extractos fueron fenoles, glucésidos, saponinas y alcaloides en P.
hysterophorus. Fenoles, glucésidos y alcaloides en E. hirta, fenoles, glucésidos,
saponinas y alcaloides en Euphorbia sp. glucésidos y saponinas en E. nutans. y

finalmente glucésidos y saponinas en S. americanum.

Los extractos metandlicos obtenidos de las cinco especies se caracterizaron mediante
HPLC. De este andlisis se obtuvieron cromatogramas en los que se podian diferenciar
las especies estudiadas en cuanto a sus principales componentes quimicos de tipo
flavonoides. Por lo que se concluye que estas 5 especies pueden ser diferenciadas a

través de sus compuestos quimicos.

Los resultados de las pruebas de actividad antibacteriana se distinguieron entre las
diferentes especies. Todas las plantas presentaron actividad antibacteriana en el
extracto hexanico. Los halos obtenidos en las tres Euphorbias fueron mas activas que
P. hysterophorus y S. americanum en el extracto hexanico. Mientras que la Unica planta

gue present6 actividad antibacteriana en el extracto aceténico fue P. hysterophorus.
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ANEXO

Cromatogramas por especie sin tiempo de retencion.

P. hysterophorus

DADL1 C, Sig=365,4 Ref=off (D\CHEMBAN\DATAHTO2018\AKETZALLI-013.D)

L s L L A
5 10 15 20 2 0 b 40 mi

Cromatograma del extracto metandlico de P. hysterophorus por HPLC detectado a 365.4 nm.

DADLB Sg-2864 Ref=dff (O\CHEVEANDATAH TQRISAKETZALLIOIZD)
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Cromatograma del extracto metandlico de P. hysterophorus por HPLC detectado a 285.4 nm.
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E. hirta

DADL C, Sig=365,4 Ref=oif (D\CHEVBALDATARTO2018\AKETZALLI-010.0)
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Cromatograma del extracto metandlico de E. hirta por HPLC detectado a 365.4 nm.

DAD1 B, Sig=2854 Ref=off (D\CHEMBA1\DATAHTOR018\AKETZALLI-010.D)
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Cromatograma del extracto metandlico de E. hirta por HPLC detectado a 285.4 nm.
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Euhporbia sp.

DAD1 C, Sig=365,4 Ref=0if (D\CHEMBA1\DATAHRTO2018\AKETZALLI-009.D)
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Cromatograma del extracto metandlico de Euphorbia sp. por HPLC detectado a 365.4 nm.

DAD1 B, Sig=2854 Ref=off (D\CHEVBA\DATARTO2018\AKETZALLI-009.D)
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Cromatograma del extracto metandlico de Euphorbia sp. por HPLC detectado a 285.4 nm.
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E. nutans

DADL C, Sig=365,4 Ref=off (D:\CHEM321\DATAF TO2018\AKETZALLI-011.D)
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Cromatograma del extracto metandlico de E. nutans por HPLC detectado a 365.4 nm.

S. americanum

DADL C, Sig=365,4 Ref=off (D\CHEMB2\DATAFITO2018\AKETZALLI-012.)
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Cromatograma del extracto metandlico de S. americanum. por HPLC detectado a 365.4

nm.

53



DAD1 B, Sig=285,4 Ref=off (D:\CHEM32\1\DATA\FITO2018\AKETZALLI-012.D)
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Cromatograma del extracto metandlico de S. americanum por HPLC detectado a 285.4 nm.
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