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Actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico Croton draco sobre
bacterias de importancia sanitaria

Antibacterial activity of the hidroalcoholic extract Croton draco on bacteria of sanitary
importance
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RESUMEN
La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) menciona que el uso inadecuado de antibiéticos ha
propiciado la aparicion de cepas bacterias resistentes a los mecanismos de accion de estos farmacos,
debido a la escasez de terapias efectivas se requiere del desarrollo de nuevas opciones de tratamiento
para enfermedades que afectan la salud, al respecto los extractos de plantas o bien sus compuestos puros
ofrecen una alternativa. El objetivo de la presente investigacion fue caracterizar y evaluar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de Croton draco sobre bacterias de importancia sanitaria.
El extracto se obtuvo mediante maceracion hidroalcohdlica, se realiz6 una caracterizacion cualitativa y
guimica del extracto, la actividad antibacteriana se determiné mediante la Concentraciéon Minima Inhibitoria
(CMI) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB). Los ensayos de caracterizacion cualitativa realizados
al extracto hidroalcohdlico de Croton draco indican la presencia de compuestos fendlicos, terpenos,
saponinas y alcaloides, por cromatografia de gases se determiné por primera vez la presencia de timol y
carvacrol en concentraciones de 0.5340 mg/ml y 0.4206 mg/mL respectivamente. Las bacterias mostraron
diferentes grados de sensibilidad, sin embargo, se determind una mayor actividad frente a bacterias Gram
positivas como L. monocytogenes, S. aureus y B. subtillis.
Palabras clave: Croton draco, Extracto hidroalcohdlico, Antibacteriano, Concentracién Minima Inhibitoria,
Concentracion Minima Bactericida.

ABSTRACT
The World Organization for Animal Health (OIE) mentions that the inappropriate use of antibiotics has led
to the emergence of strains of bacteria resistant to the mechanisms of action of these drugs, due to the
scarcity of effective therapies, the development of new treatment options is required for diseases that affect
health, in this respect plant extracts or their pure compounds offer an alternative. The aim of the present
investigation was to characterize and evaluate the in vitro antibacterial activity of the hydroalcoholic extract
of Croton draco on bacteria of sanitary importance. The extract was obtained by hydroalcoholic maceration,
a qualitative and chemical characterization of the extract was carried out, and the antibacterial activity was
determined by the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration
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(MBC). The qualitative characterization tests performed on the hydroalcoholic extract of Croton draco
indicate the presence of phenolic compounds, terpenes, saponins and alkaloids, by gas chromatography
the presence of thymol and carvacrol was determined in concentrations of 0.5340 mg/ml and 0.4206 mg/mL
respectively. The bacteria showed different degrees of sensitivity to the hydroalcoholic extract, however,
greater activity was determined against Gram positive bacteria such as Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis.

Keywords: Croton draco, Hydroalcoholic extract, Antibacterial, Minimum Inhibitory Concentration,
Minimum Bactericidal Concentration.

INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) menciona que el uso inadecuado de
antibioticos, ha propiciado la aparicion de cepas bacterias resistentes a los mecanismos
de accion de estos farmacos, esto supone una situacion alarmante tanto para la salud
humana como para la sanidad animal (OIE, 2016), debido a la escasez de terapias
efectivas. Se requiere del desarrollo de nuevas opciones de tratamiento para
enfermedades que afectan la salud, los extractos de plantas o bien sus compuestos puros
ofrecen una alternativa potencial para el desarrollo de nuevos tratamientos
antimicrobianos que puedan ser utilizadas para el control de microorganismos patégenos,
debido a la presencia de metabolitos 0 compuestos que inhiben el crecimiento o provocan
la muerte de estos (Lavor et al., 2014; Upadhyay et al., 2016).

Al respecto Maxia et al., (2005) mencionan que existen practicas etnoveterinarias por
parte de ganaderos y pastores, basadas en conocimientos transmitidos de generacion en
generacion. Por su parte Martinez and Jiménez-Escobar (2017), documentaron un total
de 62 préacticas etnoveterinarias; destacando el uso de las plantas para el tratamiento de
heridas, afecciones oculares y digestivas, practicas asociadas a 44 especies vegetales
pertenecientes a 30 familias botanicas; entre las que destaca el género Croton (Croton
lanatus).

La sangre de dragon, sangregado o sangre de drago (Croton draco), es uno de los
arbustos utilizados en la medicina tradicional por diferentes culturas del mundo; algunos
de sus usos etnomedicinales, son: hemostatico, antidiarreico, antiulceroso, antiviral,
cicatrizante, antitumoral, antiinflamatorio, antioxidante y antimicrobiano, entre otros
(Gupta et al., 2008).

En México a esta planta se le atribuyen una gran cantidad de propiedades curativas,
como las mencionadas anteriormente, debido a la amplia gama de metabolitos
secundarios que posee, como: alcaloides, taninos, diterpenos y aceites volatiles (Salatino
et al., 2007); sin embargo, se requiere de estudios para determinar las concentraciones
a las cuales presenta su efecto farmacolégico y los compuestos a los cuales se les
puedan atribuir las propiedades farmacoldgicas.

Estudios realizados por Peres et al., (1997), demuestran que los extractos de algunas
especies de Croton presentan actividad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus y
Salmonella typhimuryum.
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De acuerdo a lo mencionado anteriormente, el objetivo de la presente investigacion fue
realizar una caracterizacion cualitativa y quimica del extracto hidroalcohdlico de Crotén
draco, asi como determinar su actividad antibacteriana (in vitro) sobre bacterias de
importancia sanitaria.

MATERIAL Y METODOS
Obtencion del extracto
Se recolectaron muestras de material vegetal de la parte aérea de Crotdn draco durante
el verano (junio-agosto) en el municipio de Huatusco (19°08'56"N 96°57'58"0O)
perteneciente al estado de Veracruz; para la identificacion de la planta se consulto el
herbario de la Universidad Nacional Autonoma de México, y el espécimen vegetal se
identific6 como Croton draco subsp. draco (IBUNAM:MEXU:501697).
El material vegetal fue secado a temperatura ambiente en ausencia de luz, se maceraron
250 g del material seco (triturado) en un litro de solucion hidroalcohdlica (70:30, agua:
metanol), durante 48 horas a temperatura ambiente en ausencia de luz. Se filtr6 el
extracto liquido de la maceracion mediante papel filtro y algodon; posteriormente el
liquido obtenido fue concentrado a presion reducida en un rotavapor (BUCHI ™ R-210,
Flawil, Germany), de acuerdo a la metodologia descrita por (Rivero-Pérez et al., 2016).
El extracto resultante fue conservado en refrigeracion hasta su posterior evaluacion.

Caracterizacién quimica del extracto

Al extracto hidroalcohdlico de Croton draco, se le realizo el perfil quimico cualitativo de
acuerdo al procedimiento descrito por Bafuelos-Valenzuela et al., (2018), en tubos de
ensayo Pyrex de 10 ml. Las pruebas fueron las siguientes: prueba del KMnO4 para
insaturaciones, prueba del FeCI3 para oxidrilos fendlicos (taninos vegetales), prueba de
Liebermann-Burchard para esteroles y triterpenos, prueba de Salkowski para esteroles y
triterpenos, prueba de cumarinas, prueba de Baljet para sesquiterpenlactonas, prueba
del H2SO4 para flavonoides, prueba de Shinoda para flavonoides, prueba de Dragendorff
para alcaloides, prueba de taninos, prueba de floratanino, prueba de esteroides, prueba
de la agitacion, prueba del bicarbonato de sodio y prueba de Salkowski para saponinas.

La composicién quimica del extracto hidroalcohdlico de Croton draco se determind de
acuerdo a la metodologia descrita por Bafuelos-Valenzuela et al., (2018), mediante un
cromatografo de gases (CG; Agilent Tecnologies serie 6890N fabricado en U.S.A), con
una columna polar DB_WAXetr, a 250 °C y 12.13 psi, con un flujo de He 36.5 ml min-1
después de la inyeccién. Las condiciones para la columna fueron: temperatura inicial 50
°C de cero a dos min, aumentando de 10 en 10 °C hasta llegar a 250 °C, manteniendo la
temperatura constante por 5 min para luego descender a 50 °C por dos min con un flujo
de He de 1.6 ml min-1 a una presion de 12.13 psi y una velocidad promedio de 25 cm s-
1, utilizando un detector de flama ionizante (FID), a una temperatura de 210 °C, con un
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flujo de H2 de 40 ml min-1 y un flujo de aire de 450 ml min-1. Los estandares (Sigma-
Aldrich) se utilizaron en concentraciones diferentes (cuadro 1).

Cuadro 1. Concentraciones de estdndares empleadas en cromatografia de gases para la
caracterizacion quimica del extracto hidroalcohélico de Crot6n draco

Estandar Timol Carvacrol Linalol Terpineno Limoneno
(mg ml?) (mg ml?) (mg mi?) (mg ml?) (mg ml?)
1 10.373 8.284 7.744 7.154 8.496
2 5.186 4.142 3.872 3.577 4.248
3 2.593 2.071 1.936 1.789 2.124
4 1.297 1.035 0.968 0.894 1.062
5 0.648 0.518 0.484 0.447 0.531
6 0.324 0.259 0.242 0.224 0.265

Actividad antimicrobiana

La actividad antibacteriana se determind mediante la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB) para el extracto, siguiendo las
especificaciones del CLSI., (2012). Las pruebas de actividad antimicrobiana se llevaron
a cabo con las cepas ATCC, Staphylococcus aureus ATCC 938 Escherichia coli ATCC
35218 - pseudomona aeruginosa ATCC 927 Salmonella typhi ATCC 4028 Salmonella
cholerasuis ATCC 1979 Listeria monocytogenes ATCC 19113 y Bacillus subtilis ATCC ©633,
las cuales fueron reactivadas en Agar Muller Hinton (BD Bioxon), se corroboré la pureza
de las cepas por medio de la tincion de Gram.

Una vez confirmada la morfologia de la bacteria se inoculé una colonia en caldo nutritivo

(BD Bioxon), el cual fue incubado en agitacion constante (70rpm) por 24 horas a 37°C.
Trascurrido el tiempo de incubacion, el inéculo se ajusté con caldo nutritivo al 0.5 del
patrén de turbidez de McFarland (Remel, R20421), el cual corresponde a 150 x 108 cel/ml.
Para la determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se utilizé el método
de microdilucion en placa; las concentraciones evaluadas fueron: 400, 200 100, 50, 25,
12.50, 6.25, 3.12 mg/ml, para las cepas a evaluar. Cada concentracion fue preparada con
caldo nutritivo (BD Bioxon). El tratamiento se realizé por triplicado en una placa de 96
pozos, se colocaron 100 pl de cada una de las diluciones mas 10 pl de la suspension
bacteriana previamente ajustada a 0.5 de McFarland. Una vez realizada la inoculacién la
placa se incub6 a 37°C durante 24 horas a 70 rpm en agitacion constante. El control
positivo fue Kanamicina (AppliChem 4K10421) a concentraciones de 64, 32, 16, 8.0, 4.0,
2.0, 1.0 y 0.5 pg/ml. Se utiliz6 caldo nutritivo como control negativo.

Para determinar el punto final de la CMI se emple6 un método colorimétrico basado en el
uso de sales de tetrazolium, segun lo descrito por Balouiri et al., (2016). Una vez
transcurrido el tiempo de incubacién se agregaron 20 pl de una solucion al 0.04% (w/v)
de p-iodonitrotetrazolium (Sigma-Aldrich 18377) en cada pozo; se incubd por 30 minutos
a 37°C y se realiz6 la lectura, determinandose como la concentracién minima inhibitoria;
aguella a la cual la solucion vira a rosa (Kaewpiboon et al., 2012; Mothana et al., 2009).

Para determinar la Concentracion Minima Bactericida (CMB), previa adicion del p-
iodonitrotetrazolium, se inocularon 5 pl de cada pozo en agar Mueller Hinton, para
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posteriormente incubar a 37°C durante 24 horas. Trascurrido el tiempo de incubacion se
verificO el crecimiento de las bacterias para determinar la concentracion minima
bactericida del extracto, fraccion o metabolito; considerandose como CMB, la
concentracién a la cual no se observo crecimiento bacteriano en la placa.

Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron normalizados y analizados mediante un andlisis de varianza
y una comparacion de medias por Tukey, a un nivel de confianza del 95 %; con el paquete
estadistico Minitab 18.

RESULTADOS

Caracterizacién quimica del extracto hidroalcohélico de Crotén draco

Los ensayos de caracterizacion cualitativa realizados al extracto hidroalcohodlico de
Croton draco, indican la presencia de compuestos fendlicos (cumarinas, flavonoides y
flavonas), terpenos (sesquiterpenos), saponinas y alcaloides.

El analisis en el cromatégrafo de gases del extracto hidroalcohdlico de Croton draco
determind la presencia de timol y carvacrol en concentraciones de 0.5340 mg/mly 0.4206
mg/ml respectivamente; sin determinar la presencia de Linalol, terpineno y limoneno.

Actividad antibacteriana

En la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto de hidroalcohdlico de Croton
draco, se determinaron diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre las bacterias
evaluadas, la CMI para E. coli, S. typhi, S. cholerasuis, P. aeruginosa fue de 100 mg/ml;
sin encontrar diferencias estadisticas, para L. monocytogenes de 50 mg/ml con
diferencias significativas con respecto al resto de las bacterias evaluadas y de 25 mg/mi
para S. aureus, B. subtillis; mostrando diferencias estadisticas con las bacterias antes
mencionadas. Por otra parte, las CMI para las bacterias evaluadas mostraron diferencias
estadisticas significativas con respecto a la CMI del control con Kanamicina, como se
muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracién Minima Bactericida del extracto
hidroalcohdlico de Crotén draco, sobre bacterias de importancia sanitaria

Concentracién Minima Inhibitoria Concentraciéon Minima Bactericida

Bacteria evaluada EHCD (mg/mL) Kanamicina (ug/mL) EHCD (mg/mL) Kanamicina (ug/mL)
E. coli 100° 4 200° 8

S. typhi 100° 4 200° 8
S.cholerasuis 100° 2 200° 4

P. aeruginosa 100° 16 200°¢ 32

L. monocytogenes 50° 2 100° 4

B. subtillis 252 0.5 50?2 1

S. aureus 252 2 502 4

P value 0.0001 0.0001

EHCD; extracto hidroalcéholico de Croton draco, diferentes literales 2°° en las columnas indican diferencias estadisticas
significativas (P<0.05)
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En la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto de hidroalcohdlico de Crotdn
draco, se determinaron diferencias estadisticas significativas (p=0.05) entre las bacterias
evaluadas, la CMB para E. coli, S. typhi, S. cholerasuis, P. aeruginosa fue de 200 mg/ml;
sin encontrar diferencias estadisticas entre estas, para L. monocytogenes de 100 mg/ml
con diferencias significativas con respecto al resto de las bacterias evaluadas, y de 50
mg/ml para S. aureus, B. subtillis; mostrando diferencias estadisticas con las bacterias
antes mencionadas. Por otra parte, las CMB para las bacterias evaluadas mostraron
diferencias estadisticas significativas (P<0.05) con respecto a la CMB del control positivo
(Kanamicina), como se muestra en el cuadro 2.

DISCUSION

Actualmente, la aparicion de bacterias resistentes o0 multirrestentes a farmaco
antibacterianos, representa un grave problema de salud publica a nivel mundial; esta
problematica requiere una vigilancia constante, situacion que desafia a la comunidad
cientifica para la busqueda de alternativas (Lai et al., 2017). La disminucién de la eficacia
y el aumento de la toxicidad de los antimicrobianos sintéticos agravan el problema,; por lo
gue los cientificos estan buscando compuestos naturales para obtener soluciones. Al
respecto la medicina tradicional basada en el uso de plantas medicinales representan
una alternativa para el tratamiento de enfermedades causadas por bacterias resistentes
o multirrestentes, tanto en humanos como animales (Valle et al., 2015).

Los resultados de la caracterizacion cualitativa del extracto hidroalcohdlico de Crotén
draco, indica la presencia de compuestos fendlicos (cumarinas, flavonoides y flavonas),
terpenos (sesquiterpenos), saponinas y alcaloides; metabolitos que han sido reportados
en otras plantas con actividad antibacteriana, segun la literatura: cumarinas (Souzaa et
al., 2005), flavonoides (Cushnie et al., 2005), sesquiterpenos (Barrero et al., 2005),
saponinas (Mandal et al., 2005) y alcaloides (Cushnie et al., 2014).

Por otro lado, la caracterizacion quimica por medio de cromatografia de gases, permitio
determinar la presencia de timol (0.5340 mg/ml) y carvacrol (0.4206 mg/ml); compuestos
con actividad antibacteriana de acuerdo con Du et al., (2005).

Salatino et al., (2007) reportd una caracterizacion cualitativa y quimica de diferentes
especies del género Crotdn, la cual coincide con la caracterizacion del extracto evaluado
en el presente experimento.

Peres et al., (1997) reporto la actividad antibacteriana del extracto metandlico de Crotén
urucurana; determinado una mejor actividad del extracto contra bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus). Resultado que concuerdan con los obtenidos en la presente
investigacion, ya que las concentraciones mas bajas de CMI y CMB fueron frente a las
cepas Gram positivas de L. monocytogenes (50 mg/ml CMI, 100 mg/ml CMB), B. subtillis
y S. aureus (25 mg/ml CMI, 50 mg/ml CMB). Lo cual puede explicarse debido a que la
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membrana externa de las bacterias Gram negativas actia como una barrera selectiva
gue limita la entrada de antibacterianos (Cabrera et al., 2007).

Estudios similares realizados por Selowa et al.,, (2009), reportan la actividad
antibacteriana de los extractos metanolicos de Crotén salvatycus, C. megalobotrys, C.
steenkapianus, contra E. coli, S. aureus y P. aeruginosa, siendo C. steenkapianus; el
anico inactivo frente a E. coliy S. aureus. Caso contrario a Croton draco, el cual mantiene
actividad frente a estas especies bacterianas; esta diferencia puede deberse a que los
compuestos y las concentraciones de los mismos cambian dependiendo del género,
especie, estado fenoldgico, situaciones de estrés y localizacion geogréfica de la planta;
ademas de la técnica utilizada para la extraccion y concentracion de metabolitos
secundarios (Hernandez-Alvarado et al., 2018).

Aunque en el presente experimento no se determiné el mecanismo de accion, el
mecanismo de accion al cual se asocia la actividad antibacteriana de las cumarinas,
flavonoides, sesquiterpenos, saponinas y alcaloides, se debe a su capacidad para afectar
la permeabilidad de la membrana celular de las bacterias Gram positivas y Gram
negativas; disminuir el pH citoplasmatico y causar una hiperpolarizacion de la membrana
celular, de acuerdo con lo publicado por Gonelimali et al., 2018.

CONCLUSION

Los resultados indican que en el extracto hidroalcoholico de Croton draco, contiene
metabolitos con potencial actividad antibacteriana; abriendo asi la posibilidad de ser
utilizado como un fitofarmaco capaz de actuar frente a bacterias de importancia sanitaria,
sin embargo, se recomienda en estudios futuros aislar y evaluar el o los compuestos que
le confieren dicha actividad con cepas de coleccion y cepas aisladas de campo con
resistencia a diferentes antibi6ticos.
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