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Resumen

Los extractos etandlico y la fraccion de acetato de etilo de las hojas de Pedilanthus tithymaloides L Ponit
(Ultimorrial) fueron activas contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa; ade-
mas en un screening fitoquimico se detectaron terpenos, esteroles, lactonas, flavonoides, antocianinas y
alcaloides por un screening fitoquimico.

Palabras clave: antibacterial, Pedilanthus tithymaloides, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Pseudomona aeruginisa.

Abstract

Ethanolic extract and ethyl acetate fraction from leaves of Pedilanthus tithymaloides L Ponit (Ultimorrial) were
active against Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, and Pseudomona aeruginosa; in addition, terpenes,

sterols, lactones, flavonoids, anthocyanins and alkaloids were detected through a phytochemical screening.
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aeruginisa.

INTRODUCCION

Desde hace afios el empleo de las plantas medici-
nales y de productos derivados de las mismas, esta
aumentando de manera importante, la OMS estima
que el 80% de los mas de 4.000 millones de habi-
tantes de la tierra confian en las medicinas tradicio-
nales para sus principales necesidades. La activi-
dad antimicrobiana de los extractos vegetales y pro-
ductos naturales ha revelado el potencial de las plan-
tas superiores como una fuente de agentes
antiinfectivos permitiendo de esta manera un avan-
ce del uso empirico de las especies vegetales medi-
cinales con una base cientifica (Lopez, 1997).

Muchos paises se han involucrado en la obtencion
de medicamentos a partir de las plantas, la ONU
ha estimado que el ochenta por ciento de los ha-
bitantes de los paises en via de desarrollo depen-
den de las plantas medicinales para satisfacer sus
necesidades de atencidon primaria de la salud
(Mongeli y Pomilio, 2002); los paises tercermun-
distas poseen los primeros lugares en estos pro-
gramas de estudio para garantizar la obtencion de
preparados asequibles a toda la poblacion. En
paises como Cuba se ha establecido un plan para
mejorar la salud en la poblacion que encierra la
erradicacion y prevencion de gran cantidad de
enfermedades mediante medicamentos de bajo
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costo que estén disponibles, convirtiéndose las
planta medicinales en la mejor alternativa (Lopez,
1997; Martinez et al., 1997).

La familia Euphorbiaceae posee una amplia diver-
sidad botanica y quimica por lo que abarca una gran
gama de aplicaciones como alimenticias, veneno-
sas, medicinales, industriales, entre otras. Los prin-
cipales metabolitos secundarios detectados han sido
los triterpenos, seguidos de flavonoides y alcaloides
(Payo et al., 2001).

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y tratamiento del material vege-
tal. Larecoleccion del material vegetal se realizod
en el municipio de Corozal (Sucre), Colombiay
fueron determinadas por determinada por el Edgar
L. Linares como Pedilanthus tithymaloides (L.)
Poit; un ejemplar se encuentran en el Herbario
Nacional de Colombia con el nimero COL
480935.

Extraccion por percolaciéon. Hojas frescas (700
g) fueron finamente picadas y depositadas en un
erlenmeyer de 2000 ml al cual se le adicion6 etanol
al 98% a temperatura ambiente cubriendo la totali-
dad del material y haciendo pasar el solvente repe-
tidas veces por el material, seguido de una filtracion
durante 10 dias. El extracto etanolico obtenido fue
concentrado en un rota evaporador a presion redu-
ciday secado al vacio sin calor.

Identificacion cualitativa de metabolitos secun-
darios. Se tomaron 30 ml de extracto etanolico total
sin concentrar, a 10 ml de este extracto se le adi-
ciono un volumen igual de una solucion de acetato
de plomo Pb (C,H,0,), al 4% con 4cido acético al
0,5% para el reconocimiento de flavonoides y
leucoantocianinas; los 20 ml de extracto restante se
fracciono con diclorometano y agua obteniéndose
una fase orgédnica y una acuosa para el reconoci-
miento de saponinas, terpenos, esteroides, quinonas,
lactonas, taninos y antocianinas.
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Finalmente, a 20 g de hoja fresca picada se le adi-
ciond un volumen de acido clorhidrico (HCI ) al 2%
hasta cubrir el material se calentd por 5 minutos para
la identificacion de alcaloides. El extracto etandlico
concentrado se sometio a fraccionamiento liquido-
liquido con diclorometano (CH,Cl, ) y posterior-
mente con acetato de etilo en un embudo de sepa-
racion, adicionando 20 ml de extracto con 10 ml
del solvente, este procedimiento se repitid varias
veces hasta el agotamiento del extracto monitoreado
en cromatografia en capa delgada y revelando con
vainillina/H,SO 4.

Evaluacion de actividad antibacteriana (Garcia
etal.,2002). Se determin¢ la actividad antibacterial
del extracto etanolico total seco y fracciones diclo-
rometano y acetato de etilo utilizando las cepas de
microorganismo Gram positivos Staphylococcus
aureus'y Bacillus cereus y Gram negativos Esche-
richia coliy Pseudomonas aeruginosa, mediante
el método de difusion en agar.

Se realizo primeramente una prueba de sensibilidad
colocando las bacterias en contacto con el extracto
y fracciones a evaluar determinandose cual de las
bacterias serian viables ante el ensayo.

Se preparo6 €l inoculd de cada bacteria ajustada al
0,5 de Macfarland equivalente a 1 x 108 UFC/ml.
En el centro de dos cajas de petri con agar Muller-
Hinton solidificado se realizo una perforacion con
un sacabocado (6 mm de diametro) y con ayuda de
una pipeta se adiciono una gota de agar para sellar
el fondo del pozo; se sembraron dos bacterias Gram
positivas y Gram negativas en su respectiva cajay
luego se adiciono en el pozo una concentracion de
50 mg/ml de extracto etanolico. De igual forma se
ensayo para las fracciones diclorometano, acetato
de etilo; se uso cloramfenicol como control positivo
y dimetilsulfoxido como control negativo. Las pla-
cas se incubaron por 24 horas a 37 °C y se obser-
vo en cual de ellas habia inhibicion del crecimiento

Medio de cultivo. Se uso6 el agar Muller-Hinton,
teniendo en cuenta que en este medio crecen bien
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la mayor parte de las bacterias patdgenas; se adi-
ciond 20 ml por placa, luego de solidificado se rea-
lizaron perforaciones (cinco por caja) con ayuda
de un sacabocado.

Controles. Como control positivo se uso el
cloramfenicol (10, 25, 30,40 y 50 mg/ml) y como
control negativo el dimetilsulfoxido.

Preparacion del inoculo. A partir de una placa de
cultivo en crecimiento activo con ayuda de un asa
bacterioldgica se tomaron cinco colonias y se ino-
cularon en 5 ml de caldo nutritivo, ajustando el inocu-
lo a una turbidez equivalente al 0,5 de la escala de
Macfarland, incubandose a 35 °C durante 8 horas.

Inoculacion de las cajas. Transcurrido ocho ho-
ras, se sumergio un hisopo de algodon estéril en la
suspension de bacterias estandarizada, eliminando
el exceso de caldo presionando y rotando el hisopo
firmemente contra el interior del tubo por encima del
nivel del liquido. Para la inoculacion de las placas se
deslizo el hisopo por la superficie del agar tres veces
rotando la placa y pasandolo por tltimo por la perife-
ria del agar para conseguir una siembra uniforme.

Se dejaron secar las cajas durante 5 minutos, se
adiciono en los pozos los extractos en las concen-
traciones a ensayar de 10, 25, 30 y 40 mg/ml asi
como los controles positivo y negativo. Las placas
se incubaron a 35 °C durante 24 horas y después
se realizaron las lecturas en milimetros del didmetro
del halo de inhibicion del crecimiento de cada una
de las cepas bacterianas; se realizaron dos medi-
ciones desde la linea que define el halo de inhibicion
de un lado al otro incluyéndose el tamaiio de la inhi-
bicion y se tomo como resultado el valor promedio
de estas mediciones para calcular el porcentaje de
inhibicion relativo (Martinez etal., 1997), de la si-
guiente manera:

Diametro del halo de inhibicion del extracto
% efecto de inhibicion x 100

Diametro del halo de inhibicion control positivo
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Analisis estadistico. Los resultados del ensayo de
actividad antibacteriana fueron evaluados mediante
una prueba descriptiva por grafico y analisis de
varianza. El andlisis estadistico fue aplicado utilizan-
do las cuatro repeticiones que se efectuaron por
triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ensayos de caracterizacion cualitativa realiza-
dos al extracto etanolico de las hojas frescas de P,
tithymaloides indican la presencia de metabolitos
secundarios tipo alcaloides, flavonoides, antociani-
nas, terpenosy lactonas, los cuales se encuentran
reportados dentro de la fitoquimica de la familia
Euphorbiaceae (Trease y Evans, 1982).

Evaluacion de la actividad antibacteriana.
Los resultados de la prueba de sensibilidad
bacteriana indican que bacterias S. aureus, B.
cereus y P. aeruginosa presentan inhibicion de
crecimiento en el extracto EtOH (figura 1) y la
fraccion AcOEt, siendo estos los microorganis-
mos y extractos seleccionados para el ensayo de
difusion en agar.

Porcentaje de inhibicion extracto etandlico
120 1
g —— -
BO

"
+ B —— -_ﬁ
I ' o
BO I — - == #— B urdud
|—*—_P.wup-|'mu

a0

20

% de inibicidn
1
'
|

1] T
1o S ko 40 0
Concentraciones mg/mil

Figura 1. Porcentaje de inhibicion extracto etandlico

Las tablas 1 y 2 muestran los didmetros del halo de
inhibicion de las bacterias en la prueba de difusion
en agar con el extracto EtOH, fraccion AcOEty los
% de inhibicion relativos mayores al 50% en el ex-
tracto y fraccion ensayada (110, 25 y 143,10 %)
con todas las bacterias evaluadas.
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Tabla 1. Promedio del halo de inhibicién (mm) y % de inhibicion de las cepas bacterianas con el extracto total

Extracto total

p-h. I B. % 1 B. p-h. LS. % 1 8. p-h.1 P % 1P
[mg/ml] cereus cereus aureus aureus aeruginosa | aeruginosa
10 13,75 72,63 10,75 62,32 13,75 110,25
25 14,87 73,54 14,50 53,35 15,50 107,02
30 15,87 73,93 16,00 56,57 18,75 97,50
40 17,50 76,32 18,25 63,88 20,00 97,84
50 19,62 80,20 20,50 70,63 20,00 90,29

Tabla 2. Promedio del halo de inhibicion (mm) y % de inhibicion de las especies bacterianas en la Fraccion F,

Fraccion acetato de etilo F;

p-h. 1 B. % 1 B. p-h. LS. % 1S. p-h. 1 P. % 1P

[mg/ml] cereus cereus aureus aureus | aeruginosa | aeruginosa
10 19,50 103,05 13,75 80,84 15,25 122,11
25 23,50 116,19 21,62 79,71 20,75 143,10
30 24,00 111,59 24,50 86,78 21,75 113,12
40 25,50 110,98 26,00 91,57 24,25 118,66
50 26,62 108,85 26,62 91,55 26,62 120,18

El extracto EtOH (figura 1) produjo mayor halo de
inhibicion en la bacteria P. aeruginosa (20mm) y la
fraccion AcOEt, presentd mayor halo de inhibicion
en la concentracion de 50 mg/ml en todas las bac-
terias evaluadas (26, 62 mm).

El analisis de varianza indica que entre las variables
(bacterias, concentraciones y extractos) existen di-
ferencias significativas, es decir, la accion de los
extractos varia con respecto a las concentraciones
y a las bacterias ensayadas. La actividad fue positi-
va en todos los tratamientos, teniendo mayor efec-
to inhibitorio la fraccion AcOEt y la bacteria
Pseudomonas aeruginosa la mas inhibida con
ambos extractos.
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El potencial de P. tithymaloides como antibacte-
riano no ha sido establecido anteriormente; sin em-
bargo estos resultados positivos coinciden lo repor-
tado para un especie del género Croton (Euphor-
biaceae) que indican que esta especie tiene activi-
dad actibacteriana en un 76% para Gram positivas
(Martinez et el., 2000).

La actividad antibacteriana dio resultados no solo
para bacterias Gram positivas sino también en P,
aeruginosa, una bacteria Gram negativa menos
sensible a los metabolitos provenientes de extrac-
tos vegetales. Los resultados en P. tithymaloides
sobre esta bacteria demuestran lo contrario, alen-
tando la continuidad de estudios en esta actividad
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debido a la multiresistencia ofrecida por este tipo
de bacterias.

Se conoce que las actividades antibacteriana estan
relacionada con los metabolitos secundarios tipo
terpenos, alcaloides y flavonoides (Prego et al.,
1999); si bien el elemento por el cual este tipo de
sustancias ejerce actividad antimicrobiana es des-
conocido es necesario precisar estudios para indi-
car que compuestos son los responsables.

La fraccion diclorometano no inhibi6 el crecimiento
de las bacterias Gram negativas y Gram positivas
evaluadas.
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El extracto etandlico total y la fraccion acetato de
etilo presentaron actividad antibacteriana frente a
las bacterias S. aureus, B. cereus 'y P. aeruginosa
a las concentraciones ensayadas.
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