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RESUMEN

En este estudio se demostré que el latex Jatropha curcas tiene un efecto antimicrobiano
selectivo importante frente al género de Staphylococcus spp., la investigacion se centrd
principalmente en Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA). El latex de
Jatropha curcas no tiene ningun efecto antimicrobiano contra bacterias Gram negativas
probadas en este estudio, ensayos fisico-quimicos demostraron que la temperatura y el pH no
afectan la bioactividad del latex contra MRSA, las fracciones cetonica, metandlica y
etandlica presentaron bioactividad frente a MRSA, a diferencia de las fracciones no polares
(hexano, tolueno y cloroformo). La fraccién que se uso para ensayos posteriores fue FM003
(fraccion metandlica capa 3). Pruebas fitoquimicas realizadas en el latex evidencio la
presencia de taninos catéquicos y alcaloides y fue negativo para heterdsidos cianogénicos,
heterosidos saponinicos y taninos galicos. Un ensayo con espectometria de masas demuestran
que la fraccién FMO003, contiene un alcaloide denominado Amodiaquina.

Palabras clave: Jatropha curcas; latex; Staphylococcus aureus meticilino resistente
(MRSA); toxicidad, Artemia salina; concentraciéon minima inhibitoria, fraccion FMO0O03
(fraccion metandlica capa 3).
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ABSTRACT

The latex of Jatropha curcas has an important selective antimicrobial effect against
Staphylococcus spp. This research focused mainly on methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA). The latex of Jatropha curcas has no antimicrobial effect against Gram
negative bacteria tested in this study. Physical-chemical tests showed that neither the
temperature nor pH affect the latex bioactive compounds against MRSA. Ketone, ethanolic
and methanolic extracts showed bioactivity against MRSA, unlike nonpolar fractions (hexane,
toluene and chloroform). The fraction most employed was FMO003 (methanolic fraction layer
3). Phytochemical tests conducted in latex showed the presence of tannins catechic and
alkaloids. Mass spectrometry assays demonstrate that FMO0O3 fraction contains a alkaloid
called Amodiaquin.

Keywords: Jatropha curcas; latex; methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA);
toxicity; brine shrimp; minimum inhibitory concentration; FMO003 fraction (fraction
methanolic layer 3).
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1 INTRODUCCION

1.1 Staphylococcus aureus.

Los Staphylococcus sp. son cocos Gram positivos de 0.5 a 1.5 micrémetros de diametro
(Murray P. B., 1999). La palabra Staphylococcus se origina del griego staphylé, que significa
“racimo de uvas” esta disposicion adoptan cuando se los observan al microscopio, aunque €n
ocasiones se encuentra en pares, cadenas 0 en cocos individuales (Murray, 1999; Murray P.
R., 2006) (Ryan K, 2005). Estas bacterias se caracteriza por no tener flagelo, no forman
esporas y a diferencia de los Streptococcus sp. produce catalasa (Murray, 1999; Ryan K,
2005). Existen alrededor de 35 especies y 17 subespecies (Murray P. R., 2006). Las especies
de mayor interés clinico son: Staphylococcus aureus, epidermidis y saprophyticus. Las
especies patogenas se destacan por formar coagulos a partir del plasma, generar hemdlisis y
poseer una gran variedad de toxinas extracelulares (Brooks G., 2011). El péptidoglucano de
Staphylococcus aureus esta asociado a moléculas involucradas en adhesion tal como el factor
de aglutinacion (CIf), la fibronectina (FNBP) y la proteina A (Murray P. B., 1999).

Dentro de los factores de virulencia mas importante encontrados en Staphylococcus sp. son la
toxina alfa y toxina beta involucradas en la formacién de abscesos y dafio tisular, toxina delta
relaciona a lisis eritrocitaria, toxinas exfoliativas (ETA y ETB) responsables del sindrome de
la piel escaldada estafilocAcica, enterotoxinas (A, B y C) que actian como superantigenos que
generan liberacién de citocinas, toxina TSST-1 responsable del sindrome del shock térmico,
toxina Leucocidina de Panton-Valentine (PVL), se encuentra principalmente en

Staphylococcus aureus meticilino resistente adquirido en la comunidad, la cual provoca poros



principalmente en los polimorfonucleares generando lisis e inflamacién (Murray P. R., 2006;
Labandeira, 2007).
El Staphylococcus aureus ademds es responsable de bacteremia, endocarditis, neumonia,

empiema osteomielitis y artritis séptica (Murray P. R., 2006).

1.2 Resistencia a Antibidticos en Staphylococcus.

Los Staphylococcus tienen la capacidad de adquirir resistencia a antibiéticos de forma rapida
y eficiente. En 1940 Alexander Fleming descubrid la penicilina, que combatio infecciones
severas causadas por Staphylococcus sin embargo para 1950 esta bacteria ya adquirid
resistencia a esta droga, en la actualidad menos del 10 % de Staphyococcus sp. son
susceptibles a la penicilina (Murray P. R., 2006).

La resistencia a los betalactdmicos como penicilina; esta dada por las enzimas denominadas
penicilasas, las cuales hidrolizan el anillo betalactamico de la penicilina, las enzimas se
encuentran en plasmidos transmisibles, el clon de Staphylococcus aureus denominado fago
80/81 fue responsable de verdaderas pandemias a nivel hospitalario y comunitario (Murray P.
R., 2006; Chambers H D. F., 2009).

Como una alternativa para combatir esta primera linea de resistencia se crearon penicilinas
semisintéticas como meticilina, nafcilina, oxacilina y dicloxacina (Murray P. R., 2006). Diez
afios después (1961) del desarrollo de estos antimicrobianos, en Inglaterra se aisl6 un
Staphylococcus aureus meticilino resistente 0 MRSA del inglés (methicillin resistant
Staphylococcus aureus) (Chambers H D. F., 2009).

Esta resistencia estad dada por una proteina de union a la penicilina denominada (PBP2) del
inglés penicillin-binding protein, la cual se codifica a partir del gen mecA (Murray P. R,

2006). ElI PBP2 es responsable del paso final de la sintesis de petidoglicano en la formacién



de la pared celular del Staphylococcus sp, ademéas disminuye la afinidad de los beta-
lactdmicos a la proteina de unién a la penicilina PBP (Matsui H, 2011) (Cuirolo A, 2009).
Actualmente 30-50 % de los Staphylococcus aureus son meticilino resistentes (Murray P. R.,
2006). Por un periodo de tiempo los MRSA se encontraron en centros de salud y hospitales,
pero pocos afios después se encontrd personas de la comunidad portadoras sanas de MRSA,
que acaban infectando a pacientes ambulatorios, por lo tanto de acuerdo a la poblacion que
infectan los MRSA se dividen en : Staphylococcus aureus asociado a hospitales ( HA-MRSA)
del inglés (Health care-associated methicillin resistant Staphylococcus aureus) vy
Staphylococcus aureus adquirido en la comunidad (CA-MRSA) del inglées (Community-
acquired methicillin resistant Staphylococcus aureus) (Chambers H D. F., 2009).

El antibidtico de eleccion para el tratamiento de los MRSA multiresistentes es la
vancomicina, sin embargo 1996 en Japdn se aisl6 el primer VISA (Staphylococcus aureus
vancomicina intermedio) y finalmente en el 2002 en Estados Unidos el primer VRSA
(Staphylococcus aureus vancomicina resistente) (Conly, 2002). S. aureus adquiere resistencia
a lavancomicina a partir de transferencia horizontal de genes con Enterococcus sp., el cual
posee un transposon denominado Tn1546, responsable de llevar el operon VanA el cual
codifica 9 polipétidos responsables de remplazar el dipéptido D-Ala-D-Ala por D-Ala-D-Lac
durante la sintesis del petidoglicano (Perichon, 2009), otro mecanismo para adquirir
resistencia a vancomicina es a partir de la biosintesis del lipido Il, que induce el
engrosamiento de la pared y asi evita la entrada de la vancomicina al Staphylococcus aureus

(lkeda S, 2010).



1.3 Cassette Cromosomal de Staphylococcus aureus mec (SCC-mec).

La resistencia a meticilinas por parte del Staphylococcus aureus esta dado por una proteina
denominada PBP2 ((IWG-SCC), 2009), esta proteina se forma a partir de un elemento movil
denominado cassette cromosomal del Staphylococcus aureus mec, abreviado con las siglas
(SCC-mec) del inglés (staphylococcal cassette chromosome mec), el cual se caracteriza por
estar ubicado en el ADN cromosomal de la bacteria, estar delimitado por secuencias
repetitivas, contiene un complejo mec que lleva el gen de resistencia a las meticilinas (mec A)
y un complejo ccr responsable de la recombinacion ((IWG-SCC), 2009) (Chen L, 2010) .

La clasificacion de los SCC-mec se basa en una combinacion binaria entre el complejo mec y
el complejo ccr ((IWG-SCC), 2009). La adquisicion de este elemento movil se piensa que es
anadlogo a una isla de patogenicidad excepto que en lugar de codificar factores de virulencia
codifica genes de resistencia a antibiéticos (Katayama Y, 2000) (Chambers H, 2001). La
resistencia a este antibidtico se le ha calificado de heterogénea que consiste en que algunas
poblaciones de MRSA a pesar de tener el gen mecA presentan un fenotipo heterogéneo de
resistencia a la oxacilina (algunas células son sensibles y otras células son resistentes), estas
poblaciones pueden llegar a presentar una resistencia homogénea a oxacilina cuando estan en
presencia de antibidticos betalactamicos. EI mecanismo para este cambio se presenta cuando
las cepas heterogéneas se exponen a dosis de betalactamicos los cuales activan el sistema
SOS (reguladores LexA/ RecA), que producen un incremento en la tasa de mutacion que
permite la seleccion a una poblaciobn homogéneamente resistente a oxacilina (Cuirolo A,

2009).



1.4  Staphylococcus aureus meticilino resistente problema de salud publica.

El incremento de resistencia a antibiéticos por parte del MRSA es un problema de salud
publica (Boucher, 2008), en Estados Unidos y Europa se considera que mas del 50% de las
cepas de Staphylococcus sp. son resistentes a la meticilina. EI nimero de muertes en EEUU
ocasionadas por infecciones por MRSA es de aproximadamente 19.000 muertes/afio
(Guzmén M, 2009), segun estudios realizados en América Latina desde 1997 al 2006 ha
incrementado la resistencia por parte de los MRSA de un 33.8% a 40.2% (Guzmén M,
2009), el primer caso de CA-MRSA reportado en América Latina fue en Brasil en el afio
2003 (Boucher, 2008). En Ecuador en un estudio realizado en el afio 2004 se observé que de
1363 aislados, 25% eran MRSA (Guzméan M, 2009). En un estudio realizado en el 2007 en en
el Hospital del Seguro Social de Quito, se evidencié la presencia de 7 grupos de
Staphylococcus de aureus que circulan en la unidad de cuidados intensivos, la variabilidad se
debia a la circulacion frecuente del personal de la salud en la unidad de cuidado intensivos,
mala manipulacién de equipos gastricos y respiratorios (Cardenas, 2008).

Los factores predisponentes para la adquisicion de CA-MRSA es la terapia de antibi6ticos,
contacto con personal de la salud, nifios que estan constantemente llevando sus dedos al
aparato respiratorio superior (Rodriguez E, 2010) y los factores predisponentes para la
adquisicion HA-MRSA son cirugias, dialisis, uso prolongado de catéteres, HIV (Virus de
inmunodeficiencia humana) (Guzméan M, 2009; Benoit, 2008; Srinivasan, 2009). Es posible
que CA-MRSA este ingresando a los ambientes hospitalario (Chambers H, 2001; Reyes,
2009).

Recientes estudios demuestran que en Estados Unidos personas mueren mas por infecciones

por MRSA que por HIV (Payne, 2008) actualmente las lineas de investigacion usadas para



crear nuevos antibioticos se basa en nuevas versiones de medicamentos ya existentes como
B-lactamicos, quinolonas, macrolidos y glicopéptidos que originalmente fueron aislados de
hongos y bacterias (Clardy J, 2009; Payne, 2008).

Durante las ultimas tres décadas se ha observado un claro descenso en la creacion de nuevos
antibioticos, esto se debe principalmente al costo de inversién, ya que un agente
antimicrobiano aprobado, tiene un costo de alrededor de 400 y 800 millones de ddlares, cifra
que no se ve recompensada al momento que el producto sale a la venta, ya que el tratamiento
con antimicrobianos es de méximo 15 dias, las farmacéuticas se han enfocado més a la
creacion de medicamentos de uso prolongando, por la rentabilidad que esto conlleva por
ejemplo medicamentos para pacientes que padecen de diabetes, hipertesion, HIV etc.
(Spellberg B, 2008).

Los glicopéptidos como la vancomicina y linezolid se ha convertido en el ultimo recurso para
el tratamiento de Staphylococcus aureus meticilino resistente (Perez, 2008), es necesario
contar con nuevas estrategias para combatir, controlar y prevenir la accion de bacterias
multiresistentes y crear nuevos antibioticos dirigidos hacia nuevas dianas bacterianas. (Perez,
2008)

Los extractos derivados de plantas han sido valorados enormemente por ser fuente de agentes
terapéuticos, tienen diversidad quimica, especificidad bioguimica y propiedades moleculares
que los hacen candidatos idoneos para el descubrimiento de nuevos farmacos (Koehn &
Carter, 2005)

En la presente investigacion se utilizo la planta Jatropha curcas (J. curcas) para investigar la

presencia de compuestos antibacterianos frente a Staphylococcus aureus meticilino resistente.



J. curcas, es una planta que se cultiva en América del Sur y Central, Africa, India y en el
Sureste de Asia (Oskoueian E, 2011) pertenece a la familia de las Euphorbiaceas, tiene
aproximadamente 175 especies (Thomas R, 2008). El nombre Jatropha curcas deriva del
griego iatros (meédico) y trophe (alimentos) por las caracteristicas derivadas de su uso
(Thomas R, 2008). Igual que todos los miembros de la familia Euphorbiaceae, J. curcas
contiene un latex en su tallo (savia lechosa), que ha sido utilizada desde tiempos
inmemorables como medicina ancestral (Debnath M, 2008). En el latex de J. curcas se ha
identificado la presencia de compuestos como el jatrophine, jatropham en los cuales se ha
hallado actividad anti-cancerigena, otro compuesto como curcain, una enzima responsable de
efectos cicatrizantes en modelos murinos y ademéas se menciona actividad antibacteriana
frente a  Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus pyogenes y Candida
albicans (Thomas R, 2008; Debnath M, 2008). Un cribado de actividad antimicrobiana en
extractos quimicos de plantas representa el punto de inicio para el descubrimiento de nuevas
drogas (Brielmann, 2006). El uso de plantas en etnofarmacologia es bien conocido, pero
mucha de la informacion es empirica y carente de validez cientifica. Este trabajo busca
demostrar, a través de distintos experimentos que el latex de J. curcas puede ser un posible
candidato antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus meticilino resistente bacteria que se

ha convertido en un verdadero problema de salud publica.



2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Recoleccidn del latex de Jatropha curcas y almacenamiento.

El latex de Jatropha curcas fue recolectado en Manabi-Ecuador, sector EI Colorado. Se
realiz6 una incision a nivel del tallo de cada planta, se recolectd las gotas de latex en
recipientes estériles y se almacend a 8 y -20°C en alicuotas de 10mL. La especie de vegetal

fue identificada en el herbario de la Universidad San Francisco de Quito.

2.2 Microorganismos analizados.

Las bacterias usadas para los ensayos fueron proporcionadas por Instituto de Microbiologia de
la Universidad San Francisco de Quito, cada una de las bacterias fue identificada mediante
analisis bioguimicos. Las bacterias analizadas fueron S. aureus meticilino resistente (MRSA),
S. aureus ATCC, Staphylococcus epidermidis, Staphylococus saprophyticcus, Escherichia
coli ATCC, Pseudomona aeruginosa ATCC, Citrobacter youngae, Serratia marcencenses,
Salmonella sp. Shigella soneii, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii y Pseudomona

flurecens.

2.3 ldentificacién de Staphylococcus aureus meticilino resistente.

Pruebas bioquimicas-microbiologicas:

MRSA se identifico a través de las siguientes pruebas: tincion Gram (Merck), pruebas de
produccion de catalasa a traves de peroxido de hidrogeno al 3% (Merck), produccion de
coagulasa (libre y conjugada), fermentacion de manitol salado (BD-Quito), fermentacion de
urea (BD-Quito), susceptibilidad a la novobiocina (BD-Quito), resistencia a la polimixina B
(BD-Quito) y resistencia a la oxacilina a través del disco de cefoxitin (BD-Quito) (Murray P.

B., 1999) (Clinical, 2011).



Identificacién molecular:

Las pruebas moleculares se realizaron en los Laboratorios Zurita y Zurita, a través de
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR), se identificd la presencia de los genes mecA
(que codifica para la proteina PBP2), el gen nuc (que codifica para una nucleasa termoestable)

y el gen pvl (que codifica para la toxina leucocidina de Panton Valentain).

2.4 Pruebas de sensibilidad a antimicrobianos

Se utilizo la prueba de Kirby-Bauer de acuerdo a las recomendaciones de Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) (Clinical, 2011) se us6é como control, discos de antibidtico de
imipenem de 10ug (Becton Dickinson-Quito), vancomicina 30 pg (Becton Dickinson-Quito)
y linezolid 30 pg/disco (Becton Dickinson-Quito). Las cajas fueron incubadas por 24 horas a
37°C y la actividad antimicrobiana se demostré mediante medicion del diametro de la zona
de inhibicion, expresada en milimetros.

Para analizar la actividad antimicrobiana del latex de Jatropha curcas se elabord discos de
6mm de didmetro con papel Watman N° 5, cada disco recibié concentraciones de (1, 1.5,
2.0, 2.5, 3.0 y 3.5 mg/disco) de la fraccién a estudiarse, los discos se secaron en una
incubadora por 24 horas. EIl control negativo fue un disco que recibio igual volumen de agua
estéril o solucién salina y los controles positivos fueron discos con antibiéticos para los cuales

las bacterias analizadas eran sensibles.
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2.5 Estabilidad a temperatura'y pH

Se prepararon alicuotas con latex de J. curcas y se sometieron a distintas temperaturas
(30°C, 45°C, 75°C y 90°C, 100 °C y 121°C durante 30 min) y a distintos rangos de pH (3.5 a
6.5 y 7.0). EI pH se subi6 usando (5ml de latex+15 ml de agua destilada+4 gotas de
fenoftaleina) a esta solucion, a través de titulacion se afiadio hidroxido de sodio hasta que se

evidencio cambio de pH, el pH se midi6 con un potenciémetro (inoLab)

2.6 Fraccionamiento del latex de J. curcas a través de un extractor Soxhlet

Para el fraccionamiento inicialmente se desengraso el latex con éter anhidro y agua dentro de
embudo de separacion, se uso la fase acuosa para el fraccionamiento con extractor Soxhlet, se
usaron solventes no polares (hexano y cloroformo) y polares (acetona, etanol y metanol) el
tiempo para cada tratamiento fue de 8-24 horas y la temperatura dependié del punto de
ebullicién de cada solvente (Cseke, 2006), cada fraccion se ensayO bioactividad frente a

MRSA a través de la prueba de Kirby-Bauer observar (ANEXO 1).

2.7 Fraccionamiento con embudo de separacion.

Las fracciones polares obtenidas con el separador Soxhlet se sometieron dentro de un embudo
de separacion a una mezcla de solventes, la fraccion cetonica se mezclo con (hexano,
benzeno, agua y cetona), la fraccion metaldlica con (hexano, benzeno, agua y metanol) y la
fraccion etandlica con (hexano, benzeno, agua y etanol) todas las soluciones se realizaron en
una relacion de 20:20:20:20 volumen/volumen, de cada fraccion se obtuvo 4 diferentes capas
que se designaron con las letras F de (fraccion) C, E M de (cetona, etanol y metanol
respectivamente) y numeros (001, 002, 003 y 004) de acuerdo a la capa obtenida en el

embudo de separacién, 001 inicia en la fase acuosa y 004 termina en fase organica, cada una
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de las fracciones se probo bioactividad frente MRSA a través de la técnica de KirbyBauer,

observar (ANEXO 1).

2.8 Ensayo de toxicidad con Artemia salina.

El ensayo de citotoxicidad se llevd acabo de acuerdo a las indicaciones de (Carballo, 2002),
con algunas modificaciones. En un litro de agua mineral se disolvié 35 gramos de sal
marina, a esta solucion se afiadié 1g de huevos de Artemia salina que permanecieron bajo
luz y aireacién constante. Por otra parte se prepard discos de 1cm de diametro con papel
Watman N° 5 y se afiadid la fraccion FMO003 a concentraciones finales de (1, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0
y 3.5mg/disco) los discos se secaron a 55°C por 24 horas y posteriormente se autoclavaron.
En una placa de 24 pocillos, se midié 1ml de agua marina y se coloc6 un disco preparado con
la fraccion FMOO03, se contd diez larvas de Artemia salina con la ayuda de una pipeta Pasteur
y se suspendieron en cada pocillo., se us6 como control positivo hipoclorito al 1% y como
control negativo (Artemias + medio sin tratamiento), todos los ensayos se realizaron por
triplicado y se monitored las Artemias motiles y no motiles a las 24 y 72 horas para

determinar el porcentaje de mortalidad.

2.9 Concentracion minima inhibitoria (técnica de macrodilucién en caldo)

La concentracion minima inhibitoria se Ilevd acabo de acuerdo a las recomendaciones de
(Cavalieri, 2005) con algunas modificaciones. Se elabord discos con papel Watman N° 5, de
1cm de didmetro, en cada disco se impregnd, la fraccion FMO003 a las siguientes
concentraciones (1, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5,4.04.5,5.0,5.5,6.0,6.5, 7.0, 7.5, 8.0,8.5,9.0,95y
10mg/disco), los discos se dejaron secar en una estufa a 55°C durante 24 horas, luego se

autoclavaron a 121°C por 15minutos. Por otra parte en tubos que contenian 1mL de medio
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minimal M9, se realizd un Mcfarland de 0.5 de turbidez con Staphylococcus aureus
meticilino resistente (MRSA), en cada tubo se colocd discos con concentraciones
determinadas de la fraccion FM003, cada concentracion se hizo por duplicado, como blanco
o control negativo se usdé (M9+Fraccion FMO003 sin MRSA) control positivo (M9+MRSA sin
fraccion FMO003. Se incub6 por 24 horas a 37°C. después se midid la absorbancia de cada

tubo en un espectrofotdmetro a 560nm.

2.10 Ensayos cualitativos para deteccion de fitoquimicos

Las pruebas fitoquimicas se realiz6 de acuerdo a las indicaciones de las referencias (Patil S,
2012) (UCM) con algunas modificaciones.

En una mezcla de 2ml de latex puro méas 2ml de agua destilada, se coloco una tirilla de papel
que contenia impregnado 3ml de acido picrico y 3ml de carbonato sédico, un cambio de color
anaranjado en la tirilla, se tomd& como un indicador de la presencia de heterosidos
cianogénicos (Patil S, 2012) (UCM).

Se prepardé un mezcla cromogénica con 2 mL de acido sulfarico concentrado y 0.1g de
dicromato potasico, a esta mezcla se afiadio 2ml de latex puro, la formacion de un anillo verde
esmeralda se tomd como indicador de presencia de heterdsidos saponinicos (Patil S, 2012)
(UCM).

Se mezclé 3 ml de latex mas 3 ml del reactivo de Stiasny (HCL+Formol 1:1) y se filtrd. Al
precipitado resultado de la filtracién, se le afladidé 5 gotas de cloruro férrico al 0.1% mas 5
gotas de amoniaco, un color azul verdoso se tomé como indicador de presencia de taninos

catéquicos (Patil S, 2012) (UCM).
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Para determinar la presencia de taninos géalicos, al precipitado anterior se le afiadi6é 5 gotas de
cloruro férrico y 3 gotas de acetato sodico, un color azul se tomé como indicador de
presencia de taninos galicos.

Se mezcld 25ml de latex mas 50ml de éter y 50ml de agua destilada se agito y se recupero la
fase organica, a esta fase se le afiadio 10mL de éter mas 30ml de acido clorhidrico al 0.1M,
se alcalinizé la solucion con 3 ml de hidréxido de amonio, a esta solucion se afiadié 5 gotas
del reactivo yodado de Mayer, la formacién de un precipitado blanco se tomé como indicador

de presencia de alcaloides (Patil S, 2012) (UCM).

2.11 Anadlisis de la fraccion metandlica a través de un Espectometro de masas.

El ensayo se llevo acabo de acuerdo a las indicaciones establecidas en el equipo de Agro-
calidad. La muestra fue disuelta en metanol grado HPLC, la tasa de flujo fue de 3 pl/ml. El
tiempo de retencién fue al minuto 13,4. Los resultados fueron interpretados mediante un

software (Database, 2006). El equipo que se uso para este ensayo fue Acquity Xevo TQ-S

2.12 Anélisis estadistico.

Se uso Paired-Samples T Test, para observar diferencias significativas entre tratamientos y
un Univariate Analysis of Variance para determinar diferencias significativas entre latex puro
y la fraccion FMO003. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de P fue

> 0.05. Se usé el paquete estadistico SPPS version 11.5
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3 RESULTADOS

3.1 Actividad antimicrobiana del latex crudo de Jatropha curcas.

La actividad antimicrobiana del latex de J. curcas, se evalud con la técnica de Kirby Bauer
usando discos que contenian concentraciones de 50 y 100 ul de latex puro/disco, las
bacterias que se probd fueron Gram positivas y Gram negativas, se escogieron por su
importancia clinica y por las diferencias estructurales de cada una. Los resultados
demostraron que el latex no tuvo ningun efecto antimicrobiano en el grupo de bacterias Gram
negativas como Escherichia coli, Klebsiella sp., Shigella sp., Serratia sp., Salmonella sp. y
Providencia sp. (Tabla 1), a diferencia de los Gram positivos donde se observd una clara
inhibicidn del crecimiento en el género de Staphylococcus spp. (Tabla 2), por otro lado los
discos usados como controles en Gram negativos y Gram positivos (imipenem y vancomicina
respectivamente) inhibieron a cada una de las bacterias con halos que de acuerdo a los puntos
de corte del CLSI se consideraron susceptibles. Cuando se comparé los halos obtenidos entre

tratamientos, 50pl/disco versus 100ul/disco se observo diferencias significativas (P > 0.05).

Una vez que se identificd la importante actividad antimicrobiana del latex de J. curca frente a
Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA) la investigacion se centr6 en este

microorganismo.

3.2 Estabilidad del principio activo de latex de Jatropha curcas.
Se realizo pruebas fisico quimicas que permitieron observar las condiciones mas idoneas
para trabajar con el latex de J. curcas los compuestos bioactivos fueron estables a

temperaturas de 30, 45, 75, 90, 100 y 121°C y a pH de 3.5, 6.5 y 7.0. Los datos demostraron
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que ni la temperatura ni el cambio de pH a estas condiciones afecto la actividad

antimicrobiana frente a MRSA a través de la técnica de Kirby-Bauer (tabla 3).

3.3 Fraccionamiento del latex de J. curcas
Se procedid a fraccionar el latex con el propdsito de identificar los potenciales compuestos
bioactivos del latex contra el MRSA, como indica la seccién de materiales y métodos y el

ANEXO 1.

Los extractos polares y no polares separados con el equipo Soxhlet fueron probados contra
MRSA, los datos demostraron que los compuestos aislados en las fracciones no polares, no
tuvieron actividad antimicrobiana contra el MRSA, mientras que las fracciones polares
aisladas mantuvieron actividad antimicrobiana comparable con el control de linezolid

(tabla 4).

Una vez que se establecid que las fracciones polares tenian actividad antimicrobiana cada
fraccion fue procesada dentro de un embudo de separacion, de acuerdo a las indicaciones de

materiales y métodos.

Las fracciones polares se trataron nuevamente con una mezcla de solventes polares y no
polares dentro de un embudo de separacion, de la fraccion cetdnica se obtuvo 4 capas
identificadas como (FC001, FC002, FC003, FC004) las capas de la fase acuosa (FCO01 y
FCO002) demostraron tener una mayor actividad antimicrobiana que la fase organica, de la
fraccion metanodlica se obtuvo 4 capas identificadas como (FM001, FM002, FM003 y FM004)
y de la fraccién etandlica se obtuvo 3 capas identificadas como (FE001, FE002 y FE003)
igual que la fraccion cetonica las fracciones metanolica y etandlica presentaron un patron

similar, capas de la fase acuosa mayor actividad que las capas de la fase organica de acuerdo
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al diametro del halo de inhibicion, las fracciones FM002 y FM003 no tuvieron bioactividad
frente a MRSA, 11 fracciones o capas se recuperaron en todos los ensayos. Cada una de las

fracciones se probo frente MRSA a traveés de la técnica de Kirby Bauer (Tabla 5).

3.4 Latex puro versus fraccion FMO003:
De las fracciones obtenidas en el experimento anterior se observo que la fraccion FM003 tuvo
mayor solubilidad que el resto de fracciones y presento actividad antimicrobiana frente a

MRSA, por esta razon se uso esta fraccién en posteriores experimentos.

Con el fin de observar si a medida que vamos purificando se comprometia la actividad
antimicrobiana de la fraccion FMO0O03 de latex de J. curcas frente a MRSA, se realizo un
ensayo que compard los halos de inhibicion de la fraccion FMO003 versus el latex puro, al
comparar los halos de inhibicion se observo que no hay diferencias significativas entre los dos

tratamientos (P > 0.05) (tabla 6).

3.5 Actividad antimicrobiana de la fraccion FMO0O03 en bacterias Gram negativas:

En experimentos previos del presente estudio, el latex puro demostré que no tiene actividad
frente a bacterias Gram negativas Yy era efectivo contra Gram positivas (tabla 1 y 2), con el
propésito de demostrar si la fraccion FMO003 mantenia esta misma especificidad
antimicrobiana frente a Gram negativas, se realizd un ensayo con la técnica de Kirby Bauer
usando concentraciones de 0.75mg/ disco y 1.5 mg/disco. Los datos demuestran que no
existio accion antimicrobiana frente a bacterias Gram negativas como Escherichia coli

ATCC, Pseudomona aeruginosa ATCC, Citrobacter youngae, Serratia marcencenses,
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Salmonella sp. Shigella soneii, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii y Pseudomona

flurecens, estos se contrasta con la inhibicion que observa con el control imipenem (tabla 7).

3.6 Ensayo de toxicidad en Artemia salina:

Con el proposito de determinar el efecto toxico de la fraccion FM003, se usé el ensayo
convencional con Artemias salinas. Para determinar la toxicidad se conto el nimero de
Artemias motiles (vivas) y no motiles (muertas) a las 24 y 72 horas. Los resultados
demuestran que a las 24 horas todas las Artemias estuvieron vivas independientemente de la
concentracion de la fraccion FM003. Luego de 72 horas de tratamiento se observo que en el
control negativo, el porcentaje de mortalidad fue del 40 %, estos resultados fueron
comparables con el porcentaje de mortalidad con dosis crecientes de la fraccion FM003
(tabla 8 y Grafico 1). Para determinar si las concentraciones de la fraccion FM003 que se
usaron en el modelo de Artemias salinas, eran igual de eficientes para matar o bloquear el
desarrollo de  Staphylococcus aureus meticilino resistente, se realizd un ensayo de
concentracion minima inhibitoria, como se explica en la seccidn de materiales y métodos, este
ensayo fallo debido a que la fracciébn FMO0O03 reaccion6 con el medio minimal M9, formando
precipitados que interrumpen la lectura al momento leer en un espectrofotometro, las
absorbancias no tuvieron un patrén que permitiera evidenciar inhibicion en el desarrollo de
MRSA (figura 2). Cuando se hizo un pase del caldo M9 que contenia MRSA vy la fraccion

FMO003 a un medio de agar nutritivo, hubo desarrollo de MRSA.

Se realiz6 un ensayo adicional usando la técnica de Kirby Bauer, con discos que contenian
iguales concentraciones de la fraccion FM003 usadas en el modelo de Artemias salinas, los

resultados demostraron claras zonas inhibicion (tabla 9).
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3.7 Espectrometria de masas.

El fraccionamiento que dio lugar a la obtencion de la fraccion FMO003 no permite una
discriminacion muy fina de los posibles compuestos bioactivos, para determinar la
composicién de la fraccion FMO003, se realizé un ensayo de espectometria de masas con un
sistema UPLC, se analiz6 el pico que se retuvo en el minuto 13.4, cuando se realiz6 el analisis
en el software (Database, 2006), los resultados evidenciaron un alcaloide denominado
Amodiaquine. Los ensayos fitoquimicos cualitativos realizados en este estudio, evidencié la
presencia de taninos catéquicos y alcaloides y fue negativo para heterésidos cianogénicos,

heterosidos saponinicos y taninos galicos.



19

4 DISCUSION

Durante esta investigacion se analizo el efecto antimicrobiano del latex de Jatropha curcas
frente a bacterias Gram negativas y positivas, los resultados demostraron que existe un efecto
antimicrobiano selectivo importante frente al género de Staphylococcus spp., la investigacion
se centro principalmente en Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA), patdgeno
que se ha convertido en un verdadero problema de salud publica (Boucher, 2008). El latex de

Jatropha curcas no tuvo ningun efecto antimicrobiano contra bacterias Gram negativas.

Durante ensayos fisico-quimicos se evidencié que la temperatura y pH no afectan los
compuestos bioactivos del latex contra MRSA, el fraccionamiento del latex a través de un
equipo Soxhlet evidencio que los compuestos bioactivos tienen afinidad por solventes polares
(cetona, metanol y etanol), fraccionamientos adicionales a través de embudos de separacion,
usando mezclas de solventes, permitio obtener la fraccion FM003 (fraccion metandlica capa

3) la misma que conservé la actividad antimicrobiana presente en el latex.

Los ensayos de toxicidad, en un modelo basico con Artemias salinas, indicaron que a las 24
horas todas las Artemias estuvieron vivas y que a las 72 horas comenzé un descenso en el
numero de Artemias vivas, al comparar estos datos con el control, el porcentaje de mortalidad
fue similar al control (tabla 8 y figura 1). Cuando se realizd el ensayo de concentracion
minima inhibitoria, con iguales concentraciones probadas en el ensayo con Artemias salinas,
los resultados evidenciaron que no existe un efecto antimicrobiano frente a MRSA, (figura 2)

contrastando con los resultados obtenidos con la técnica de Kirby Bauer (tabla 9).
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Existe la posibilidad que los compuestos bioactivos que estan en la fraccion FM003 no se
estén liberando de una forma homogénea hacia los medios liquidos (agua marina en el caso de
Artemias salinas y medio M9 el caso de MRSA), por lo tanto el propdsito de estos

experimentos fallaron.

Al analizar los resultados que se obtuvieron con la técnica de espectometria de masas de la
fraccion FMO0O03 vy al correlacionarlos con un software, se determind que el posible compuesto
que se retuvo al minuto 13,4 se trata de un alcaloide denominado Amodiaquina, esta molécula
en la actualidad estd asociada a efectos antimalaricos, Amodiaquina se cred teniendo como
base quimica a la quinina, este compuesto es un alcaloide propio de la planta Ilamada
Chinchona, se ha evidenciado que la quinina tiene efecto antimicrobiano contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa y
Salmonella typhi con una concentracién minima inhibitoria de 125g/ml (Kharal, 2009), este
ensayo solo se realiz6 una vez y se realizaron bajo las condiciones establecidas del equipo de
Agrocalidad, es necesario que se realice pruebas con las indicaciones especificas para
identificacion de alcaloides. La molécula encontradas en el ensayo de espectometria de masas
se correlaciona con las pruebas fitoquimicas realizadas con el latex en donde se evidencié la
presencia de alcaloides y taninos catéquicos y fue negativo para heterdsidos cianogénicos,

heterosidos saponinicos y taninos galicos.

Existe algunos estudios que demuestran que el latex de J. curcas tiene actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Streptococcus pyogenes y Candida albicans (Debnath M, 2008).
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Hay evidencia que las fracciones metandlicas y fracciones con agua caliente obtenidas a partir
de semillas procesadas de la planta Jatropha curcas tienen actividad frente bacterias Gram
positivas y negativas, los ensayos se realizaron a través de una técnica con difusion por disco
y se usaron concentraciones de 1 y 1.5 mg/disco, el mayor halo de inhibicidn que se obtuvo en
esta investigacion fue de 11mm (Oskoueian E, 2011).

Otros estudios demuestran que las semillas de Jatropha curcas contienen esteres de forbdl,
que tienen actividad frente a Pseudomona putida y Streptococcus pyogenes con zonas de
inhibicion de 18 y 19 mm respectivamente, zonas de moderada inhibicion frente Proteus
mirabilis, Escherichia coli y Staphylococcus aureus con halos de inhibicién de 16, 15 y
14mm respectivamente, pruebas adicionales con ésteres de forbol evidenciaron una alta
toxicidad en un modelo con Artemias salinas (Devappa, 2012).

Nuestro estudio con el latex crudo y la fraccion FMO003 de J. curcas no presento actividad
antimicrobiana frente a bacterias Gram negativas, la principal diferencia entre estos géneros
es que las bacterias Gram positivas carecen de membrana externa y posee una gruesa capa de
petidoglicano a diferencia de las Gram negativas que contienen una delgada capa de
peptidoglicano y contiene una membrana externa estudios recientes se enfocan en los
componentes de la pared celular como los glicopolimeros que son propios de cada género
bacteriano, como posibles blancos para la creacion de nuevos antimicrobianos (Weidenmaier,

2008).

A través de PCR se determind que la cepa de MRSA que sirvié para todos los ensayos de este
estudio era portador del gen mec A y ademas no contenia el gen pvl el cual esta asociado a

MRSA de la comunidad (ANEXO 2), la cepa ademaés tenia resistencia a 24 antibidticos y fue
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susceptible solo a linezolid, vancomicina y nitrofurantoina, cepas multiresistentes como la que

se uso en este estudio, son los blancos idoneos para crear nuevos antimicrobianos.

Dentro de las pruebas fitoquimicas se detectd taninos catéquicos, estas sustancias son
compuestos fenolicos poliméricos propios de las plantas (Murphy, 1999), se ha reportado que
los taninos tienes actividad bacteriostatica y bactericida frente Staphylococcus aureus

(Akiyama, 2001).
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5 CONCLUSIONES

Las fracciones cetonica, metandlica y etanolica del latex de Jatropha curcas presentaron
una actividad antimicrobiana selectiva importante frente al género de Staphylococcus spp., la
investigacion se centré principalmente a la especie de Staphylococcus aureus meticilino
resistente, los ensayos de citotoxicidad en un modelo con Artemia salina y la concentracion
minima inhibitoria no funcionaron debido a que la fraccion FM0O03 precipita con los medios
liquidos y la técnica con discos no permite la liberacion de los compuestos bioactivos hacia
los medios liquidos, efecto que no ocurrié cuando se midié la actividad antimicrobiana
(medios solidos) a través de la técnica de Kirby Bauer. Los ensayos con espectrometria de
masas demostraron que la fraccion FM0O03 presenta una estructura denominada Amodiaquina,
es necesario repetir este ensayo con todas las condiciones requeridas para la identificacién de
moléculas especificas. La selectiva antimicrobiana y la robustez de los compuestos bioactivos
del latex de J. curcas deben ser tomadas en cuenta para considerar a Jatropha curcas como

un posible candidato para la basqueda de nuevas estrategias terapéuticas frente MRSA.
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6 RECOMENDACIONES

Al momento de fraccionar el latex puro se debe trabajar usando mezclas de solventes polares

y no polares, dentro de un equipo Soxhlet.

Se debe realizar un ensayo de cromatografia preparativa en columna, para trabajar con

fracciones mas puras.

Se debe realizar nuevos ensayos de espectometria de masas, para confirmar la presencia de

Amodiaquina.

Buscar moléculas bioactivas que no precipiten con liquidos, para realizar los ensayos de

concentracion minima inhibitoria y ensayos de citotoxicidad.

Realizar ensayos de dosis letal 50.
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Tabla 1 Zonas de inhibicion expresada en milimetros (mm) de distintos bacilos Gram
negativos frente al latex puro de Jatropha curcas.

Control Control latex latex
Bacterias positivo negativo 50 100
Imipenem Sol. Salina pl/disco pl/disco
Providencia sp. 23 0 15+0.7 16+0.7
Klebsiella sp. 27 0 0 0
Shigella sp. 22 0 13+1.4 15+1.4
Escherichia coli 28 0 0 0
Serratia sp. 27 0 0 0
Salmonella sp. 30 0 0 0

+ Desviacion estandar, cada ensayo se hizo por duplicado.
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Tabla 2 Zonas de inhibicion expresada en milimetros (mm) de distintas especies de
Staphylococcus frente al latex puro de Jatropha curcas.

Control positivo latex latex
Staphylococcus spp. vancomicina oxacilina 50 pl/disco 100 pl/disco
Staphylococcus aureus 18 18 28+0.7 28+0.7
Staphylococcus epidermidis 20 19 28+0.7* 32+1.4*
Staphylococcus saprophyticus 22 0 26+0.7* 35+1.4*
S. aureus meticilino resistente ¥ ¥
(MRSA) 21 0 26x0.7 32+1.4

+ Desviacion estandar de la media, cada ensayo se hizo por duplicado. ¥ (P > 0.05)
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Tabla 3 Zona de inhibicidn expresa en milimetros (mm) de alicuotas del latex de J. curcas
sometidas a distintas temperaturas y pH frente a MRSA.

Temperatura Tiempo de tratamiento  latex (100 pl/disco)

30°C 30minutos 26

45°C 30minutos 20

75°C 30minutos 32

90°C 30minutos 31

100°C 30minutos 32

1210C 15 minutos 33

Control positivo

pH vancomicina latex 100 pl/disco
3.5 20 30
6.5 26 38

7 25 33




Tabla 4 Zona de inhibicidn expresada en milimetros (mm) de las diferentes fracciones del
latex de Jatropha curcas, obtenidas a través de un separador Soxhlet frente a MRSA.

32

Control positivo latex fraccionado
Solvente linezolid 30png/disco (mm) 5mg/disco (mm)
Hexano 19 0
Tolueno 19 0
Cloroformo 19 0
Cetona 19 19+0.7
Etanol 19 21+0.7
Metanol 19 23+0.7

+ Desviacion estandar de la media, cada ensayo se hizo por duplicado.
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Tabla 5 Efecto antimicrobiano de las fracciones obtenidas mediante Soxhlet y posteriormente
tratadas en embudo de separacién frente a MRSA.

Fraccion Zona de inhibicion expresada en
2.5mg/disco (mm)
FC001 200
FC002 1840
FC003 1840
FC004 1540
FMO001 15+0.7
FMO002 15+0.7
FMO003 1740.7
FMO004 1740.7
FEOO1 16£2.1
FE002 0
FEOO3 0

+ Desviacion estandar de la media, cada ensayo se hizo por duplicado.
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Tabla 6 Comparacién de zonas de inhibicion expresadas en milimetros (mm) entre la fraccion

FMOO03 y el latex de Jatropha curcas frente a MRSA.

Concentracion Control positivo linezolid Fraccién
(mg/disco) 30pg/disco FMO003 latex puro
1 32 17+1.1¢ 18+1°
1.5 32 20+1.5° 20+1°¢
2.5 32 21+1.7° 22+2.6°
3 32 18+2.0¢ 22+2.6°
35 32 2043 22+2.8

+ Desviacion estandar de la media, cada ensayo se realiz6 por triplicado, € (P > 0.05)
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Tabla 7 Zonas de inhibicion expresada en milimetros (mm), de la fraccion FM003 de
Jatropha curcas frente a bacterias Gram negativas.

FMO003 FMO003 Control positivo
Bacilos Gram negativos 0.75mg/disco 1.5 mg/disco Imipenem 10pg/disco
(mm) (mm) (mm)
Escherichia coli ATCC 0 0 29
Pseudomona aeruginosa ATCC 0 0 23
Citrobacter youngae 0 0 22
Serratia marcencenses 0 0 23
Salmonella sp. 0 0 29
Shigella soneii 0 0 28
Klebsiella pneumoniae 0 0 32
Morganella morganii 11+0.5 13+0.5 20
Pseudomona flurecens 0 0 24

+ Desviacion estandar de la media, cada ensayo se realizé por triplicado.
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Tabla 8 Efecto citotoxico de la fraccion FMO003 del latex de J. curcas f rente a Artemias
salinas a las 72 horas de tratamiento.

(0]
Tratamiento Artemias Artemias N éotal % % de
. e . ..
mg/mi muertas vivas , Mortalidad sobrevivientes
rtemias
Control positivo
(hipoclorito 1%) 30+0 0+0 30 100 0
Control negativo 1241 181 30 40 60
(Agua marina)
1 2+1 28+1.1 30 6.7 93.3
1.5 18+3.6 12+3.6 30 60 40
2.0 13+2.0 17+2.0 30 43 57
2.5 14+4.0 16+3.2 30 46.7 53.3
3.0 20+0.5 10£0.5 30 67 33
35 18+1.5 12+1.5 30 60 40

+ Desviacion estandar de la media, cada ensayo se realizd por triplicado.
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Tabla 9 Zona de inhibicion expresada en milimetros (mm) de la fraccion FMO0O03 frente a
MRSA usando iguales concentraciones que el ensayo de toxicidad frente Artemias salinas.

Concentracién Control positivo Linezolid Fraccion

mg/disco 30pg/disco FMO003
0.5 32 16+0

1 35 21+1.4

1.5 33 26+0.7

2 34 30+0,7

2.5 32 28+2.1
3 33 30+0

3.5 35 34+0.7

+ Desviacion estandar de la media, cada ensayo se realizo por duplicado
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12

10

ARTEMIAS SALINAS VIVAS
o

0

Control Control
positivo negativo FMO003

FMO003 FMO003
TRATAMIENTO

FMO003

FMO003

Img/mL 1.5mg/mL 2.0mg/mL 25mg/mL 3.0 mg/mL 3.5mg/mL

FMO003

Grafico 1 Efecto citotoxico de la fraccion FMO003 del latex de Jatropha curcas frente a
Artemias salinas, a las 72 horas de tratamiento.
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Gréfico 2 Concentracion minima inhibitoria de la fraccion FMO003 frente a Staphylococcus
aureus meticilino resistente (MRSA).



40

|"E'Cl2ﬂ12_;tl:'.l-l.‘-l'|:"|'cm-??ﬁ-:0&'l s
100 T var

)
=

£h
ot

Amodiaguin

Porcentaje de abundancia relativ a de cada fragmento

i
00 425 #5000 17¥E 00 3 50 IPE 300 05 350 TS 400 405 850 405 SO0 55 G5 L0t B0 605 ESO

Masa/carga de cada fragmento

Gréfico 3 Resultado del analisis con Espectometria de masas de la fraccion FM003 del latex
de Jatropha curcas. En el eje de las X, los nUmeros representan la carga y masa de cada uno
de los fragmentos del compuesto, el pico mas alto (283, 147) representa el idbn molécula, el eje

de las Y representa el porcentaje de abundancia relativa de cada uno de los fragmentos de la

molécula. Por lo tanto de acuerdo al tiempo de retencion 13.4 minutos, al iébn molécula con
una masa/carga del pico 283y al pico fragmento de molécula con una masa/carga de 219.115
el Mass bank Project identificd un flavonoide denominado Amodiaquin.



8 ANEXOS
9 ANEXO1

FRACCIONAMIENTO DEL LATEX DE Jatrgpha cureas
¥
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9.1 ANEXO 2
MUESTRA ENVIADA: COLONIA
Resultado: NEGATIVO PARA EL GEN DE LA TOXINA PVL
Metodologia: M-PCR

Se adjunta fotografia de amplificacién, donde:

Carril 1: Marcador de Peso Molecular (100-1000pb.)
Carril 2: USFQ CEPA 1 (P6373 cod. Z&2)

Carril 3: USFQ CEPA 2 (P6637 cod. Z&2Z)

Carril 4: Control Positivo

Carril 5: Control Negativo B

Gen PVL (1410 pb.)(gen de —_
toxigenicidad)

Gen mecA (530 pb.)(gen de —
resistencia)

Gen nuc (210 pb.) (especifico

para Staphylococcus aureus) —»




