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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron las actividades antibacteriana e hipoglicemiante de los extractos de
diclorometano y metanol de las hojas del Phyllanthus salviaefolius H.B.K. (Euphorbiaceae). La
actividad antibacteriana se determiné por el método de difusion en agar con discos contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas. El extracto metandlico presentd actividad contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212. El extracto de
diclorometano present6 actividad hipoglicemiante 6ptima a la dosis de 100 y 300 mg/kg. De
acuerdo a la literatura consultada es la primera vez que se reporta la actividad bioldgica para esta

especie vegetal.

PALABRAS CLAVE: Actividad antibacteriana, actividad hipoglicemiante, Phyllanthus

salviaefolius, Euphorbiaceae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis.

ANTIBACTERIAL AND HYPOGLYCEMIC ACTIVITY OF THE RAW EXTRACTS OF
PHYLLANTHUS SALVIAEFOLIUS H.B.K. (EUPHORBIACEAE) FROM THE
VENEZUELAN ANDES

ABSTRACT

In this work the antibacterial and hypoglycemic activity of dichloromethane and methanolic
extracts from the leaves of Phyllanthus salviaefolius H.B.K. (Euphorbiaceae) was studied. The
antibacterial activity was determined by the diffusion method in agar against Gram positive and
Gram negative bacteria. The methanolic extract presented activity against Staphylococcus aureus
ATCC 25923 and Enterococcus faecalis ATCC 29212. On the other hand the dichloromethane
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extract presented good hypoglycemic activity at 100 mg/kg and 300 mg/kg doses. In agreement

to the consulted literature it is the first time that brings the biological activity for this vegetable

species.

KEYWORDS: Antibacterial activity, hypoglycemic activity, Phyllanthus salviaefolius,

Euphorbiaceae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis.

INTRODUCCION

Una de las familias botanicas mejor
representadas en la region Andina es la
Euphorbiaceae en la que se incluyen
aproximadamente 300 géneros y 8000
especies, entre los mas importantes se
encuentran: Euphorbia, Phyllanthus, Hevea,
Aleurites, Croton, Manihot, Ricinus,
Pedilanthus y Jatropha, entre otras (1,2).
Estudios etnobotanicos en la India revelan
que en la medicina tradicional se hace uso de
plantas de esta familia (3,4), ya que es una
de las angiospermas mas diversas en habito,
habitat y morfologia (5). EI género
Phyllanthus consiste en 700 especies
tropicales, de los cuales 200 son
neotropicales y 76 de ellas se conocen en
Venezuela, las cuales estan ampliamente

distribuidas en todo el territorio (6). En los
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altimos afios se han intensificado los
estudios quimicos y farmacoldgicos de
algunas especies del Phyllanthus. Esta
evaluacion habla de los conocimientos
adquiridos por los estudios farmacologicos,
bioquimicos y clinicos in-vitro e in-vivo que
se han llevado a cabo con extractos y
compuestos activos. Los datos disponibles
en la literatura, indican la presencia de
cumarinas,

flavonoides, alcaloides,

saponinas, aminoécidos, mucilagos,
lignanos, terpenos y/o esteroides, sustancias
reductoras, taninos, principios amargos Yy
astringentes, glicésidos y quinonas, que
respaldan la mayoria de sus usos en la
medicina popular como un antiviral,
antiespasmodico, antialérgico y en el
tratamiento de los trastornos genito-urinario,

por lo tanto las plantas de este género
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presentan un potencial interés terapéutico

como una fuente de nuevas drogas (7-11).

Algunas especies del Phyllanthus tienen
importancia en la medicina tradicional,
debido a que infusiones de las hojas, los
tallos y las raices de diversas plantas de este
género, han sido usadas por muchos afios en
Brasil y otros paises como remedios
tradicionales para el tratamiento de los
calculos de rifidn y vesicula, la diabetes, la
disenteria y otras infecciones intestinales, asi
como antiinflamatorio y analgésico (12-14).
Diversas investigaciones han demostrado
actividad antiviral del Phyllanthus spp.
frente a los virus de la Hepatitis B (VHB), el
Virus Herpes Simple tipo 1 (VHS-1) y el
Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1
(VIH-1) (15-19). Ademas, algunas especies
representan una valiosa fuente para la
produccién de compuestos naturales con
actividad antitumoral, antibacteriana,
antifdngica y antioxidante (20-22). La
especie P. salviaefolius, en América, esta
distribuida en los paises: Colombia, Costa
Rica, Ecuador, Perd (15) y a nivel nacional

en los Estados: Téachira, Mérida, Trujillo y
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Sucre (6). En las localidades en las que se
ubica esta especie es conocida con diferentes
nombres comunes, COMO: juquere, Yuco,
juco, cascarudo, cedrillo, chirrichao, madura,
piedro (1). No existen reportes fitoquimicos,
ni de actividad biol6gica para esta especie,
considerando los aspectos antes
mencionados, en el presente trabajo se
evalu6 la actividad antibacteriana e
hipoglicemiante de los extractos de
diclorometano y metanol de las hojas de

dicha especie vegetal.

METODOLOGIA

Material vegetal. La especie P. salviaefolius
(Euphorbiaceae), fue recolectada en las
cercanias de la poblaciébn de Mucurubd,
Estado Mérida — Venezuela a 2371 m.s.n.m.
Un Voucher specimen, fue depositado en el
Herbario MERF de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes,
bajo el SVN° 01. Luego se procedio a
confirmar la determinacion botéanica de la
especie con la ayuda de un taxénomo

especialista.
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Preparacion de los extractos.

Se recolectaron 1025 g de hojas de la
especie, luego de secas y molidas (500 g) se
sometieron a una extraccion exhaustiva a
temperatura ambiente (TA) con
diclorometano y  posteriormente  con
metanol. Los extractos obtenidos se
concentraron a presion reducida a
temperatura de 40 °C, obteniéndose 22 g y
103 g de los extractos de diclorometano y
metanol  respectivamente. Para la
preparacion de los distintos patrones para
las pruebas antibacterianas, se pesaron 5 g
de cada extracto y se disolvieron con 10 mL
de diclorometano y 5 mL con metanol para
obtener una concentracion final de 500
mg/mL para el primero y 1000 mg/mL para
el dltimo. Las muestras restantes se
enviaron al Laboratorio de Neuropéptidos
de la Facultad de Farmacia, Universidad
Central de Venezuela, para los ensayos de

la actividad hipoglicemiante.

Evaluacion de la actividad antibacteriana.
Impregnaciéon de los discos: Para la
evaluacion de la actividad antibacteriana, se

impregnaron discos de papel filtro (6 mm
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didmetro) con 20 pL de cada extracto con
concentraciones de 500 y 1000 mg/mL.
Ademaés, se impregnaron discos con lo
solventes utilizados (diclorometano vy
metanol), como control negativo. Estos
discos se dejaron secar a TA y en
condiciones de esterilidad con luz
ultravioleta, durante 12 horas (23).

Preparacion del in6culo bacteriano: Los
cultivos bacterianos (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Escherichia coli ATCC 25992,
Klebsiella pneumoniae  ATCC 23357 y
Pseudonoma aeruginosa ATCC 27853) se
mantuvieron en tubos con agar conservado
en cufia, a TA. Para la reactivacion de las
cepas se sembraron en Agar Tripticasa Soya
con la finalidad de obtener colonias aisladas
y de estas se tomo6 un pool de colonias para
sembrarlas en 2,5 mL de caldo Mueller
Hinton y luego se incubaron a 37 °C durante
18 horas. Cada indculo bacteriano se preparé
a partir del cultivo en caldo en solucién
salina fisiologica (SSF) estéril

comparandolo con el patron de turbidez de
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Mac Farland N° 0,5 a fin de obtener 10°-10®
UFC/mL (23).

Anédlisis microbioldgico: La actividad
antibacteriana de los extractos del P.
salviaefolius H.B.K., se evalué por el
método en agar con discos, colocando en
una placa de Petri agar Mbeller Hinton. Una
vez  solidificado, se  inoculo el
microorganismo en la superficie del agar
con un hisopo estéril, luego se colocaron los
discos de papel de filtro, previamente
impregnados con las diferentes
concentraciones de los extractos y con los
controles  negativos  (diclorometano 'y
metanol). También se coloco el disco
estandar del antibiotico de referencia como
control positivo para cada uno de los
microorganismos respectivamente
(Ampicilina-Sulbactam® 10/10 ug,

Vancomicina® 30 ng, Kanamicina® 30
ug, Ceftazidina® 30 pg y Piperacilina-
Tazobactam® 100/10 pg). Posteriormente el
medio de cultivo inoculado se sometio a
preincubacion durante 18 horas a 4 °C y
luego se incubd a 37 °C durante 24 horas. Se

realizd la lectura de los halos de inhibicién a
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las 24 horas. El didmetro de la zona de

inhibicion, producto de la actividad
antibacteriana se expres6 en mm, la prueba
se considerd negativa cuando se observé
desarrollo microbiano alrededor de los
discos, al igual que el control negativo. Los
ensayos se realizaron por duplicado (23).

Concentracion inhibitoria minima (CIM):
Se determind solo con el extracto que
mostro actividad antibacteriana. La CIM se
le realizé a las reuniones del percolado del
extracto metanolico. La elucién del
percolado se hizo utilizando solventes vy
mezclas de solventes en orden de polaridad
creciente. Se obtuvieron 7 reuniones, con un
160-1025

mg/mL, de las cuales se hizo una dilucion

rango de concentracion de
1:10 para determinar el rango de dilucion en
el calculo de la CIM, la cual se realizo por el
método de difusion en agar con discos (23).
La CIM se define como la concentracion
mas baja capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano (24).

Evaluacion de la actividad

hipoglicemiante aguda en ratas.
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Se baso en el método descrito por Verspohl
(25) y modificado por Guerrero et al., (26).
Se utilizaron ratas adultas de un peso
comprendido entre 180 y 250 g, todas fueron
machos de la cepa Sprague-Dawley. Los
extractos fueron administrados por via oral
en suspensién con carboximetilcelulosa al 1
%, se probaron los extractos de
diclorometano (DCM) y metanol. Los
animales se mantuvieron con libre acceso al
agua y a los alimentos hasta 12 horas antes
(ayuno) 'y
distribuidos en grupos (n > 5), segun el

del  experimento fueron
protocolo de tratamientos utilizado. La
glibenclamida (hipoglicemiante oral) fue

usada como control positivo, el vehiculo (los

solventes) como control negativo y se
utilizaron varias dosis de los extractos.
Todos los tratamientos son administrados
oralmente por gavaje. Antes de Ila
administracion de los tratamientos, se tomé
una muestra de sangre de la vena caudal de
la cola del animal, a través de una pequefia
incisiobn en la punta de la misma, para
estimar la glucosa sanguinea basal (tiempo
cero). Luego se midio la glucosa a las 1,5; 3;
5; 7 y 9 horas post-tratamiento. La glucosa
se determind por el método enzimatico de la
glucosa oxidasa, empleando un glucémetro
comercial. Los resultados se muestran como
el porcentaje de variacion de la glicemia,

calculada a través de la siguiente ecuacion:

% variacion de glicemia = [(Gi — Gt) / Gi] x 100 % (Ec.1)

En donde Gi es el valor de glicemia inicial (tiempo cero) y Gt es el valor de glicemiaalas1,5; 3;5y 7

horas post-tratamiento.
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RESULTADOS de solventes con polaridad creciente (Ex:

hexano 100, acetato de etilo: hexano 25:75,

Actividad antibacteriana de los extractos E2: acetato de etilo: hexano 50:50,  Eas:

crudos del P. salviaefolius H.B.K acetato de etilo: hexano 75:25, acetato de
etilo 100, E4: metanol: acetato de etilo 25:75,
En la Tabla 1 se expresan los resultados de .

Es: metanol: acetato de etilo 50:50, Ee:
la valoracion de la actividad antibacteriana .

metanol: acetato de etilo 75:25 y Ez
de los extractos de diclorometano y metanol .

metanol 100) obteniéndose 7 muestras, de
obtenidos de las hojas del P. salviaefolius . L

las cuales se hizo una dilucion 1:10 para el
H.B.K., contra bacterias Gram positivas y . y

) _ _ calculo de la CIM. La evaluacion de la

Gram negativas, estos microorganismos son . _ _ .

actividad antibacteriana realizada por el
morfologicamente  y  fisiolégicamente . o _

método de difusiobn en agar con discos,
diferentes 'y estos resultados son )

revelo6 que las muestras E: (CIM 400

mg/mL), E2 (CIM 150 mg/mL) y Es (CIM

100 mg/mL) presentaron actividad contra el

representativos de la actividad antibacteriana
de los extractos de esta especie. En tal
sentido, solo el extracto metandlico inhibio ) .
_ N E. faecalis. Todas las fracciones ensayadas
el desarrollo de las bacterias Gram positivas,
S. aureus ATCC 25923 y E. faecalis ATCC

29212 a una concentracion de 1000 mg/mL.

mostraron actividad contra S. aureus con un
rango de concentracion de 20-160 mg/mL,
observandose mayor actividad en Es con un
halo de inhibicién de 24 mm y CIM 20
mg/mL Tabla 2.

Basados en estos resultados se procedid a
realizar un percolado del extracto

metanolico, para ello se prepararon mezclas
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Tabla 1: Actividad antibacteriana del extracto crudo metandlico del Phyllanthus salviaefolius H.B.K.

Zona de inhibicion mm (discos 6 mm de diamétro)*
. . EXtra}CFO o Compuestos de referencia
Microorganismos Metanolico
Amp-S Va Kn Cef Pip/T
(10/10pg) | (30pg) | (30pg) | (30pg) (100/10 ng)
Staphyloccus aureus ATCC
25923 20* 40*
Enterococcus faecalis
ATCC 29212 15% 30*
Escherichia coli ATCC
25922 NA 27
Klebsiella pneumoniae  ATCC
23357 NA 42
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 NA 30*

*promedio de dos ensayos, NA: no activo, Amp-S: Ampicilina-Sulbactam®, Va: Vancomicina®, Kn:
Kanamicina®, Cef: Ceftazidima®, Pip/T: Piperacilina-Tazobactam®, ?: concentracion 1000 mg/mL.

Tabla 2: Actividad antibacteriana de las fracciones del extracto metanolico del P. salviaefolius H.B.K.

Microorganismos
Extractos
S. aureus ATCC CIM E. faecalis CIM
25923 (mg/mL) ATCC 29212 (mg/mL)

E1 9* 100 9* 400
E> 11* 30 9* 150
Es 13* 160 NA NP
Es4 21* 100 NA NP
Es 24* 20 10* 100
Es 22* 77 NA NP
E7 22* 47,5 NA NP

E.: hexano + acetato de etilo 25:75, E,: acetato de etilo: hexano 50:50, Es: acetato de etilo: hexano
75:25 + acetato de etilo 100, E4: metanol: acetato de etilo 25:75, Es: metanol: acetato de etilo 50:50,
Es: metanol: acetato de etilo 75:25 y E7: metanol 100. *Zona de inhibicibn mm (discos 6 mm de
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diametro), promedio de dos ensayos. NA: no activo. NP: no probado. CIM: concentracién
inhibitoria minima, rango de concentracion 10-1025 mg/mL.

Actividad hipoglicemiante aguda en ratas
de los extractos crudos del P. salviaefolius
H.B.K.

Para evaluar la actividad hipoglicemiante de
los extractos de diclorometano y metanol se
utilizaron seis grupos de ratas machos de la
cepa  Sprague-Dawley  (cada  grupo
constituido por cinco animales). Se
suministraron varias dosis de los extractos
(20, 30, 100 y 300 mg/kg), la Glibenclamida
(hipoglicemiante-referencia) y el wvehiculo
(control negativo). Los niveles de glicemia
se midieron utilizando el método de la

glucosa oxidasa, al inicio yalas1,5;3;5y 7

horas post-tratamiento. El extracto con

diclorometano mostro actividad
hipoglicemiante a la dosis de 100 y 300
mg/kg con una diferencia significativa en
evaluados. La

algunos tiempos

Glibenclamida fue estadisticamente

significativa con respecto al control
negativo, en todos los casos (Figura 1). Los
porcentajes de variacion de la glicemia
fueron los siguientes: -8,22 + 2,51; -18,13 £
4,08; -30,75 + 5,62; -27,15 + 5,33 a las 1,5;
3; 5 horas (Figura 2) y 7 horas (Figura 3)
respectivamente. El extracto metandlico no
actividad

presento hipoglicemiante.

Variacién de la Glicemia (%)
)
o
1

—=— Control
—— Glibenclamida
—¥— P. salviaefolius (10 mg/kg)

—o— P, salviaefolius (30 mg/kg)

—o— P. salviaefolius (100 mg/kg)

®— P, salviaefolius (300 mg/kg)

Tiempo (h)
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Figura 1. Actividad hipoglicemiante del extracto de diclorometano del P. salviaefolius. La diferencia
estadisticamente importante para la Glibenclamida con el control negativo correspondiente en cada caso;
*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.
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Figura 2. Actividad hipoglicemiante del extracto de diclorometano del P. salviaefolius a la quinta hora post-
tratamiento. PS= Extracto Phyllanthus salviaefolius. **p <0,01.

Figura 3. Actividad hipoglicemiante del extracto de diclorometano del P. salviaefolius a la séptima hora post-
tratamiento. PS = Extracto Phyllanthus salviaefolius. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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DISCUSION

En este trabajo de investigacién se ha
valorado la actividad antibacteriana e
hipoglicemiante de los extractos crudos de
diclorometano y metanol de las hojas del
P. salviaefolius H.B.K. Con respecto a la
actividad antibacteriana observada del
extracto metandlico solo contra las bacterias
Gram positivas permite inferir que el
mecanismo de accidén de o las sustancia(s)
activa(s) presente(s) en el mismo, inhiben la
sintesis de la pared -celular bacteriana
(petidoglicano) (27). La aparicion e
incremento en los ultimos afios de bacterias
multiresistentes,  ha

Gram  positivas

dificultado el tratamiento de ciertas
infecciones intrahospitalarias y han reducido
las opciones terapéuticas, representando las

mismas, un problema de salud publica. Esto
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es particularmente cierto para los
Staphylococcus aureus resistentes a la
Meticilina (MRSA) y Enterococcus faecalis

resistentes a la Vancomicina (23, 28-31).

Los resultados obtenidos en esta
investigacion se correlacionan con estudios
anteriores realizados con otras especies
pertenecientes a este género (20, 32), de los
cuales, generalmente, se han aislado
compuestos con actividad antibacteriana
significativa, tales como flavonoides,
lignanos, triterpenos, entre otros (9) aislados
y caracterizados en otras especies y a los
cuales se les ha demostrado actividad
antimicrobiana (33, 34). La actividad
antibacteriana exhibida por el extracto
metandlico contra estos microorganismos,
apoya futuras investigaciones orientadas a

aislar y caracterizar el o los compuestos

responsable(s) de dicha actividad. Por otra
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parte los resultados obtenidos en el ensayo
de la actividad hipoglicemiante del extracto
de diclorometano del P. salviaefolius, se
correlacionan con estudios  anteriores
realizados a otras especies pertenecientes a
este género, de las cuales generalmente se le
han aislado compuestos con actividad
hipoglicemiante aguda significativa, tales
como flavonoides, saponinas, terpenoides
entre otros (35-37). En la presente
investigacion se reveld6 el potencial
antibacteriano e hipoglicemiante del P.

salviaefolius H.B.K., siendo este el primer

reporte para esta especie.
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