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RESUMEN  

Introducción: las plantas son una fuente de diversidad natural por la gran 
variedad de compuestos que sintetizan. Particularmente las antraquinonas resultan 
un importante grupo de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana y 
antioxidante.  
Objetivos: evaluar la actividad antimicrobiana del extracto diclorometánico de 
raíces de Morinda royoc L., así como su toxicidad contra Artemia salina.  
Métodos: la actividad antimicrobiana se determinó utilizando el método de 
microdilución en placa de 96 pozos. Se evaluó la actividad del extracto frente a 7 
aislados clínicos de Candida spp. y frente a las bacterias Staphylococcus aureus 
resistente a meticilina, Staphylococcus aureus ATCC 12598, Enterococus faecales, 
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Escherichia coli, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella 
pneumoniae. La toxicidad del extracto se evaluó mediante el ensayo de letalidad 
con A. salina.  
Resultados: el extracto crudo fue activo frente a todas las especies de Candida 
evaluadas. La concentración mínima inhibitoria más baja fue 1,95 µg/mL. El 
extracto mostró fuerte actividad inhibitoria contra S. aureus, E. faecales, y E. coli. 
El valor más bajo de concentración mínima inhibitoria obtenido fue 31,25 µg/mL. El 
extracto presentó una toxicidad moderada hacia A. salina.  
Conclusiones: los resultados obtenidos demuestran el potencial del extracto 
diclorometánico de raíces de M. royoc L. en el tratamiento de infecciones causadas 
por bacterias y hongos.  

Palabras clave: Morinda royoc L., antraquinonas, antimicrobiana, Artemia salina.  

 
ABSTRACT  

Introduction: plants are a source of natural diversity because of the great variety 
of compounds that they synthesize. Anthraquinones in particular are an important 
group of secondary metabolites characterized by their antimicrobial and antioxidant 
action.  
Objectives: to evaluate the antimicrobial action of dichloromethane extract from 
Morinda royoc L. roots as well as its toxicity against Artemia salina.  
Methods: the antimicrobial action was determined by using the brooth 
microdilution in 96-well plate. The extract action against 7 Candida spp clinical 
isolates and against bacteria such as methicillin-resistant Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus aureus ATCC 12598, Enterococus faecales, Escherichia coli, 
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae was 
evaluated. The extract toxicity was measured using brine shrimp (Artemia salina) 
lethality test.  
Results: the crude extract proved to be active against all the tested Candida 
species. The lowest minimal inhibitory concentration was 1.95 µg/mL. The extract 
showed strong inhibitory action against S. aureus, E. faecales, and E. coli. The 
lowest minimal inhibitory concentration was 31.25 µg/mL. The extract presented 
moderate toxicity against A. salina.  
Conclusions: the results showed the potentialities of dichloromethane extract from 
M. royoc L. roots for the treatment of bacterial and fungal infections.  

Key words: Morinda royoc L., anthraquinones, antimicrobial, Artemia salina.  

 

  

  

INTRODUCCIÓN  

Las plantas constituyen una fuente importante de diversidad natural por la multitud 
de compuestos que ellas sintetizan. Algunos han demostrado ser útiles como 
terapéuticos para el tratamiento de varias afecciones.1 Las enfermedades 
infecciosas constituyen uno de los principales problemas de morbilidad y mortalidad 
en países en vías de desarrollo. Algunos antibióticos disponibles actualmente tienen 
efectos secundarios indeseables, son ineficaces contra patógenos nuevos o re-
emergentes, y(o) conducen al rápido desarrollo de resistencia.2 Debido a las serias 
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limitaciones de los medicamentos actuales es necesario disponer de nuevos agentes 
antimicrobianos, preferiblemente con nuevos mecanismos de acción y menores 
efectos tóxicos.  

La especie Morinda royoc L., que pertene a la familia Rubiaceae, es una planta 
silvestre de manigua costera que está distribuida en toda la isla de Cuba. Esta 
planta presenta propiedades medicinales informadas por diferentes autores.3,4 
Actualmente, en Cuba, las raíces de M. royoc se utilizan para la elaboración de un 
producto que tiene acción estimulante, revitalizadora, antiestrés e incrementa la 
libido. Este producto se obtiene a partir de un extracto alcohólico que se emplea 
como suplemento dietético y se comercializa como PV-2.3  

En investigaciones previas se demostró que los extractos diclorometánicos 
obtenidos de raíces de campo y de raíces cultivadas in vitro de M. royoc son ricos 
en antraquinonas,5,6 metabolitos para los cuales se ha descrito que poseen 
actividad antimicrobiana, anticancerígena, antioxidante y antituberculosis, entre 
otras.7-10 Sin embargo, hasta el momento no se ha realizado la evaluación de la 
actividad antimicrobiana de extractos diclorometánicos de raíces de M. royoc. El 
objetivo de la presente investigación fue evaluar la actividad antifúngica y 
antibacteriana del extracto diclorometánico de raíces de M. royoc y su toxicidad 
preliminar frente a larvas de A. salina.  

   

MÉTODOS  

Material vegetal  

La colecta de raíces de M. royoc se realizó en enero de 2009 en la costa norte de la 
provincia Ciego de Ávila, Cuba. Las raíces se lavaron con agua corriente e 
inmediatamente se utilizaron para la extracción.  

Obtención del extracto  

Para la extracción se utilizaron 25 g de raíces a las cuales se adicionaron 250 mL de 
diclorometano y se mantuvieron en la oscuridad por 72 h. El extracto se filtró y se 
llevó a sequedad por evaporación a presión reducida con una temperatura 
controlada de 45 ºC. El extracto seco se colocó en frascos ámbar y se mantuvo en 
refrigeración (4 ºC) hasta su uso.  

Actividad antifúngica y antibacteriana  

La actividad antifúngica y antibacteriana se evaluó por el método de microdilución 
en placa descrito por el National Committee for Clinical Laboratory Standards 
(NCCLS).11,12 En una placa de 96 pocillos se colocaron en cada uno 100 µL del 
medio RPMI-1640 (levaduras) o Müeller Hilton (bacterias). Se añadieron 100 µL de 
la solución del extracto al primer pocillo y a partir de este primer pocillo se 
realizaron 5 diluciones seriadas. Por último se agregó a cada pozo 100 µL de la 
suspensión del microorganismo diluida.  

Para realizar el ensayo, el extracto crudo de raíces se diluyó hasta tener una 
concentración de 4 mg/mL tanto en medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma Aldrich) 
como en medio Müeller-Hinton (Becton, Dickinson & Company) para levaduras y 
bacterias, respectivamente. Se utilizaron 50 µL de dimetil sulfóxido (DMSO) para 
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disolver el extracto. Se realizaron diluciones seriadas hasta obtener concentraciones 
entre 1 000 y 0,95 µg/mL.  

En todos los ensayos se colocaron controles de esterilidad de medio, control de 
crecimiento y controles positivos. Para el bioensayo de la actividad antifúngica, se 
utilizó como control positivo el fluconazol (Diflucan®) y para el bioensayo de la 
actividad antibacteriana se utilizaron: cefalotina (Keflin Lilly), oxacillina 
(BioChemika), y vancomicina (Eli Lilly). Las concentraciones finales de los controles 
utilizados resultaron de 250 a 0,488 µg/mL.  

Todas las cepas tanto de levaduras como de bacterias las proporcionó el 
Departamento de Microbiología de la Facultad de Medicina de la UANL, México. Se 
utilizaron 7 aislados clínicos de las levaduras: Candida albicans No. 501, Candida 
albicans No. 53, Candida albicans No. 498, Candida tropicalis No. 166, Candida 
glabrata No. 84, Candida krusei No. 168, Candida parasilosis No. 96. Además se 
utilizaron 7 cepas de bacterias: Staphylococcus aureus resistente a meticilina, 
Staphylococcus aureus ATCC 12598 Enterococcus faecales, Escherichia coli, 
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae. Para la 
preparación de los inóculos se obtuvieron cultivos jóvenes de las cepas de bacterias 
y levaduras en el medio sólido de Müeller-Hinton y papa dextrosa Sabouroud 
(Becton, Dickinson and Company), respectivamente. Las placas se incubaron a 37 
ºC por 24 h. Para las levaduras se preparó una suspensión de cada una de las 
cepas a 0,5 de McFarland y se realizaron diluciones 1:100 y 1:20 en medio RPMI-
1640. Para las bacterias se preparó una suspensión de cada una de las cepas a 0,5 
en la escala de McFarland y se realizó una dilución 1:50 con medio líquido Müeller 
Hilton.  

Evaluación de la toxicidad del extracto mediante el ensayo de letalidad con Artemia 
salina  

Se valoró la actividad tóxica in vitro del extracto mediante el ensayo de letalidad 
con Artemia salina.13 Se evaluaron 3 concentraciones del extracto: en un vaso de 
precipitado, con un volumen total de 10 mL de agua de mar artificial se colocaron 
10 larvas de A. salina y el extracto a concentración final de 1 000, 100 y 10 µg/mL. 
Después de 24 h de contacto, se contaron las larvas que sobrevivieron. La toxicidad 
se expresó en porcentaje de mortalidad y se interpretó: 0-10 % no tóxico, 11-50 % 
moderadamente tóxico, 51-90 % altamente tóxico y 100 % extremadamente 
tóxico. Los ensayos se realizaron por triplicado. Los porcentajes de mortalidad se 
llevaron a gráficos en función de la concentración utilizada y la línea de tendencia 
potencial fue obtenida. A partir de la ecuación de la gráfica se calculó la 
concentración que es letal para 50 % de la población expuesta (CL50).  

   

RESULTADOS  

La actividad antifúngica del extracto de raíces de M. royoc se muestra en la tabla 1. 
El extracto mostró fuerte actividad a bajas concentraciones (1,95-15,6 µg/mL), 
contra las levaduras utilizadas. El fluconazol que se utilizó como control positivo de 
inhibición del crecimiento; mostró valores de concentración mínima inhibitoria 
(CMI) entre 31,25 µg/mL (101,8 µM) para C. glabrata (HU84) y 0,5 µg/mL (1,6 µM) 
para C. albicans (HU501). Por el contrario, el extracto inhibió el crecimiento de las 
levaduras ensayadas con valores de CMI de 15,6 µg/mL, en la mayoría de los 
casos. La cepa más susceptible fue C. glabrata con CMI de 1,95 µg/mL, la cual 
resultó menor que la obtenida con el fluconazol (31,25 µg/mL) (tabla 1).  
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La actividad antibacteriana del extracto se muestra en la tabla 2. De los resultados 
obtenidos se puede notar que las bacterias grampositivas: S. aereus resistente a 
oxacillina, S. aereus ATCC 12598 y E. faecales, resultaron las más sensibles con 
valores de CMI entre 31,25 y 62,5 µg/mL. El extracto no fue activo contra A. 
baumanii, P. aeruginosa y K. pneumoniae, incluso a la concentración más alta de 1 
000 µg/mL, solo fue activo contra la bacteria gramnegativa E. coli con valores de 
CMI de 250 µg/mL.  

 

En el bioensayo de actividad antibacteriana se utilizaron 3 medicamentos diferentes 
como controles positivos. La cepa S. aureus resistente a oxacillina fue resistente a 
oxacillina (CMI 125 µg/mL o 283,2 µM) y cefalotina (CMI 62,5 µg/mL o 149,4 µM), 
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pero fue susceptible a vancomicina (CMI 1,9 µg/mL o 1,3 µM). La vancomicina fue 
el mejor medicamento contra todas las bacterias grampositivas.  

El bioensayo de letalidad con A. salina demostró que la toxicidad del extracto de 
raíces de M. royoc es dependiente de la concentración, es decir, no fue tóxico a 
concentraciones menores que 10 µg/mL; sin embargo, mostró una toxicidad 
moderada a concentraciones entre 100 y 1 000 µg/mL, la CL50 fue 395,4 µg/mL 
(fig.).  

 

La viabilidad de las larvas en el grupo control (sin extracto) fue de 100 % y no se 
observaron alteraciones en su motilidad (tabla 3).  
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DISCUSIÓN  

Clínicamente se desea tener un medicamento (extracto o compuesto) con potencial 
para inhibir el crecimiento de varias cepas de Candida, porque varias especies de 
este género pueden provocar candidiasis; la cual se conoce es la cuarta de las 
infecciones sistémicas más comunes y en la mayoría de los casos es causada por C. 
albicans (50-60 %), C. glabrata (15-20 %), C. parapsilosis (10-20 %), C. tropicalis 
(6-12 %), y C. krusei (1-3 %).14 En este contexto, es muy interesante que el 
extracto crudo mostró una excelente actividad contra aislados clínicos de las 
especies causantes de candidiasis. Su tratamiento a menudo requiere la 
combinación de estos agentes, sin embargo, se ha observado resistencia y efectos 
adversos en el tratamiento con estos antifúngicos.15  

En un estudio sobre actividad anticándidas de extractos de plantas medicinales 
canadienses se informó que valores por debajo de 1 000 µg/mL de CMI deben 
aceptarse como extractos con fuerte potencial antifúngico. Los autores informan 
CMI de 800 µg/mL para Epilobium augustifolium contra C. albicans ATCC 90028.16 
Teniendo en cuenta este planteamiento, el extracto de raíces de M. royoc tiene un 
fuerte potencial para utilizarse como antifúngico.  

Varios autores informan que las bacterias grampositivas son más susceptibles que 
las gramnegativas;17,18 lo cual coincide con los resultados obtenidos para el extracto 
de raíces de M. royoc. La pared celular de las bacterias grampositivas es menos 
compleja y carecen de una filtración efectiva contra grandes moléculas, debido al 
tamaño de los poros en su envoltura celular, son menos selectivas.19 En este 
contexto, el extracto de raíces transformadas de Maytenus senegalensis mostraron 
actividad solo frente a las bacterias grampositivas Bacillus subtilis y S. aureus y no 
fue activo frente a las bacterias gramnegativas E. coli y K. pneumoniae.20  

El método para la evaluación de la letalidad en A. salina es considerado un 
instrumento útil para la evaluación preliminar de toxicidad. Por la simplicidad del 
procedimiento se utiliza para el monitoreo de toxicidad en extractos de planta, así 
como en fraccionamientos biodirigidos.13 El extracto diclorometánico de raíces de M. 
royoc resultó moderadamente tóxico contra A. salina con un CL50 de 395,4 µg/mL, 
aunque experimentos de citotoxidad son necesarios para comprobarlo.  

Los resultados obtenidos demuestran el potencial de este extracto en el tratamiento 
de infecciones causadas por bacterias y hongos que afectan al hombre. Es 
necesario realizar otros estudios para evaluar la toxicidad del extracto en animales 
experimentales y establecer su seguridad para proponer su uso como agente 
antimicrobiano.  
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