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I.  AMBITO DE LA INVESTIGACION.

Guatemala posee gran biodiversidad de flora, lo que nos hace un pais con alta
potencialidad en el desarrollo de productos naturales medicinales, o de aplicacion industrial
para el desarrollo de nuevas drogas y agroquimicos. Su uso empirico ha permitido conocer
sus propiedades utiles o nocivas (toxicidad) para ser utilizadas en beneficio del hombre
(Céceres, 1996). El estudio metodoldgico de las plantas medicinales, forma parte
importante de un campo de interés basados en sus propiedades terapéuticas para desarrollar
nuevos productos comerciales basados en los compuestos y principios activos que les
confieren caracteristicas toxicas (Pefia & Pérez, 2007; Sanchez, Fonseca, Capiro, &
Fernandez, 2000).

Los compuestos bioguimicos de la familia Euphorbiaceae son muy diversos y
especialmente ricos en alcaloides y terpenoides, que les confieren actividad toxica
(Webster, 1986). Se distinguen por la combinacién de savia lechosa y frutos secos; la savia,
pelos urticantes o semillas suelen tener propiedades tdxicas en muchas variedades
(Standley & Steyermark, 1949). Se han documentado diversas especies de la familia
Euphorbiaceae que han sido utilizadas con fines terapéuticos en medicina popular (Beyra et
al., 2004; Oryema, Bukenya-Ziraba, Omagor, & Opio, 2010; Luziatelli, Sorensen, Theilade,
& Per, 2010; Muthu, Ayyanar, Raja, & Ignacimuthu, 2006).

Es importante para el pais conocer y estudiar esta diversidad para desarrollar
su potencial por medio de diferentes disciplinas cientificas. Motivados en el proceso de
desarrollo de conocimiento, en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia por medio del
Instituto de Investigaciones Quimicas y Biologicas, en la Unidad de Bioensayos bajo la

linea de investigacion de validacion del uso de plantas medicinales nativas de Guatemala,



se evalud latoxicidad in vitro de tres extractos de plantas medicinales de la familia
Euphorbiaceae siendo estas: Euphorbia lancifolia Schltdl., conocido en Guatemala con el
nombre de ixbut, besmut o sapillo, Cnidoscolus aconitifolius I.M. Johnst., en dos de sus
variedades Cnidoscolus aconitifolius var. mansa (chaya mansa) y Cnidoscolus aconitifolius
var. estrella (chaya estrella); con el fin de contribuir a evaluar los riesgos de su consumo
prologando y la potencialidad para el desarrollo de nuevas drogas como terapia en
infecciones producidas por microorganismos patogenos, control biolégico de insectos y

como agentes antitumorales.



Il. RESUMEN

Las plantas constituyen la mayor fuente de productos organicos que pueden ser utiles
como materia prima para el desarrollo de nuevos aditivos alimenticios, farmacos y
plaguicidas por lo anterior los estudios que proporcionan informacién cientifica que
garantizan su uso tradicional asi como aportan datos sobre su potencial de toxicidad son de
gran importancia, dicha informacion viene a sumar nuevos avances dentro la investigacion
y descubrimiento de nuevos farmacos de origen natural en Guatemala.

El presente estudio evalud la actividad biocida, citotoxica y genotoxica de tres
extractos de plantas medicinales de la familia Euphorbiaceae, estas especies han sido
ampliamente utilizadas dentro de la medicina natural atribuyéndoseles propiedades
galactogoga y antiséptica en el caso de Euphorbia lancifolia (Ixbut); propiedades diurética,
laxante, hipoglucemiante y fuente de alimentacion en el caso de Cnidoscolus aconitifolius
var. mansa (chaya mansa) y Cnidoscolus aconitifolius var. estrella (chaya estrella).

El tamizaje antibacteriano y antilevadura se realiz6 mediante el método de dilucion
en agar descrito por Mitscher y colaboradores. El tamizaje antibacteriano contra
Campylobacter jejuni, se realizé por el método de difusion en agar. El ensayo antifingico
se realizo utilizando la metodologia descrita por Brancato & Golding modificado por
MacRae, Hudson, & Towers, para hongos filamentosos. A los extractos que mostraron
actividad a una concentracion de 1 mg/mL se les realiz6 la concentracion inhibitoria
minima (CIM). El Unico extracto que presento actividad inhibitoria in vitro significativa
contra bacterias y hongos fue E. lancifolia con una CIM de 1 mg/mL contra Bacillus

subtilis y Trichophyton mentagrophytes (p=0.0312).



El ensayo frente a Artemia salina y la actividad larvicida se realiz6 segun la
metodologia descrita por Meyer y colaboradores. Se calculé la concentracion letal 50
(CLsp) para A. salina. Para el ensayo larvicida se calcul6 la concentracion letal 100 (CLyo).
Todos los extractos mostraron actividad contra A. salina a concentraciones menores de 1
mg/mL. El extracto con mayor actividad fue E. lancifolia con valor de CLsy de 0.128925
mg/mL.

El extracto con mayor actividad larvicida fue C. aconitifolius var. estrella con una
CLigo de 0.351647, contra larvas de primer estadio de Anopheles albimanus. Todos los
extractos mostraron una CL;go mayor a 1 mg/mL en larvas de primer estadio de Aedes
aegypti y larvas de segundo estadio de A. albimanus.

Para la determinacion de citotoxicidad y genotoxicidad se utiliz6 la prueba de Allium
cepa L. descrita por Fiskesjé y modificada por Rank & Nielsen. C. aconitifolius var.
mansa, C. aconitifolius var. estrella presentan actividad citotoxica y genotoxica

significativa a concentraciones menores de 1 mg/mL (p<0.0001).



IIl.  ANTECEDENTES
A. Uso de plantas medicinales de la familia Euphorbiaceae

Las plantas medicinales son utilizadas por billones de personas en la mayor parte de
los paises en vias de desarrollo, debido a la falta de asistencia de los servicios de salud, su
bajo costo y efectividad, asi como las creencias y preferencias culturales (Shanley & Luz,
2003; Sheldon, Balick, & Laird, 1997).

La medicina Tradicional se utiliza ampliamente y rapidamente de forma creciente en
el sistema de Salud. En Africa, el 80% de la poblacion utiliza la medicina tradicional para
ayudar a satisfacer sus necesidades de atencion salud. En Asia y América Latina, la
poblacién continda utilizando medicina tradicional como resultado de circunstancias
historicas y creencias culturales (World Healt Organization [WHO], 2002). Se estima que
en Guatemala exista un aproximado de 10,000 especies vegetales de las cuales tan solo un
15% son usadas con algun fin medicinal, fraccion pequefia del total estimado en 250,000
especies de los bosques subtropicales de la region (Céceres, 1996).

La familia Euphorbiaceae es la sexta familia mas diversa dentro de las plantas con
flores, con mas de 321 géneros y 7550 especies (Kirkbride, Gunn, & Dallwitz, 2006). Se
caracteriza por tener altas tasas de fotosintesis y biomasa (Changying, Wenquan, Yun, Xin,
& Weiping, 2009). Varios géneros estan representados en América Central. Son plantas
herbaceas, arbustos o arboles e incluso pueden encontrarse similares a cactos que crecen
sobre todo en clima tropical, aunque también esta bien representada en regiones templadas.
La mayoria de las plantas de la familia se distinguen por la combinacion de savia lechosa y

frutos secos, con numerosas excepciones (Standley & Steyermark, 1949). Evolutivamente



se han diversificado fisiolégicamente y adaptado rasgos complejos para adaptarse a la
dinamica ambiental.

Se han atribuido efectos curativos a especies de la familia Euphorbiaceae desde la
antiguedad; asi por ejemplo Euphorbia fischeriana Steud. ha sido usada en la medicina
tradicional China por mas de 2,000 afios, como una droga anticancerigena (Pan, Chang-Oi,
& Chang, 1991). Otras plantas de esta familia se han usado para el tratamiento de cancer,
tumores y verrugas desde el tiempo de Hipdcrates (Kupchan, Nelida, Branfman, Dailey, &
Fei, 1976; Evans & Kinghorn, 1977).

Encuestas etnobotanicas en Guatemala reportan a 114 familias en 623 variedades de
plantas utilizadas con fines medicinales, de las cuales las Euphorbiaceae se encuentran
entre las familias mas utilizadas (5.6%). Treinta y cinco son de la familia Euphorbiaceae
(pertenecientes a 12 géneros) que se usan en el tratamiento de procesos infecciosos del
sistema digestivo, respiratorio, genitourinario, afecciones dermatomucosas y parasitosis.
(Céceres, Alvarez, Ovando, & Samayoa, 1991; Céaceres, 1996). En el &rea de Mesoamérica
se han reportado cerca de 15 especies de Euphorbiaceae (pertenecientes a 9 géneros) que se
utilizan para tratar infecciones parasitarias causadas por protozoos, como la amebiasis,
leishmaniasis, malaria, tricomoniasis y sarcoptiosis (Cambar, 1984).

Estudios etnoboténicos han demostrado el uso de varias especies de la familia
Euphorbiaceae como plantas de uso medicinal, descritas a continuacién: Acalypha indica
Vell., es aplicada por via topica para el tratamiento de enfermedades de la piel. Euphorbia
antiquorum Wall., es ingerido en dosis bajas de latex seco que ayuda al libre movimiento
de las extremidades. En Euphorbia hirta L. el latex lechoso se aplica topicamente para el

tratamiento de heridas y labios partidos. El tallo de Euphorbia tirucalli Thunb., se prepara



en infusién para tratar enfermedades de la piel en nifios. Las hojas frescas de Phyllanthus
amarus Schumach., y Phyllanthus emblica L. se muelen y mezclan con leche de vaca o
cabra, bebida utilizada para curar la ictericia y tos respectivamente. Para aumentar la
secrecion lactea en mujeres, se ingiere la infusion de Euphorbia lancifolia Schitdl., savia de
Ricinus communis L. o bien se atan sus hojas al pecho; de igual forma el aceite extraido de
las semillas alivia el dolor de estbmago al aplicarse en el abdomen en el caso de R.
communis (Chellaiah, Muniappan, Nagappan, & Savarimuthu, 2006). Croton socotranus
Balf. f. y Euphorbia socotrana Balf. f. son utilizadas para el tratamiento de enfermedades y
heridas de la piel (Mothana, Lindequist, Gruenert, & Bednarski, 2009). Croton reflexifolius
Kunth., Euphorbia pulcherrima Willd ex Klotzsch y Jatropha gaumeri Greenm., son
utilizadas para el tratamiento de enfermedades dermatoldgicas y tumores en la piel (Ankli
et al., 2002; Villarreal, Alonso, & Melesio, 1992). Jatropha neopauciflora Pax., es utilizada
para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, enfermedades y tumores de la piel
(Garcia & Delgado, 2006). Algunas especies han sido descritas en estudios por presentar
actividad antibacteriana: Croton lechleri Miill.Arg., contra Escherichia coli y
Staphylococcus aureus; Hura crepitans L. y Jatropha macrantha Mill.Arg contra S.
aureus (Bussmanna et al., 2010).

Dentro de la familia Euphorbiaceae también hay muchas especies agricolas
econdémicamente importantes como el aceite de ricino (R. communis), la yuca (Manihot
esculenta Crantz.), el arbol del caucho (Hevea brasiliensis Willd. ex A.Juss. Mill.Arg.) y el
piiidn (Jatropha curcas L.). El aceite de ricino es una importante materia prima para
muchos productos industriales, tales como lubricantes y pinturas. La yuca es el sexto mayor

cultivos béasico en el mundo y su raiz posee alta cantidad de almidon ideal para la



produccién de bioetanol. El arbol de caucho es el recurso mas importante de caucho natural
para los neumaticos y otros productos. Las semillas de pifion tienen alto contenido de
aceite y pueden ser facilmente transformados en biodiésel (Changying et al., 2009).

B. Toxicidad de la familia Euphorbiaceae

La familia Euphorbiaceae es conocida por el alto potencial toxico que tienen varias
de sus especies, esto se debe a la complejidad de muchos de sus compuestos bioquimicos,
gue son toxicos para una gran variedad de especies que incluyen bacterias, hongos,
insectos, y humanos (Webster, 1986; Rakshit, Devappa, & Klaus, 2010). La diversidad de
compuestos bioquimicos que poseen son especialmente ricos en alcaloides y terpenoides
gue son en ocasiones promotores de la toxicidad de la planta; esta diversidad de
compuestos es el resultado de la seleccion natural a traves del tiempo para impedir el
ataque de animales herbivoros. (Webster, 1986; Rakshit et al., 2010; Worbs, Kolher, Pauly,
Avondet, & Schaer, 2011).

La concentracion de toxinas en las diferentes especies de plantas dependen de varios
factores que incluyen: estrés ambiental al que es sometida la planta, la edad, la
susceptibilidad individual, el 6érgano de la planta que es consumido (raiz, tallo, hojas y
semillas), y la temporada del afio; mientras que el efecto de la toxicidad de cada especie
depende de: el organismo expuesto, la fuerza de la toxina, el tiempo de exposicién, el
clima, el suelo, la cantidad que se consume y las diferencias genéticas dentro de la especie
de planta. Algunas de las toxinas pueden producir dafios irreparables a los depredadores,
mientras que otras ejercen efectos transitorios (Rakshit et al., 2010).

El dafio que ocasionan las plantas puede producirse en varios niveles dependiendo de

la exposicion; se ha reconocido casos de dermatitis alérgica y por contacto de irritacion



primaria, causadas por la familia Euphorbiaceae (Webster, 1986). En varias especies de
esta familia la savia es venenosa, o al menos altamente irritante, y las semillas a menudo
tienen propiedades purgantes o son venenosas en grandes cantidades (Standley &
Steyermark, 1949). Muchas de las plantas a nivel mundial, no son comestibles simplemente
porque producen compuestos toxicos (Rakshit et al., 2010). En los seres humanos la
toxicidad por ingestion de compuestos naturales potencialmente toxicos puede superarse
con tratamiento convencionales y/o desaparecer tras un tiempo variable (Molyneux &
Ralphs, 1992; Hoy, Head, & Hall, 1998; An, 2005).

En la familia Euphorbiaceae, algunas especies del género Euphorbia, y algunos otros
géneros de la subfamilia Euphorbioideae, se ha encontrado que las resinas son muy tdxicas
y potencialmente cancerigenas en animales a causa de las concentraciones de los
diterpenos. Las semillas de Croton, Euphorbia, Jatropha, y Ricinus presentan actividades
purgantes. Se ha reportado envenenamiento en humanos y ganado por ingerir plantas de la
familia Euphorbiaceae que incluyen los géneros: Excoecaria, Hyaenanche, Manihot, y
Sapium (Hecker & Schmidt 1974; Rakshit et al., 2010). Especies de Euphorbia lutescens
C.A.Mey., E. tirucalli, al ser ingeridas pueden causar vomitos, trastornos estomacales,
trastornos nerviosos, asfixia, coma y hasta la muerte. Se ha reportado que la hoja y tallo de
Cnidoscolus aconitifolius 1.M.Jhonst., provoca al contacto con la piel urticaria e
inflamacién (Flores, Canto-Avilés, & Flores-Serrano, 2001).

En la literatura se hallan diversos ejemplos de especies de la familia Euphorbiaceae
utilizadas en medicina popular (Beyra et al., 2004; Muthu et al., 2006; Oryema et al., 2010;
Luziatelli et al., 2010), muchas de éstas especies se han clasificado como tdxicas (Webster,

1986; Worbs et al., 2011). La actividad bioldgica de extractos y compuestos de algunas



especies contrasta su toxicidad con sus propiedades terapéuticas. Varias especies de la
familia Euphorbiaceae son importantes como fuentes de medicamentos, por ejemplo,
algunos diterpenoides poseen potencial tdxico y otros potencial terapéutico como
antihipertensivos, antirretrovirales, anti-inflamatorios, farmacos analgésicos y anti-
bacterianos. Ademas a estas propiedades, estos compuestos pueden funcionar como
antioxidantes, alucindgenos, y edulcorantes, y pueden estimular la contraccion de del utero
(Niu, Li, Zhao, & Lin, 2002; Kapil, Coul, Banergee, & Gupta, 1993; Bruneton, 1999;
Kumari et al., 2003).

En modelos animales, la mayoria de terpenoides que favorecen tumores e irritacion
en piel exhiben ésteres basados en los diterpenos tigliano, daphnano, clerodant y esqueletos
ingenano, mismos que han sido aislados de especies de la familia Euphorbiaceae. La
ingestion de estos ésteres diterpeno producen sintomas de toxicidad grave en el ganado y
los seres humanos (Kingsbury, 1964). De igual modo hay varios diterpenoides del tipo
lathyrano, y esqueletos de casbano obtenidos de otras especies de Euphorbiaceae, que
exhiben una gama de actividades bioldgicas, como antileucémicos, citotoxicos y
antitumorales (Breitmaier, 2006).

Los diterpenos encontrados hasta la fecha, en las especies de la familia
Euphorbiaceae ilustran las complejas estructuras quimicas que poseen. En el aceite de
Croton tiglium L. se encontr6 un diterpeno de la familia tigliane, un derivado del 4-epi-4-
deoxyforbol, que es una mezcla de compuestos estrechamente relacionados que consta de
un total de 25 ésteres de alcohol del diterpeno tigliane (forbol y 4-desoxi-4-alfa-forbol)
(Kinghorn, 1991). EI compuesto mas abundante y biologicamente activo en el aceite de C.

tiglium es el acetato de forbol tetradecanoico (TPA por sus siglas en inglés) (Hecker &

10



Schmidt, 1974). El forbol es un polialcohol diterpénico derivado del esqueleto bésico
tetraciclico denominado tigliano (Perdue, Blomster, Blake, & Farnsworth, 1979); en su
forma libre no es toxico, sin embargo muchos de sus diésteres, particularmente los 12, 13-
disustituidos, presentan propiedades irritantes y son reconocidos por ser procarcinogeénicos
(Hecker & Schmidt, 1974).

Los compuestos de la serie del ester daphnano también se producen en mezclas
complejas; la mayoria de los compuestos en esta clase son ésteres intramoleculares 9,13,14
-orto-(2- acido hexadecanoico). Los miembros de la serie del ingenol son muy irritantes y
contienen alcoholes basicos de matriz terpénica como el 17-hydroxyingenol, ingenol, y-20-
desoxi-17-hydroxyingenol (Kinghorn, 1991). Los diterpenos del tipo Clerodant mostraron
actuar como vasodilatadores (Guerrero, Puebla, Carron, Martin, & Roman, 2004). Especies
de Euphorbiaceae mostraron sintetizar otros compuestos en semillas tales como lectinas,
compuestos fendlicos, lignanos, fitatos, glicidos cianogeénicos, inhibidores de la tripsina, y
de las proteinas inactivadoras de ribosomas (PIR), tales como curcina y la ricina, que
contribuyen significativamente a la toxicidad de la planta en forma dependiente de la dosis-
tiempo (Rakshit et al., 2010).

C. Evaluacion de la toxicidad en plantas.

El descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos son actividades dificiles, costosas
y arriesgadas (Kunz-Schughart, Freyer, Hofstaedtert, & Ebner, 2004). El uso de las plantas
medicinales en la terapéutica requiere, al igual que los productos sintéticos, de
investigaciones previas y posteriores a su comercializacion, en donde sigan siendo

observadas mediante estudios de farmacovigilancia (Garcia et al., 2009).
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Las pruebas de toxicidad se realizan con el fin de identificar posibles dafios para el
ser humano ya que, se han detectado extractos de plantas medicinales que poseen actividad
embriotoxica y/o teratogénica, y se ha reportado actividad mutagénica y carcinogénica en
productos de origen vegetal (flavonoides y taninos), encontrandose que existe una
correlacion positiva entre la ocurrencia de enfermedades y tumores en la poblacion
(Carballo, Cortada, y Galano, 2005; Séanchez et al., 2000). El estudio de las plantas
medicinales sugiere una ruta para su evaluacion que consta de: seleccién de las plantas a
investigar, identificacion botanica correcta, caracteristicas fitoquimicas minimas, estudio
farmacoldgico y estudio toxicoldgico, para decidir si se continla o se abandona el uso
tradicional (Sanchez et al., 2000).

Por razones éticas y econémicas, y debido a la introduccién de nuevas regulaciones
en proteccion animal, los experimentos en animales deben ser reducidos al minimo, para
evaluar la toxicidad de los compuestos quimicos. Tejidos y cultivos celulares de animales y
humanos han sido utilizados como sistemas alternativos para la realizacion de pruebas
toxicologicas de diversas clases de productos quimicos (O'Hare & Atterwill, 1995). El
cultivo de células y tejidos tienen varias limitaciones que incluyen dificil mantenimientos
de su estabilidad durante experimentos a largo plazo, procedimientos complejos y costosos.
Muchos experimentos in vitro, tienen el propdsito de determinar el potencial de
citotoxicidad de los compuestos estudiados, para demostrar su inocuidad al utilizarse como

farmacos o cosmeticos (Freshney, 2000).
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1. Evaluacion citototoxica

Los ensayos de citotoxicidad, son capaces de detectar mediante diferentes
mecanismos celulares conocidos, los efectos adversos que interfieren con la estructura y/o
propiedades esenciales para la supervivencia celular, proliferacion y/o funciones; dentro de
los que se encuentran la integridad de la membrana y del citoesqueleto, metabolismo,
sintesis y degradacién, liberacion de constituyentes celulares o productos, regulacion ionica
y divisién celular (Repetto, 2002).

La configuracion de los modelos experimentales empleados in vitro para valorar la
toxicidad de los compuestos quimicos se fundamenta en dos pilares basicos, que son el
sustrato biologico y los indicadores de toxicidad. El sustrato es el material generalmente
organico, vivo o no, sobre el que se aplica in vitro el xenobiotico. Estas alteraciones se
valoran mediante indicadores de toxicidad, que son los parametros que se determinan para
cuantificar las modificaciones producidas en la estructura o fisiologia del ensayo (Repetto,
2002).

Los ensayos de citotoxicidad se pueden clasificar en ensayos de viabilidad y ensayos
de supervivencia, los primeros se emplean para determinar la proporcion de células que
inmediatamente después de un tratamiento potencialmente traumatico, se mantienen
intactas (Freshney, 2000). Mediante estos ensayos se puede evaluar la citotoxicidad de un
tratamiento en términos de concentraciones letales. La concentracion letal 50 (CLsp) es la
concentracion de la sustancia de tratamiento que causa la muerte al 50% de las células
presentes, evaluadas inmediatamente después del tratamiento (Cordero, 2002). El
bioensayo de letalidad en A. salina (Meyer et al., 1982) se ha seleccionado como una

prueba de pretamizaje de toxicidad general primaria, por su practicidad y conveniencia en
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ensayos de citotoxicidad y ensayos antitumorales basados en células, y se evalla en
términos de CLso (Anderson, Goetz, McLaughlin, & Suffness, 1991). Las pruebas de
ecotoxicidad con plantas vasculares, entre ellas la prueba de Allium cepa (Fiskesjo, 1988),
estan demostrado una potencia diagndstica significativa (Kristen, 1997). El bioensayo de A.
cepa permite determinar la toxicidad total y genotoxicidad de diferentes agentes toxicos o
contaminantes (Fiskesjo, 1993), a partir de la observacion del crecimiento y las mutaciones
cromosoOmicas del apice radical de la cebolla.

Se han desarrollado varias pruebas in vitro para predecir los efectos téxicos de las
drogas y los compuestos quimicos, utilizando como modelos experimentales cultivos
celulares primarios y de érganos aislados como lineas celulares establecidas. Hoy en dia las
compafiias farmacéuticas desean mejorar la eficiencia del descubrimiento y reducir los
costos de investigacion de farmacos; la presién para reducir la cantidad de ensayos
preclinicos tradicionales in vivo en animales, no solo impulsado por problemas éticos, sino
también causado por la pobre prediccion de la respuesta en los seres humanos, ha
potenciado el desarrollo de sistemas in vitro, que estan siendo utilizados como alternativa
experimental, para validar la toxicidad celular, la eficacia y los pardmetros toxicocinéticos
in vitro, basados en modelos de células de 6rganos perfundidos, segmentos de tejidos,
modelos tridimensionales (3D) de tejidos y células madre (Griffith & Swartz, 2006; Cui et
al., 2007). Entre estos métodos y tecnologias los modelos 3D son especialmente
prometedores y podrian proporcionar una deteccion de drogas mas precisa y la eliminacion
de compuestos toxicos e ineficaces de una manera temprana, ahorrando tiempo y dinero en
el desarrollo de nuevos medicamentos. Sin embargo hasta la fecha ningn modelo in vivo o

sistema in vitro ha podido imitar las complejidades del cuerpo humano, por lo que para
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maximizar el valor predictivo de los datos obtenidos en los sistemas modelo, deben ser
evaluados todos los sistemas en combinacion con la toxicologia, la eficacia y los
parametros toxicocinéticos incluyendo los estudios tradicionales y de tamizaje (Kunz-
Schughart et al., 2004).

2. Evaluacion genotoxica

La genética toxicoldgica estudia los efectos mutagénicos de sustancias quimicas y
radiaciones, asi como las consecuencias para la salud humana de la exposicion a
mutagenos, considerando como tal a cualquier agente que induzca mutaciones génicas
(cambio de uno o pocos pares de bases), aberraciones cromosomicas estructurales (cambios
en la estructura) o numéricas (aneuploidias y poliploidias por afecciones en los
componentes del aparato mitético o meidtico) o alteraciones al ADN (formacion de
aductos, alquilaciéon de bases, intercalamiento de bases), a los mecanismos de reparacién
(incrementando la sensibilidad a los efectos de muchos mutagenos), a los eventos de
recombinacion mitética (Hoffmann, 1996).

Las plantas medicinales no llevan una indicacion metodolégica especial para su
evaluacion genotoxica, por lo que deben ser sometidas a las mismas regulaciones que rigen
los farmacos en general. La evaluaciéon genotoxica de extractos de plantas medicinales
deben ser realizadas, en primera instancia, mediante ensayos in vitro, validados
internacionalmente, que midan el dafio en los niveles de mutaciones genéticas y
cromosomicas. (Sanchez et al., 2000).

En el mundo las guias o rutas criticas para los estudios genotoxicos persiguen como
objetivo fundamental evidenciar qué tipo o a qué nivel de organizacion del ADN opera el

dafio causado por el compuesto evaluado. En concordancia con ello se reconocen cuatro
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niveles: mutacion génica (nivel I), mutacién cromosomica (nivel I1), dafio primario del
ADN (nivel 1), transformaciones celulares (nivel 1V), entre otras alteraciones. (Sanchez
et al., 2000). Los ensayos pertenecientes a los dos primeros niveles son muy variados y
ampliamente utilizados, en especial las pruebas in vitro que se caracterizan por tener una
alta sensibilidad y precision (Pefia, Barrueco, Herrera, & Garcia, 1990). En los ultimos afios
las pruebas para medir dafio a nivel primario del ADN, han alcanzado gran importancia
entre los analisis de genotoxicidad (Guzman-Rincén & Graf, 1995).

Si los resultados in vitro son negativos, debe continuarse, en segunda instancia, con
ensayos in vivo que respondan a los mismos niveles de dafio genético que se evaluaron in
vitro. Una vez evaluados los niveles génico y cromosémico, con ensayos in vitro e in vivo,
se deben incluir ensayos que midan dafio primario al ADN y de acuerdo con el resultado
obtenido, se debe tomar la decision de realizar ensayos que midan otras alteraciones y
carcinogenicidad. En cualquiera de los ensayos y niveles de dafio evaluados se deben
emplear protocolos estandarizados (validados internacionalmente) que tomen en
consideracion las dosis, el tipo de exposicion y la via de administracion propuesta para el
farmaco (Sanchez, et al., 2000).

Con el fin de detectar en sus etapas iniciales la accidn sobre el material genético se
utilizan las siguientes determinaciones in vitro que son muy utilizadas en nuestro medio
para detectar genotoxicidad inicial: Aberraciones Cromosomicas (Au, Cajas-Salazar, &
Salama, 1998; Preston et al., 1981), intercambio de cromatides hermanas (Bender, Griggs,
& Beford, 1974; Shafer, 1982), micronucleos (Au et al. 1998), mutaciones genéticas a nivel

de Locus HPRT (Albertini, Nicklas, Skopek, Recio, & O Neill, 1998), sintesis de ADN no
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programada Yy electroforesis de una célula (ensayo del cometa) (Ashby, 1988; Carrano &

Natarajan, 1988).

a. Niveles de dafo sobre el ADN

Se reconocen los siguientes niveles y se describen algunas pruebas que podrian

realizarse en nuestro pais (Sanchez et al., 2000).

Nivel I: Ensayos para mutaciones génicas:

Prueba de Ames (Salmonella typhimurium): La prueba utiliza cepas construidas por
ingenieria genética, capaces de detectar compuestos que causan mutaciones génicas
por dislocamiento del cuadro de lectura (frameshift) o por sustitucion de pares de
bases del ADN (Ames, McCann, & Yamasaki, 1975; Claxton, Houk, Monteith,
Myers, & Hughes, 1991).

Prueba de mutaciones puntuales en Saccharomyces cerevisiae: Diversas cepas
haploides y diploides de la levadura pueden utilizarse para determinar la produccion
de mutaciones génicas por agentes quimicos con y sin activacion metabdlica.
(Deiters et al., 2003).

Letalidad recesiva ligados al sexo en Drosophila melanogaster (SMART por sus
siglas en inglés): La prueba de letalidad recesiva ligada al sexo descubre la
aparicion de mutaciones (mutaciones puntuales o pequefias deleciones) en la linea
germinal del insecto. Se trata de un andlisis de mutacién capaz de descubrir
mutaciones en unos 800 loci de cromosoma X, lo que supone alrededor del 80% del
total de loci existentes. EI cromosoma X supone aproximadamente la quinta parte
del genoma haploide completo. Las mutaciones del cromosoma X se expresan

fenotipicamente en los machos portadores del gen mutante. Detecta la formacion de
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manchas en las alas de moscas expuestas durante el desarrollo; éstas pueden ser
generadas por mutacion puntual, pérdida, no disyuncién y recombinacion (Sanchez

et al., 2000).

ii. Nivel II: Ensayos para mutaciones cromosomicas:

Prueba citogenética in vitro en células de mamiferos: Las células deficientes en
timidinquinasa (TK) a causa de la mutacion TK+/- - TK-/- son resistentes a los
efectos citotoxicos de la trifluorotimidina (TFT), analogo de la pirimidina. Las
células capaces de producir timidinquinasa son sensibles a la TFT, que inhibe el
metabolismo y detiene la division celular. Asi pues, las células mutantes son
capaces de proliferar en presencia de TFT, mientras que las células normales, que
contienen timidinquinasa, no lo son. Del mismo modo, las células deficientes en
HPRT o XPRT se seleccionan por su resistencia a la 6-tioguanina (TG) o la 8-
azaguanina (AG). Si en los ensayos de mutacion génica en células de mamifero se
utiliza una sustancia de ensayo analoga a una base o un compuesto afin al agente
selectivo, deben considerarse detenidamente sus propiedades, por ejemplo, cuando
se sospeche que la sustancia de ensayo presenta toxicidad selectiva en las células
mutantes y no mutantes. Asi pues, habra que confirmar la eficacia del sistema o
agente de seleccion cuando se estudien sustancias de estructura afin a la del agente
selectivo (Clive, McCuen, Spector, Piper, & Mavournin, 1983).

Prueba citogenética in vivo en ratones: Los embriones de raton en desarrollo, cuyos
embriones en desarrollo se exponen a la sustancia estudiada. Los embriones son
heterocigotos para cierto numero de genes. Una mutacion en el alelo dominante de

tal gen o su pérdida en un melanoblasto provoca la expresion del fenotipo recesivo
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en sus células descendientes, con la aparicion de una mancha de otro color de pelo
en el ratdn resultante. La prueba descubre supuestas mutaciones en células fetales
(Natarajan & Obe, 1986).

Prueba de micronucleos (ratones y CHO): De la linea celular CHO, obtenida a partir
de un explante de tejido de ovario de hamster chino (Cricetulus griseus), existen
maultiples variantes mutacionales, lo cual amplia las posibilidades de su uso en el
estudio de la genética de eucariontes. La linea original se caracteriza por ser
aneuploides con un nimero modal cromosémico de 20-21, posee 10-13 marcadores
cromosomicos bien definidos, su cariotipo no sélo tiene un nimero cromosémico
moderado, sino que también es heteromorfico, por lo que se hace facil la
individualizacion de los tipos cromosomicos que lo integran. Como material de
laboratorio es de facil manejo, puede ser cultivada de diferentes formas y su
mantenimiento es relativamente economico (Chu & Malling, 1968; Walton, Acton,
& Stich, 1988).

Prueba de dominantes letales en ratones: La letalidad dominante provoca la muerte
del embrion o feto. Su induccion por exposicion a una sustancia quimica indica que
esta ha alterado el tejido embrionario de la especie estudiada. Se admite
generalmente que la letalidad dominante se debe a una lesién cromosémica. si los
animales tratados son hembras, la muerte del embrion también puede deberse a
efectos toxicos (Elliott et al., 1992).

Nivel I11: Ensayos para dafio primario al ADN:

Prueba de segregacion mitotica en Aspergillus nidulans: Se basa en el

aparecimiento de supresion extragénica en una cepa auxotrofica para metionina,
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Aspergillus nidulans FGSC 219 (biAl; methG1). Las colonias mutantes, supresoras
del marcador methG1, se identifican porque han recuperado la capacidad de crecer
en ausencia de metionina y en su mayoria exhiben rasgos morfologicos distintivos
como pobre conidiacion y pigmentacion oscura o0 conidiacion densa y bordes
hialinos. Por otra parte, en cepas diploides de Aspergillus nidulans
convenientemente marcadas se hace posible con relativa facilidad poner de
manifiesto la ocurrencia de segregacion somatica, ocasionada por crossing-over
mitotico y/o mala segregacién de cromosomas (COmo procesos primarios 0 a
consecuencia de mutaciones previas con efectos semidominantes sobre la
viabilidad). Estas cepas son heterocig6ticas para los marcadores recesivos de color
de los conidios y al ocurrir alguno de los fendmenos antes mencionados, aparecen
en las colonias expuestas sectores, bandas o puntos de conidiacion de color
diferente al resto (Scott, Dorn, Kéafer, & Stafford, 1982; Kafer, Scott, & Kappas,
1986).

Prueba de conversion génica y recombinacion mitética en S. cerevisiae: Es posible
apreciar la recombinacién mitdtica entre los genes (0, mas generalmente, entre un
gen y su centromero) y en el interior de ellos. en el primer caso se habla de
crossing-over, generador de intercambios reciprocos, en tanto que en el segundo los
intercambios, casi nunca son reciprocos, y se habla de conversion génica. el
crossing-over se determina generalmente por la produccién de colonias o sectores
recesivos homocigotos a partir de una cepa heterocigota, mientras que la conversion

génica lo es mediante la produccion de inversores prototréficos en una cepa
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auxotrofa heteroalelica portadora de dos alelos defectuosos distintos del mismo gen
(Deiters et al., 2003).

Prueba de mutacién y recombinacién mitotica en D. melanogaster (SMART):
SMART detecta la formacién de manchas en las alas de moscas expuestas durante
el desarrollo; éstas pueden ser generadas por mutacion puntual, pérdida no
disyuncion y recombinacion, principalmente (Graf, Alonso-Moraga, Castro, &
Diaz, 1994; Guzman-Rincon & Graf, 1995).

Prueba de intercambio de croméatides hermanas in vitro con células de mamiferos:
Es una prueba a corto plazo encaminada a descubrir intercambios reciprocos de
ADN entre 2 crométides hermanas de un cromosoma de desdoblamiento. los
intercambios de cromatides hermanas representan el intercambio reciproco de
productos de replicacion del ADN en loci aparentemente homologos. se marca de
forma diferente las cromaétides hermanas, cosa que se consigue mediante la
incorporacion de bromodesoxiuridina (BRDU) al ADN cromosémico durante dos

ciclos celulares (Sanchez et al., 2000).

. Nivel IV: Transformaciones celulares:

Prueba de la morfologia de la cabeza del espermatozoide en ratones: evalta los
cambios efectuados en la concentracion espermatica, asi como el aumento de la
frecuencia espontanea de cabezas de espermatozoides morfolégicamente anormales

(Arencibia, Vidal, Rosario, & Delgado, 2010).
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D. Determinacion de la actividad biocida de extractos de plantas

1. Actividad biocida en bacterias, hongos y levaduras

En las dltimas décadas se han realizado innumerables estudios sobre la actividad
antibacteriana de principios activos de plantas superiores, con la finalidad de combatir la
prevalencia de ciertas enfermedades infecciosa (Caceres et al. 1990; Dimayuga & Garcia,
1991). El desarrollo de resistencia a farmacos asi como los efectos secundarios indeseables
de ciertos antibidticos ha llevado a la bdsqueda de nuevos agentes antibacterianos
especialmente en las plantas medicinales (World Health Organization [WHO], 2002). La
resistencia a los antibacterianos, se traduce en ineficacia de los tratamientos, generando un
importante impacto en la salud humana (San Martin, Bravo, & Borie, 2005). La mayor
cantidad de plantas medicinales han demostrado ser una fuente potencial de nuevos agentes
antimicrobianos, asi como el tratamiento eficaz de las enfermedades (Mitscher, Drake
Gollopudi, & Okwute, 1987; Dimayuga & Garcia, 1991).

En respuesta a la necesidad de conseguir alternativas eficaces para el control de las
infecciones bacterianas, se ha recurrido a la fitoquimica y fitofarmacoldgica, logrando
encontrar nuevas moléculas (Avila, Baquero, Vifia & Murillo, 2006). Asi, se acepta que a
pesar del avance alcanzado por la sintesis quimica, las plantas son una valiosa fuente de
sustancias activas con propiedades antibacterianas (Nascimento, Locatelli, Freitas, & Silva,
2000), apoyados en que éstas producen mas de 100.000 metabolitos secundarios, muchos
de los cuales pueden poseer actividad antibacteriana (Domingo & Lopez, 2003).

Las plantas medicinales se han utilizado tradicionalmente en la medicina popular, que
muestra la inhibicion contra bacterias, hongos y levaduras (Hulin, Mathot, Mafart, &

Dufossé, 1998). En la actualidad se conoce sélo de manera parcial, la composicion quimica
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de las sustancias antimicrobianas de las especies (Si et al., 2006). Se ha descubierto que las
sustancias antimicrobianas de la mayoria de las especies son los propios aceites esenciales,
mezclas de diferentes productos volatiles, entre los que se incluye alcoholes, cetonas,
ésteres fenolicos, fenoles acidos y sus ésteres; muchos de los hidrocarburos alcoholes y
cetonas son terpenoides. Los aceites esenciales muestran diversas y variables actividad
antibacteriana, antifangica, antivirales, insecticidas y antioxidante (Prabuseenivasan,
Jayakumar, & Ignacimuthu, 2006; Fabio, Cermelli, Fabio, Nicoletti, & Quaglio, 2007).

Los aceites esenciales y los extractos de varias especies de plantas son capaces de
inhibir microorganismos patogenos relacionadas con la piel (Adam, Sivropoulou, KokkKini,
Lanaras, & Arsenakis, 1998), la caries dental (Cecanho, Koo, Rosalen, & Cury, 1999), y
evita el deterioro de los alimentos, incluyendo la inhibicion de bacterias Gramnegativo y
Grampositivo (Galli, Franzetti, & Briguglio, 1985).

Los criterios para la evaluacion de la actividad antimicrobiana son muy variables y
los resultados difieren entre los autores, algunas veces es dificil comparar los resultados
obtenidos, cuando se trabaja con extractos de plantas con datos publicados en la literatura
porque muchas variables influencian los resultados, tales como: condiciones ambientales y
climéticas bajo las cuales las plantas crecen, la eleccion del método de extraccion, la
naturaleza de las cepas (si son bacterias Grampositivo o Gramnegativo) y las
susceptibilidad de las cepas que se utilice (Nostro, Germano, D’Angelo, Marino, &
Cannatelli, 2000).

La razon de la diferente sensibilidad entre bacterias Grampositivo y Gramnegativo
podria ser atribuida a las diferencias morfologicas entre estos microorganismos, las

bacterias Gramnegativo tienen una membrana externa fosfolipidica, esto hace que la pared
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celular sea impermeable a los solutos lipofilicos y las porinas constituyen una barrera
selectiva a los solutos hidrofilos con un limite de exclusion de aproximadamente 600 Da
(Nikaido & Vaara, 1985). Las bacterias Grampositivo deben ser mas susceptibles por que
tiene solo una capa de peptidoglicano exterior que no es una barrera de permeabilidad
efectiva (Scherrer & Gerhardt, 1971).

La infeccion por patdgenos fungicos se ha vuelto mas frecuente (Walsh & Groll,
1999; Fleming, Walsh, & Anaissie, 2002). Con el surgimiento del VIH, hongos patdgenos
oportunistas se han convertido en una causa comun de morbilidad y la mortalidad (Garbino,
Kolarova, Lew, Hirschel, & Rohner, 2001). Desde el primer trasplante de rifion humano en
1954, la frecuencia del trasplantes de érganos ha incrementado y el nimero de pacientes
inmunocomprometidos ha incrementado de manera constante, con la introduccion de
nuevos agentes inmunosupresores, mejorando las tasas de supervivencia. La incidencia de
infecciones oportunistas, incluyendo infecciones por hongos, también ha aumentado
(Fishman & Rubin, 1998). Como resultado, la terapia antifungica esta jugando un papel
muy importante en el cuidado de la salud y el tamizaje de plantas tradicionales en busca de
nuevos antifingicos es ahora méas frecuentemente (Motsei, Lindsey, Van Staden, & Jager,
2003). Al igual que los antibacterianos, la busqueda de nuevos agentes antifungicos se basa
en gran parte, de la informacion la etnobotéanica y etnofarmacolégica.

Existen varios métodos para la investigacion sobre la actividad antimicrobiana de
plantas medicinales, pero no existe un método estandar ya que existen varios factores que
pueden variar los resultados, tales como: la composicion del medio de cultivo, los
microorganismos a prueba, el volumen de inoculacion, la temperatura de incubacion, el

método de extraccion, el pH, la solubilidad de la muestra en el medio de cultivo, las
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técnicas empleadas y las propiedades lipdfilas de algunas muestras; estas variaciones se
han minimizado trabajando en condiciones estandar. La insolubilidad en agua de aceites
esenciales y extractos no polares hace que sea muy dificil de utilizar un medio acuoso en el
estudio de la actividad antimicrobiana (Rios, Recio, & Villar, 1988).

Actualmente existen varios métodos in vitro disponibles para detectar actividad
antimicrobiana de los productos naturales, estos métodos se clasifican en tres grupos que
son: los métodos de difusion en agar, bioautograficos y dilucion. Los métodos y técnicas de
difusion en agar y bioautograficos se conocen como métodos cualitativos; puesto que estos
métodos sOlo demuestran la presencia o ausencia de sustancias con actividad
antimicrobiana. Por otro lado, los métodos de dilucion son considerados ensayos
cuantitativos, ya que determinan la concentraciéon inhibitoria minima (CIM) (Valgas,
Machado de Souza, Smania, & Smania, 2007).

a. Método de difusion de disco en agar

Es una técnica que no requiere dispersion homogénea en el agua, el procedimiento
que se utiliza en este método es una superposicion de un disco que esta impregnado con la
muestra a ensayar, que se pone en contacto con un medio adecuado inoculado con el
microorganismo a evaluar, se incuba segun las necesidades del microorganismo y luego se
mide el diametro de inhibicion (zona clara alrededor del disco). Este método fue disefiado
originalmente para monitorear sustancias antibi6ticas (alcaloides y flavonoides) en
extractos crudos. Al ponerse en contacto los discos con el agar, absorben agua del medio,
con lo cual se disuelve la solucion y empieza a difundir a través de la capa de agar. Al
mismo tiempo que el antibidtico va difundiendo ocurre la multiplicacion bacteriana. En este

método se puede evaluar hasta seis extractos diferentes utilizando un solo microorganismo,
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también se utiliza para la obtencion de antibiogramas (Burlingame & Reddish, 1973; Rios
etal., 1988).

En esta técnica se pueden emplear discos de papel filtro, cilindros de porcelana o
realizar agujeros en el medio de cultivo para colocar el extracto. Para realizar la evaluacion
antimicrobiana con esta técnica no es necesario esterilizar el extracto vegetal, en caso de
existir bacterias contaminantes se desarrollan alrededor del disco y se distinguen facilmente
(Vanden-Berghe & Vlientinck, 1991).

b. Método de dilucion

Las técnicas de dilucion son todas aquellas que requieren una dispersién homogénea
de la muestra en el medio cultivo en el cual crece el microorganismo. Se utilizan
principalmente para determinar los valores de CIM de un extracto, aceite esencial o
sustancia pura. Puede utilizarse para el tamizaje de la actividad antimicrobiana de los
compuestos (Burlingame & Reddish, 1973).

En el método de dilucion, la turbidez se toma como una indicacion de la densidad
microbiana, el extracto puede disolverse en agua, metanol 6 un amortiguador de fosfato;
luego se adiciona en un caldo en el cual contiene el microorganismo a prueba, se incuba de
3 - 4 h. El grado de inhibicion se relaciona con la turbidez (absorbancia) del medio el cual
se mide por medio de un espectrofotometro. La dilucién en medio liquido es el mas
complicado, pero es la técnica méas precisa (Rios et al., 1988).

Con el método de dilucion en agar ofrece una distribucion homogénea del compuesto
en el agar y esta basado en el método descrito por Mitscher y colaboradores (1972),
consiste en preparar diluciones de antibidtico y mezclar con un determinado volumen de

agar para obtener las concentraciones deseadas. Luego se inoculan los microorganismos a
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estudiar en diferentes puntos de la placa con asa o aplicador. Se incuban las placas y se
toma como punto limite la concentracién minima de antibidtico que produce inhibicién
completa del crecimiento (Burlingame & Reddish, 1973; Rex et al. 2000). Las ventajas de
este método son su simplicidad, la posibilidad de utilizarlo en el estudio de sustancias
solubles o insolubles en agua como los aceites esenciales, no es necesario el uso de
extractos estériles ya que los microorganismo aerobicos son incapaces de desarrollarse
abajo del agar solidificado y la esterilidad del medio se puede comprobar al incubarlo por
24 h. Se puede evaluar hasta seis microorganismos de prueba en una placa de Petri y la
actividad antimicrobiana se puede observar con la ausencia o presencia de crecimiento del
microorganismo (Mitscher et al., 1972; 1987; Rios et al., 1988).

El método establece la cantidad de muestra necesaria, la cual no debe ser mayor de 1
mg de muestra en 1 mL del medio de cultivo. Las muestras activas son reensayadas a una
concentracion de 0.1 mg/mL (Mitscher et al., 1972).

c. Método de bioautografia

El método de deteccion de la bioautografia es la méas importante para el
descubrimiento de compuestos antimicrobianos o no identificados. Se basa en la biologia
(efectos antibacterianos, antiprotozoarios, antitumoral, etc.) de las sustancias objetos de
estudio. Debido a la complejidad de extractos de plantas, relativamente pocos estudios han
tratado con el aislamiento de los antibi6ticos de las plantas superiores. La bioautografia es
un método que hace posible localizar actividad antimicrobiana sobre un cromatograma.
Esta metodologia consiste en separar por cromatografia en capa fina los componentes de un
extracto 0 sub-extracto y posteriormente “revelar” la placa cromatografica haciendo crecer

el microorganismo a prueba sobre su superficie. De esta manera, los componentes activos

27



de la mezcla son detectados por los halos de inhibicién del crecimiento del microorganismo
a prueba que ellos producen. Podria considerarse a este método como una variante de los
métodos de difusion, con la diferencia de que los compuesto a analizar difunden del medio
desde la fase estacionaria de una placa cromatografica y no desde un disco de papel (Rios et
al., 1988; Valgas et al., 2007).

Se divide en tres distintos tipos: Bioautografia directa (Capa cromatogréafica) en este
método se agrega el extracto en placas de cromatografia en capa fina, se aplica el inoculo
en la capa fina, se incuba y se detecta los didmetros de inhibicion mediante el ensayo
colorimétrico (INT). Bioautografia indirecta (Difusién en agar) en este método se agrega el
extracto en placas de cromatografia de capa fina, las placas de TLC se cubren con agar
Mdeller-Hinton que contiene una suspension del microorganismo a prueba. Bioautografia
de contacto, en este método las placas de cromatografia que contienen el extracto se pone
en contacto con el agar Mieller-Hinton que se encuentra inoculado por el microorganismo
(por medio de un hisopo se dispersa homogéneamente el inoculo del microorganismo a
prueba en la placa) (Rios et al., 1988; Valgas et al., 2007).

d. Actividad antifungica por el método de Brancato & Golding

El tamizaje de la actividad antifingica consiste en poner de manifiesto la inhibicidn
del crecimiento de un hongo en determinadas condiciones estdndar con una concentracion
previamente determinada como punto de corte (entre 500-1000 mg/mL) de un extracto,
fraccion o compuesto obtenidos de una droga vegetal. Las pruebas se complican por ciertas
caracteristicas de los hongos, como dimorfismo y requerimiento de crecimiento por tiempo
prolongado. El crecimiento de hongos filamentosos inoculados en medios de cultivo

adecuados es inhibido por las moléculas bioactivas diluidas en el medio de agar (Solis,
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Guerrero, Gattuso, & Caceres, 2005). En plantas con actividad antifungica, se ha sugerido
que algunos compuestos denominados bioactivos, presentes en los extractos o aceites
esenciales son los responsables de dicha actividad (Sukla & Tripathi, 1987). Mdueller-
Riebau, Berger, & Yegen. (1995), encontraron que los compuestos timol y carvacrol fueron
los principios activos mayoritarios encontrados en Thymbra spicata Pall. Ex M.Bieb. Estos
productos naturales mostraron buena actividad antifangica al compararlos con algunos
fungicidas comerciales, y a una concentracion de 10 pg/mL hubo una inhibicion completa
del micelio de los fitopatogenos: Rizhoctonia solani, Fusarium moniliforme, Sclerotinia
sclerotiorum y Phitophthora capsici.

También, se ha determinado que algunos de estos metabolitos secundarios son parte
del repertorio de las sustancias que sirven de defensa en las plantas, entre estos se
encuentran los alcaloides, terpenoides, y fenilpropanoides. lgualmente, se conoce que
algunas fitoalexinas tipo flavonoides, terpénicas y sesquiterpénicas intervienen en la
proteccion de las plantas contra los microorganismos. Las plantas superiores, ante el estrés
externo inducen la sintesis y acumulacion de metabolitos secundarios, los cuales les
confieren resistencia para el control de hongos, bacterias y virus (Marston, Maillard, &
Hostettmann, 1993).

La actividad antifungica se determina por el método de dilucién en agar Sabouraud
especificamente para dermatofitos segin Brancato & Golding (1983), la modificacion fue
descrita por MacRae, Hudson, & Towers (1988), la cual consiste en usar extractos de
plantas, a diferencia de la metodologia original en la que se utilizan extractos quimicos. El
cual consiste en purificar el hongo, sembrar en un medio que permita la esporulacion del

microorganismo, diluir el extracto (1 mg/mL) en medio Sabouraud, abrir cuatro agujeros e
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inocular 1x10° esporas de hongos miceliares en el medio que contiene el extracto, se
inocula por cuadruplicado y se incuba a 27°C durante 21 dias, luego se mide el diametro de
las colonias y compara contra el control negativo (Céceres et al, 1998).

2. Actividad contra Artemia salina

El camaron salino (A. salina) es un crustaceo perteneciente a la subclase
Branchiopoda, érden Anostraca. Este se encuentra distribuido en todo el mundo en rangos
de salinidad altos (Carballo et al., 2005).

Esta prueba fue propuesta por Michael, Thompson, & Abramovitz (1956), y ha sido
utilizada para la deteccion de sustancias bioactivas en extractos de plantas (Meyer et al.,
1982) e incluso se propuso como una prueba estandar para evaluar toxicidad (Vanhaecke,
Personne, Claus, & Sorgeloos, 1981). La disponibilidad de los huevos, la facilidad de
eclosion, el rapido crecimiento de los nauplios, la rapidez para realizar el ensayo, su bajo
costo, empleo de poca cantidad de muestra y la relativa facilidad de mantenerlos en
condiciones de laboratorio hace que sea una prueba simple y efectiva para estudios de
toxicidad en animales (Mawardi et al., 1992; Oliva, Gallucci, Zygadlo, & Demo, 2007). La
prueba de A. salina se realiza exponiendo los nauplios del camarén salino a los compuestos
quimicos en medio salino, y se evalla la letalidad a las 24 h.

La prueba de A. salina es util para la evaluacion preliminar de toxicidad debido a
que el camarén salino es muy sensible a una variedad de sustancias quimicas (Solis,
Wright, Anderson, Gupta, & Phillipson, 1993), y se ha utilizado para la deteccion de
toxinas de hongos (Harwing & Scott, 1971) , toxicidad de extractos vegetales (McLauglin,
Chang, & Smith, 1991), toxicidad de metales pesados ( Martinez, Del Ramo, Torreblanca,

& Diaz-Mayans, 1998), deteccion de toxinas de cianobacterias (Jaki, Orjala, Burji, &
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Sticher, 1999), y pruebas de citotoxicidad de materiales dentales (Pelka, Sanzl, Distler, &
Petschelt, 2000).

Un gran numero de estudios a demostrado la utilidad de A. salina para tamizar la
actividad citotdxica, plaguicida (Barahona & Sanchez-Fortan, 1999), insecticida (Oberlies,
Rogers, Martin, & McLaughlin, 1998), anti — malaria (Pérez, Diaz, & Medina, 1997), y
anti-Trypanosoma cruzi (Zani et al., 1995). La prueba de A. salina también es utilizada
como tamizaje preliminar en la busqueda de agentes anticancerigenos, dado que se ha
demostrado que existe una directa relacion entre los valores de la CLs calculada y las
pruebas anticancerigenas realizadas utilizando sistemas de cultivo in vitro (Ticona, Nieva,
Irahola, & Gimenez, 1998). También se ha demostrado que existe una correlacion muy
buena entre CLso de extractos de plantas en nauplios de A. salina y la dosis letal media
(DLsp) de los mismos extractos, administrados por via oral a ratones (Lagarto, Silva,
Guerra, & Iglesias, 2001). La toxicidad observada en camaron salino coincide con la
toxicidad observada en células de mamifero en muchos de los casos. Sin embargo, no hay
una correlacion en el grado de toxicidad entre estas dos pruebas (Franssen, Smeijsters,
Berger, & Medinilla, 1997).

3. Actividad contra larvas de insectos

Los mosquitos constituyen un grupo de insectos de gran importancia, debido a que
muchas de sus especies, son vectores de enfermedades humanas importantes en salud
publica como la malaria, el dengue, la filariasis, fiebre amarilla, y la encefalitis japonesa
(Das & Ansari, 2003; Pacheco, 2004). Las especies de mosquito A. aegypti y A. albimanus
(Diptera: Culicidae), son insectos de distribucion cosmopolita. A. aegypti, es el principal

vector del virus que causan el dengue, entre otras (Service, 1983; Yang et al., 2009). A.
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albimanus es uno de los principales vectores de malaria en América Latina (Gutiérrez et
al., 2009; Loaiza, Scott, Bermingham, Rovira, & Conn, 2010). La mejor forma de control
de la transmision de estas enfermedades es el control de los vectores utilizando diversos
métodos, como el uso de insecticidas organofosforados (Malavige, Fernando, Fernando, &
Seneviratne, 2004). EI temefos es utilizado por los programas de control larvario en
muchos paises de América Latina, constituyendo un elemento de riesgo en salud publica
debido a su toxicidad en humanos y su moderado impacto en el ambiente (lannacone &
Alvarifio, 1998). En respuesta a esta problemética se ha agudizado la busqueda de
alternativas menos riesgosas y con bajo costo econdémico y ambiental. EI empleo de
productos derivados de plantas como extractos y aceites esenciales pueden ser una
alternativa para el control de larvas de mosquitos ya que es una opcion natural,
biodegradable, posee baja toxicidad para el humano, y ademas es considerada segura para
el medio ambiente (Bansal, Singh, Sharma, & Sherwani, 2011; lannacone, Alvarifio, &
Mansilla, 2002; Pacheco, 2004). El uso productos vegetales ha sido utilizados para el
control de insectos desde tiempo inmemoriales. Muchos investigadores han reportado la
eficacia de los extractos vegetales y aceites esenciales como larvicidas y repelentes de
mosquitos, sin que ello entrafie riesgos de toxicidad para los seres humanos (Amer &
Mehlhorm, 2006; Rahuman et al., 2009), tal es asi que se continGan investigando como
repelentes de mosquitos adultos (Yang, Lee, Lee, Lee, Ahn, 2004), y como intoxicantes e
inhibidores del crecimiento de larvas (Organizacion Panamericana de la Salud [OPS], 1999;
lannacone et al., 2002). Hoy en dia son reconocidos varios fitoquimicos botanicos como
potentes insecticidas alternativos para reemplazar a los insecticidas sintéticos en los

programas de control de mosquitos, debido a sus excelentes propiedades como larvicidas,
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ovicida, adulticida y repelente (Borah, Kalita, Kar, & Talukdar, 2010; Rahuman et al.,
2009).

La familia Euphorbiaceae es una familia rica en alcaloides y terpenoides, compuestos
que pueden tener actividad biocida contra larvas de insectos. Como es el caso de Acalypha
indica, una Euphorbiaceae que ha sido estudiada como un insecticida botanico efectivo
contra mosquitos (Govindarajan, Jebanesan, Pushpanathan, & Samidurai, 2008).

4. Bioensayo de Allium cepa

Kumari y colaboradores (2003) sefialan que las raices de plantas superiores, por ser
sistemas no fotosintéticos y libres de cloroplastos, presentan reacciones similares a las de
los tejidos y células de los vertebrados, por lo que son tan validas como los grupos celulares
de los mamiferos para detectar citotoxicidad basal. En esta misma linea argumental,
subraya que los meristemos radicales de cebolla pueden ser empleados, ademas, para
investigar la genotoxicidad mediante analisis microscépicos de las aberraciones celulares
durante la division mitotica.

Las plantas superiores presentan caracteristicas que las hacen excelentes modelos
genéticos para evaluar contaminantes ambientales, siendo frecuentemente utilizadas en
estudios de monitoreo. Sin embargo, esta caracteristica no es solo debido a la sensibilidad
para detectar sustancias mutagenas en diferentes entornos, sino también a la posibilidad de
evaluar varias manifestaciones genéticas, que van desde mutaciones puntuales como
aberraciones cromosomicas (CA de sus siglas en ingles) (Grant, 1999), dafios en el
cromosoma Yy aneuploidias (Houk, 1992) en células de diferentes érganos y tejidos, tales

como hojas, raices y polen (Grant, 1994)
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Existen varias especies de plantas que son utilizadas como modelos para evaluacion
de efectos citotoxicos y genotoxicos entre ellas A. cepa, Crepis capillaris L.Wallr.,
Hordeum vulgare L., Pisum sativum L., Tradescantia L., Vicia faba L. y Zea may L.
(Grant, 1982). Ademas, aun entre estas especies, A. cepa ha sido considerada adecuada ya
que posee cromosomas de gran tamafio y en numero reducido (2n=16) (Fiskesjo, 1988) lo
que la hace una especie manejable y reproducible. A. cepa se ha utilizado como un
excelente modelo genético para detectar mutdgenos ambientales y frecuentemente utilizado
en estudios de monitoreo ambiental, evaluar dafios de ADN, aberraciones cromosomicas y
alteraciones en el ciclo mitético (Fiskesjo, 1985; Grant, 1994; Leme & Marin-Morales,
2009; Casimiro, Christofoletti & Marin-Morales 2009). Ademas esta caracterizada como
una prueba de bajo costo y presenta resultados en tiempos cortos comparados con otras
pruebas a corto plazo que requieren preparacion previa de las muestras (Leme & Marin-
Morales, 2009).

Este bioensayo se ha utilizado para detectar diferentes contaminantes ambientales
entre los que se pueden mencionar metales pesados, pesticidas, hidrocarburos aromaticos,
desechos de industrias textiles (Barbério, Barros, Voltolini & Mello, 2009), productos para
desinfeccion de agua, y otros agentes (Leme & Marin-Morales, 2009; Herrero, Pérez.,
Fernandez, Carvajal, & Peropadre, 2012).

Se ha utilizado para evaluar el efecto de extractos de plantas utilizadas en medicina
tradicional determinando indice mitdtico y aberraciones cromosomicas (Akintonwa,
Awodelea, Afolayana, & Cokerb, 2009) Asi como efectos mitodepresivos y mutagénicos en
la division celular y huso mitético inducido por algunos extractos acuosos de plantas

medicinales (Akinboro & Bakare, 2007) denotando inhibicion del crecimiento de la raiz,
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disminucion del indice mitdtico y el incremento de de aberraciones cromosémicas
dependientes de la concentracion. (Akinboro & Bakare, 2007; Akintonwa et al., 2009;
Oyendare, Bakare, & Akinboro, 2009).

Los niveles altos de metales pesados en plantas medicinales pueden ser dafiinos para
la salud de las personas que los utilizan, se ha reportado altos niveles de metales pesados
(Fe, Mn, Cu, Pb y Zn) y algunos macronutrientes (Na, K, Mg y Ca) que son variables en
los extractos de plantas de uso medicinal (Al-Moaruf, Muibat, Asiata, Isiaka, & Nureni,
2004) Se ha determinado que existen cambios macroscopicos relacionados al crecimiento
apical (reduccién de apices) y cambios microscopicos relacionados a distorsiones en el
ciclo celular (Rank, & Nielsen, 1998) dependientes de las concentraciones de Cu, Pb, Zn.
(Aramba-Ic, Bjeli, & Subakov, 1994). Oyendare y colaboradores (2009) reportan la
induccion de células binucleadas por extractos acuosos de plantas medicinales que
dependen de las concentraciones utilizadas.

E. Etnoboténica

En base a estudios botanicos y al uso popular de plantas de uso fitoterapéutico, se han
seleccionado tres plantas de la familia Euphorbiaceae que se encuentran en creciente
demanda por las propiedades medicinales que poseen.

1. Euphorbia lancifolia Schitdl.
a.  Nombre comdn:
Besmut, ixbut, sapillo (Guatemala); hierba lechera (Costa Rica y México); isbut

(Cuba) (Gupta, 2008).
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b.  Descripcion botanica:

Planta silvestre lechosa como sucede en casi todas las Euforbiaceas. Hierba
subtrepadora o rastrera de tallos delgados, cilindricos, algo carnosos, lisos y articulados de
color verde palido, hojas alternas romboideo-lanceoladas, anchas en la base y con
extremidades agudas, 5-9 cm de largo por 1.5-2 cm de ancho en la base, con las nervaduras
laterales invisibles; flores pequefias y blanquizcas, con el caliz de 4 segmentos y el ovario
belloso (Deledn, 1995).

c.  Uso en medicina tradicional:

En Centro Ameérica y el Caribe, la infusién o coccion de la hoja goza de gran
reputacion para favorecer la lactancia de las madres, combatir la impotencia sexual, fiebre
puerperal y colico estomacal. Topicamente se usa la decoccion de la planta completa en
bafios para curar llagas y dolor de cuerpo. A toda la planta se le atribuyen propiedades
galactogoga, antiséptica y tonico estimulante (Gupta, 2008; Rosengarten, 1982). En Costa
Rica es utilizada para aliviar los sintomas provocados por la menopausia (Doyle et al.,
2009).

d.  Actividad farmacoldgica y toxicidad:

La tintura de las hojas tiene actividad contra bacterias (E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, S. pyogenes, S. flexneri y S, typhi), levaduras (C. albicans y C. neoformans) y
hongos dermatofitos (E. floccosum, M. gypseum y T. rubrum) con una dosis entre 1-10
mg/mL (Gupta, 2008). Durante 1949, se realizo pruebas de las propiedades insecticidas de
78 especies de plantas tropicales de América, se recolecto las raices, tallos, hojas, flores y
semillas y se analizaron en la Estacion Agricola Experimental, Mayaguez, en Puerto Rico

para determinar la toxicidad de los materiales a los insectos. Cinco fueron encontradas
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altamente toxicas, 30 especies parcialmente toxicos, mientras que 43 especies, incluyendo
ixbut resultaron ser no toxicos para los insectos (Rosengarten, 1982). Standley y
Steyermark, (1949) reportaron causas de muerte por ixbut en ganado y caballos que
consumieron esta planta, y esto puede ser el resultado de las propiedades inherentes de la
semilla 6 por la confusidn de ixbut con otra planta, incluso con otra especie de Euphorbia.
Hasta el momento no se ha informado de casos de toxicidad de E. lancifolia en humanos,
cabe de destacar que solo debe utilizarse las hojas y ramillas, no las semillas, que al parecer
no es utilizado por la poblacion nativa (Dressler, 1961; Rosengart, 1982,).
2. Cnidoscolus aconitifolius 1.M.Jhonst.

a.  Nombre comun:

Chaya, chanyo, copapayo, chichicaste (Webster, 1975).

b.  Descripcion botanica:

Es un arbusto o arbol pequefio, generalmente de 3 a 5m de altura, con un tronco
grueso y de color palido, peciolos de 10 a 20 cm de largo y algunas veces mas cortos,
usualmente glabrosos; hojas de forma muy variada, profundamente lobadas de 3 a 7,
cordada a la base, bastante gruesas cuando estadn frescas; flores blancas de sépalos
glabrados o diminutamente puberulentos, blancos o verdosos, usualmente de menos de 1
cm de largo. (Bressani, 1993; Carbajal, Parra, & Rico, 1998).

La chaya pertenece a la seccion Calyptosolen del género Cnidoscolus, el cual esta
cercanamente relacionado al mejor conocido género Manihot. Los dos géneros se
encuentran dentro de la tribu Manihoteae de la subfamilia Crotonoideae de la
Euphorbiaceae (Webster, 1975). Cnidoscolus ha sido comunmente agrupado con Jatropha,

es facilmente separado del anterior por sus pelos urticantes, glandulas peciolares, y por
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tener una sola envoltura floral blanca (McVaugh, 1944).Un estudio posterior de la anatomia
vascular peciolar y la morfologia del polen confirma firmemente esta separacion (Miller &
Webster, 1962). El potencial nutricional de los diferentes tipos de chaya semidomesticada,
en promedio de varios cultivares, es de 9.2% de cenizas, 31.2% de proteinas, 7.9% de
humedad; 34.7 de HCN, 21.5 de Fe, 4.3 Mn, 880 de Ca, 7.2 Zn, 1.3 Cu y 484 de Mg por
cada 100 g (Cifuentes, Poll, Bressani, & Yurrita, 2010).

c.  Uso en medicina tradicional:

La chaya ha sido cultivada desde la época prehispanica; Se usaba como hasta hoy en
cercos Vvivos, como planta comestible, medicinal y ornamental por mas que 10 grupos
mayas Yy también otros grupos mexicanos y mesoamericanos (Ross-Ibarra & Molina-Cruz,
2002). La raiz gruesa, de color amarillento, también se comia; se la Illama chayotestle,
chinchayote o chayocamote. El fruto y aun las hojas tiernas y jovenes se cuecen y se
consumen como la espinaca u otras hierbas. Aunque su uso es bastante extenso, nunca se la
encuentra en los mercados. Tienen un excelente contenido de carotenos y proteina
(Bressani, 1993; Molina-Cruz, Curley, & Bressani, 1997). Normalmente se encuentra
cultivada en huertos familiares o jardines, y a menudo esta sembrada junto a otros cultivos
en una milpa o campo de cultivos. La hoja, y a veces el peciolo y los brotes, son cosechadas
y cocidas para varios tipos de guisado o para uso medicinal (Ross-lbarra & Molina-Cruz
2002). En el sudoeste de Nigeria se come en sopas (Azeez, Oyagbemi, Oyeyemi, &
Odetola, 2010). En Yucatan, se utiliza en el tratamiento del reumatismo consiste en
restregar la planta localmente. Asimismo, se le utiliza en dolores musculares y se le
atribuyen propiedades anticonceptivas, se usa para el tratamiento de la gingivitis, y

enfermedades venéreas (Argueta, Cano-Asseleih, & Rodarte, 1994; Céaceres, 1996). En
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Morelos y Tabasco el principal uso medicinal que se le da a esta planta es para el dolor de
rifiones. Como tratamiento se preparan las hojas en coccion y se administra en forma oral.
De igual manera se le emplea en caso de diabetes y convalecencia y en Hidalgo cuando hay
ausencia de la leche en para lactancia materna humana. De manera externa se aplica con el
latex para reventar nacidos, en Tabasco. Asimismo, se utiliza para tratar el colesterol en la
sangre y como medio para combatir el alcoholismo. Se le atribuyen propiedades laxantes y
diuréticas (Rojas & Sander, 1989). La hiperglucemia provocada, por la diabetes mellitus,
produce un mayor estrés oxidativo, provocando una disminucion de varios parametro
hematicos, la utilizacion C. aconitifolius mejora esta disminucion (Azeez et al., 2010).
d.  Actividad farmacoldgica y toxicidad:

Se ha demostrado que contienen alcaloides, flavonoides, triterpenos, fenoles
(taninos), saponinas (triterpenos), glucdsidos cardiacos y glucdsidos cianogénicos (Argueta
et al., 1994; Kuti, & Konoru, 2006; Oyagbemi, Odetola, & Azeez, 2011). Hay estudios que
demuestran que poseen actividad antioxidante. Sanchez y colaboradores (2001), evaluaron
la actividad biocida de C. aconitifolious contra E. coli, S. aureus, B. subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae, donde obtuvieron halos de
inhibicion de 5 mm en el caso de P. aeruginosa y C. albicans. Estudios recientes han
demostrado actividad inhibitoria de B-glucosidasa, lo que significa que puede tener efectos
antivirales, antibacteriano, antimetastico e inmunoestimulador (Miller & Chamberlin,
1990; Sanchez, Garcia, May, & Pefia, 2001; Wong et al., 1995). En los resultados de
algunos estudios indican que la hoja de la planta C. aconitifolius var. mansa puede ser
utilizada con los fines terapéuticos ya que los efectos toxicos que se observan son leves y

reversibles en el tiempo (Miller & Webster, 1962; Torrico, Gabay, & Suarez, 2003).
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e.  Variedades de la especie:

La Chaya es una planta nativa de Mesoamérica aptada para crecer en ambientes
himedos y secos, existen cuatro variedades silvestres: Estrella, Mansa, Picuda y Plegada
(Molina-Cruz, Cifuentes, Arias & Bressani, 2000). Las variedades 'Estrella’ y "Picuda”, se
ajustan exactamente a la descripcion de McVaugh de la especie (McVaugh 1944), mientras
que la variedades 'Redonda’ y 'Plegada’, son casi desconocida del taxon, y se ha descrito
brevemente como dos variedades distintas (chaya dormilona y chaya golondrina) por
Salazar (1991).

A continuacion se describe sus caracteristicas:

e Cnidoscolus aconitifolius var. estrella: Arbusto pequefio de hasta 6 m de alto. Presenta
tallos de madera suave y quebradiza que al cortar emanan un latex (savia) de color
blanco. Las hojas son simples, alternas, con peciolos largos que tienen 1 - 2 glandulas
esféricas grandes en la base acorazonada de la lamina foliar tri- o pentalobulada. Los
apices de los lébulos son largamente acuminados y los bordes gruesamente dentados. A
veces con pequefios pelos urticantes, pero generalmente ausentes. Las pequefias flores
blancas unisexuales se encuentran en inflorescencias largamente pedunculadas. Las
flores femeninas apétalas, con brécteas blancas nacen en el centro de las bifurcaciones
de la inflorescencia cimosa. Los frutos son capsulas globosas de verde brillante con los
carpelos bien marcados y semillas elipsoides de color café oscuro. Pocas flores
masculinas se encontraron en las ramificaciones cortas de la cima, generalmente escasas
flores y casi no presenta frutos (Cifuentes et al., 2010; Ross-Ibarra & Molina-Cruz,

2002).
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e Cnidoscolus aconitifolius var. mansa: La planta es un arbusto herbaceo de
aproximadamente 2 - 4 m de alto presenta tallos semilefiosos de madera suave y
quebradiza que cuando se cortan emanan un latex (savia) de color blanco. Las hojas son
simples, alternas de poca pronunciacién trilobada, peciolo largo con dos glandulas
ovoides por la base del limbo; los I6bulos son anchos con bordes enteros u ondulado—
dentado y &pices auminados. La base del limbo es truncado- acorazonado. Las laminas
de las hojas de “Mansa” presentan la mayor area foliar en comparacion con el resto de
variedades. Las escasas inflorescencias son cimas pequefias en las cuales se observa
unicamente flores femeninas de las cuales no se desarrollan frutos (Cifuentes et al.,

2010; Salazar, 1991)
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IV. JUSTIFICACION

Las plantas medicinales han sido utilizadas empiricamente durante siglos para la
prevencion y tratamiento de enfermedades; en la actualidad el interés en ellas continua.
Debido a que su complejidad quimica es una fuente valiosa de principios activos, y modelo
para el desarrollo y sintesis de nuevos productos farmacéuticos y agroindustriales.

La falta de estudios que proporcionen suficiente informacion cientifica sobre el uso y
la seguridad de las plantas medicinales, ha detenido la evolucion del uso tradicional en la
medicina moderna; y desestima el potencial biolégico de los compuestos que le
proporcionan propiedades terapéuticas y toxicas. Se estima que el grado de toxicidad de
una planta puede ser una caracteristica importante a estudiar, por tal motivo, se estudio tres
plantas medicinales de la regién, pertenecientes a la familia Euphorbiaceae, conocida por el
alto potencial toxico de varias de sus especies. Apoyados en los conocimientos populares se
selecciond a E. lancifolia y dos variedades de C. aconitifolius, buscando establecer el efecto
toxico in vitro, al evaluar la accién biocida, citotdxica y genotdxica de sus extractos
etandlicos, con el fin de aportar a futuras investigaciones, datos e informacion de su
toxicidad, que favorezcan el desarrollo de alternativas del uso de plantas y sus derivados

para beneficio del ser humano.
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V. OBJETIVOS
A. General
Establecer el efecto toxico in vitro de los extractos de tres especies de la familia

Euphorbiaceae usadas en Guatemala como medicina natural.

B. Especificos
1. Establecer el porcentaje de rendimiento de los extractos etandlicos de C. aconitifolius

var. estrella, C. aconitifolius var. mansa y E. lancifolia.

2. Investigar la actividad biocida in vitro de los extractos de las tres especies en estudio.

3. Determinar la CIM de los extractos activos contra bacterias, levaduras y hongos

miceliares.

4. Establecer la toxicidad aguda de los extractos de las tres plantas en estudio contra

nauplios de A. salina.

5. Determinar la actividad larvicida de los extractos de las tres plantas de la familia

Euphorbiaceae en larvas de A. aegypti y A. albimanus.

6. Establecer la citotoxicidad y genotoxicidad de los extractos de tres plantas de la familia

Euphorbiaceae por medio del bioensayo A. cepa.
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VI. HIPOTESIS
Al menos uno de los extractos etandlicos de tres plantas de la familia Euphorbiaceae

presenta actividad en alguno de los bioensayos a realizarse.
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VIl.  MATERIALES Y METODOS
A. Universo
Plantas de la familia Euphorbiaceae de consumo humano.
B. Poblacion
Tres plantas medicinales de la familia Euphorbiaceae utilizadas por la poblacién
guatemalteca.
C. Muestra
Extractos etandlicos de tres plantas de la familia Euphorbiaceae: E. lancifolia C.
aconitifolius var. mansa y C. aconitifolius var. estrella.
D. Recursos
1. Humanos:
a. Investigadores:
e Br. Maria Alejandra Arriola Navas.
e Br. Jorge Luis Gutiérrez Montufar.
e Br. Elvia Veronica Soto Lopez.
e Br. Ana Asucena Yoc Canel.
b. Asesores:
e Lic. Ana Margarita Paz.
e Lic. Maria Eugenia Paredes.
c. Revisor

e Lic. Armando Céceres.
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2. Fisicos:

a. Equipo:

Agitador magnético

Agitador tipo vortex

Aparato de percolacion

Autoclave

Balanza semianalitica

Bomba de oxigeno para pecera

Campana microbiolégica de flujo laminar
Congelador a -20°C

Desecadora

Estereoscopio

Estufa

Incinerador

Incubadora a 26 y 37 +/- 2°C

Lampara de luz blanca

Lampara de luz UV

Mechero

Microscopio 6ptico

Percolador de vidrio o acero inoxidable
Pipetas automaticas de 10— 100, 100 — 1000 pL.

Refrigeradora
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Rotavapor
Sistema de enfriamiento
Sonicador

Termdmetro

b. Materiales:

Aceite de inmersion

Agujas de diseccion

Algoddn

Asas bacterioldgicas

Balon de 1000, 500 mL

Beakers de 500, 250 y 100 mL

Bolsas resellables plasticas

Cajas de Petri desechables de 100x15 mm sometidas a proceso de radiacion UV.
Cémara de Neubauer

Campanillas de Durham

Cilindros de aluminio

Cinta testigo

Cubetas pléasticas

Cuchillo y navajas

Discos estériles para aplicacion de extractos
Embudo

Erlenmeyers de 1000, 500 y 250 mL
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Gelatina para fijacion

Gotero

Gradillas

Guantes de latex

Guantes de nitrilo

Hisopos estériles

Hojas de afeitar o bisturi

Jarra para anaerobiosis

Manguera de hule

Mascarilla

Microplaca de fondo plano de 20 pozos
Microplaca de fondo plano de 96 pozos
Papel aluminio

Papel para empapelar tipo craft

Papel filtro Whatman No.1

Papel limpia lentes

Papel parafilm

Pinzas

Pipetas volumétricas de 1, 2, 5y 10 mL
Pipeteador

Plantillas para siembra de bacterias y hongos

Porta objetos y cubreobjetos
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e Portatips
e Probetas de 100, 250 y 500 mL
e Puntas amarillas de 100 y azules 1000 pL
e Tubos de ensayo con tapén de 15 mL
e Tubos de ensayo de 7 mL de fondo redondo
e Tubos ependorf
e Tubos de ensayo de 150 mL de fondo redondo
e Tubos de ensayo de 70 mL de fondo redondo
e Varillas de vidrio
e Vidrios de reloj
c. Reactivos:
e Agar base columbia
e Agar Mueller Hinton
e Agar sabouraud
e Agar-agar
e Agua de chorro
e Agua destilada estéril
e Alcohol acetona
e Amoxicilina acido clavulanico 1 g
e Caldo Tripticasa soya
e Carbol-fucsina

e Cefotaximalg



Cloruro de Sodio (NaCl)

Cristal violeta

Dextrosa

Discos de &cido nalidixico comerciales de 30 pg
Etanol al 95, 70 y 50%

Fosfato diacido de potasio (KH,PO,)
Fosforotionato de o, o, 0, 0'-tetrametil-o, o'-tio-di-p-fenileno (temefos)
Furosemida 40 mg

Glicerol

Herbicida Paraquat®

Hidroxido de potasio (KOH)

Hipoclorito de sodio al 5%

Hipurato de sodio

Isovitalex®

Orceina acética

Peptona

Peroxido de sodio al 30%

Prueba de la oxidasa Bactident®

Sal de mar

Sangre de carnero

Sobres para crear sistema micro aerofilico (GasPak "™ EZ Anaerobe Container

System) y (Campy-pak BBLTM).
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e Sulfato de sodio (NaSO,)
d. Bioldgicos:

i. Bacterias procedentes del cepario del Departamento de Citohistologia de la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC (Bacillus subtilis ATCC™ 6051,
Staphylococcus aureus ATCC™ 25923, Escherichia coli ATCC™ 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC™ 27853, Salmonella typhi ATCC™ 14028,
Mycobacterium smegmatis ATCC™ 607, Campylobacter jejuni ATCC™ 33291)

ii. Bulbos de cebolla blanca de 1.5 cm de diametro

iii.Cepas de hongos filamentosos y levaduras procedentes cepario del Departamento de
Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC (Microsporum
gypseum ATCC™ 1152000, Microsporum canis, Trichophyton rubrum ATCC™
1132000, Trichophyton mentagrophytes ATCC™ 9972,  Aspergillus flavus,
Aspergillus niger ATCC™ 9029, Candida krusei, Candida glabrata, Candida
albicans ATCC™ 10231 y Candida tropicalis ATCC™ 1312000). Los
microorganismos que nos son ATCC™ provienen de aislamientos propios del
Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

Iv. Huevos de A. salina

v. Larvas de A. aegypti y A. albimanus procedentes del Programa de Enfermedades

Transmitidas por Vectores, Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social.

e. Otros

e Marcador indeleble

e Masking tape
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3.

e Impresora

e Cinta adhesiva

e Computadora

e Cuaderno de control de investigacion

e Papel bond tamario carta

e Programa de computadora Finney (DOS)

e Programas de Microsoft office

e Regla graduada

e Tinta para impresora
Institucionales
Departamento de Citohistologia, Escuela de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, USAC.
Herbario BIGU, Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,
USAC.
Laboratorio de Investigacion en productos naturales (LIPRONAT), Departamento de
Farmacologia y Fisiologia, Escuela de Quimica Farmacéutica, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, USAC.
Asociacion de Servicios Comunitarios de Salud (ASECSA) Chimaltenango.
Universidad del Valle de Guatemala.
Programa de Enfermedades Transmitidas por Vectores, Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social.

Laboratorio de productos naturales Farmaya.
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E. Metodologia
1. Recoleccion de las plantas:

Los ejemplares de E. lancifolia fueron proporcionados por la Asociacion de Servicios
Comunitarios de Salud (ASECSA) ubicada en el departamento de Chimaltenango en donde
es utilizada para su comercializacion. Las variedades de C. aconitifolius provinieron de
granjas de la Universidad del Valle de Guatemala, ubicadas en Escuintla donde se
reproducen para su estudio. Las muestras vegetales se secaron a la sombra a temperaturas
entre 25y 30°C.

La caracterizacion de dichos ejemplares se llevo a cabo en el herbario BIGU, de la
Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.

2. Preparacion de extractos
a. Extractos etanolicos
Los extractos etandlicos al 95% se obtuvieron por extraccion continua con etanol por
percolacién y concentracion a temperaturas y presiones altas en rotavapor como se describe
a continuacion:
i.  Se triturd las hojas de la planta ya seca para obtener partes iguales y se peso
aproximadamente 200 g.

ii. En un percolador previamente limpio y seco, se coloc6 un algodén en la parte
inferior y papel filtro cortado de acuerdo al didmetro del percolador.

iii. En la salida con rosca del percolador se colocé una manguera de hule (gruesa)
de aproximadamente 1 cm de didmetro y 10 cm de largo. Se colocd en el

extremo libre de la manguera, una pinza o llave de paso.
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Vi.

Vii.

viil.

Se colocé la materia seca vegetal previamente pesada y se agrego etanol al
95% hasta llegar a una pulgada sobre el nivel de materia vegetal del extremo
superior del percolador, presionando a manera de usar la mayor cantidad
posible.

Se colocd sobre la materia seca vegetal un circulo de papel filtro de
aproximadamente 10 cm de diametro, y se coloco sobre este tapones de hule a
manera que sirvan de contrapeso.

Se dejé reposar por 48 h para llevar a cabo la extraccion, se abrio la llave de
paso liberandose el extracto a una velocidad adecuada y se deposito en un
recipiente. Durante 4 dias consecutivos se realizd el mismo procedimiento,
disminuyendo el tiempo de reposo a 24 h.

Obtenido el extracto etandlico (menstruo) se concentrd a sequedad en un
rotavapor.

Luego se coloco el extracto etandlico en una desecadora que contiene cloruro

de calcio para su solidificacion.

3. Actividad biocida contra bacterias, hongos y levaduras

a. Actividad antibiotica de los extractos etandlicos

Se realizo el ensayo de la actividad antimicrobiana por el método de dilucién en agar

descrito por Mitscher y colaboradores (1972), de la siguiente manera:

A 9 mL de agar Mueller Hinton se agregoé 1 mL del extracto de cada planta (dilucion

1:10), se vertié en una caja de Petri para su confrontacion microbiana. Para comprobar que

el medio se encontraba libre de contaminacion, se incubo6 a 35°C durante 24 h, y se observo
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el crecimiento bacteriano, las cajas libres de contaminacion se almacenaron a 4°C en bolsas

plasticas hasta su utilizacion.

Demostracion de la actividad antibacteriana: Se purifico las cepas Bacillus
subtilis ATCC™ 6051, Staphylococcus aureus ATCC™ 25923, Escherichia
coli ATCC™ 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC™ 27853, Salmonella
typhi ATCC™ 14028, Mycobacterium smegmatis ATCC™ 607 en cajas de
agar de Mueller Hinton, luego de que se comprob0 su pureza. Se tomo una
asada y se inocul6 en 5 mL de caldo tripticasa soya, se incub6 a 35°C por 24
h, se tom6 0.5 mL de este caldo y se agreg6 en 4.5 mL de solucion salina
estéril al 0.85% para una concentracion de 1 mg/mL. Se tomé con un asa en
argolla una porcién de cada uno de los microorganismos y se inoculd en las
cajas con extracto crudo, se siguio el patron de 8 partes iguales con una zona
clara en el centro de la caja, se dejo reposar durante 5 — 10 min. y se incubd a
35°C por 24 h. Se inocularon dos estrias de la misma bacteria por caja. Todos
los tratamientos se realizaron por quintuplicado. Se utiliz6 etanol al 50%
como control negativo y cefotaxima a una concentracion de 0.1 mg/mL como
control positivo, a los cuales se les dio el mismo tratamiento que a los
extractos.

Interpretacion de los resultados: Se observo la aparicion de un crecimiento

homogéneo en las zonas de inoculacion y se interpreto de la siguiente manera:

Si hubo crecimiento homogeneo a lo largo del inoculo, actividad negativa.

Si hubo alteraciones morfologicas, actividad parcial.
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e Si hubo crecimiento de algunas colonias a lo largo del inoculo, resistencia.
e Presencia de microorganismos fuera del area de inoculacion, contaminacion.

e Sino hubo crecimiento, actividad positiva.

Para la determinacion de la CIM se utiliz6 el mismo procedimiento con diluciones de
extracto 1.0, 0.5 y 0.25 mg/mL; la interpretacion de los resultados fue la misma que se
aplicé en el procedimiento de tamizaje.

iii.  Validacion: Si no se observé crecimiento en el control negativo (etanol 50%)
la prueba no es valida y hay que repetirla de nuevo. Si no se observo
inhibicidn en el control positivo (cefotaxima 0.1 mg/mL) de todas la bacterias,
la prueba no es valida y hay que repetirla de nuevo.

b. Demostracion de la actividad antilevadura

Se prepararon tubos con 9.0 mL de agar Meller Hinton, se esterilizo a 121°C durante
15 min, se dejo enfriar a 50°C y se agreg6 1.0 mL de extracto de planta a probar (Dilucion
1:10) se agito. La concentracion final que se obtiene es de 1 mg/mL. Se verti6 en cajas de
Petri estériles, se dejo solidificar, y se incubo a 36°C por 24 h para chequear esterilidad. Se
guardd en refrigeracion hasta el momento de su uso.

Se sembraron cepas ATCC™ (C. albicans ATCC™ 10231, C. tropicalis ATCC™
1312000, C. glabrata y C. krusei) en cajas de agar sabouraud y se incubaron a 36°C por 48
h, se tomo un inoculo fresco, se sembré en 5 mL de caldo tripticasa soya y se incubo por 48
h. Se tomo con una pipeta estéril 0.5 mL de dicha suspension y se agregé en 4.5 mL de

solucion salina estéril (dilucidn 1:10).
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Se inoculd con asa la suspension de levaduras en cada seccion de la plantilla, se
incubd por 36°C durante 48 h. Se hicieron cuatro estrias por caja. Para el control negativo,
se sembraron por estrias las levaduras en una caja con agar sabouraud con etanol al 50%.
Todo se realizd por quintuplicado.

i. Interpretacion de los resultados: Actividad negativa: si hubo crecimiento
homogéneo a lo largo del indculo. Actividad positiva: no hubo crecimiento
homogéneo a lo largo del in6culo. Contaminacién: si  hubo presencia de
microorganismos fuera de la inoculacion. Todas las estrias de la misma
levadura debieron tener el mismo patron.

ii.  Validacion: Si no se observé crecimiento en el control negativo (etanol 50%)
la prueba no es valida y hay que repetirla de nuevo.

c. Demostracion de la actividad antifungica

La actividad contra hongos filamentosos se determind por el método de Brancato &
Golding (1983), modificado por MacRae y colaboradores (1988). Que consistié en purificar
el hongo en agar sabouraud, segln sea el crecimiento de cada hongo, luego se inocul6 en
medio Takashio (sabouraud modificado para produccién de esporas), estos se incubaron a
27°C por 21 dias. Se colectaron las esporas agregando 2 mL de agua destilada estéril
desprendiendo el hongo con la ayuda de una varilla. Se procedié a contarlas en camara de
neubauer hasta estandarizar una suspension de 100 esporas/mL lo que es aproximadamente
10 esporas/ cuadrante, ya obtenidas se procedio a guardar la suspension en viales estériles a
4°C. Se prepar0 cuatro cajas con 13.5 mL de agar sabouraud al que se agregaron 1.5 mL
del extracto a probar (dilucion 1:10), la concentracion final que se obtuvo fue de 1 mg/mL.

Las cajas se incubaron a 36°C durante 24 h para comprobar esterilidad, luego se guardaran
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en refrigeracion hasta el momento de su uso. Se perforaron agujeros de 6 mm de diametro,
en los cuales se inocularon 30 uL de la suspension de esporas, luego se incubaron a 27°C
por 14 dias. Se utiliz6 etanol al 50% como control negativo el cual tuvo el mismo
tratamiento que los extractos. Todo se realiz6 por quintuplicado.

i. Interpretacion de los resultados: Se midié el didametro de la colonia del
hongo en mm. Se calculd el porcentaje de inhibicion comprobando el
diametro contra el de las colonias en las cajas control. Se tomo como
positivo los extractos que redujeron el diametro de la colonia en un 75%.
Para la determinacion de la CIM se utilizé el mismo procedimiento, pero
con diluciones de extracto 1.0, 0.5 y 0.25 mg/mL; la interpretacion de los
resultados fue la misma que se aplicé en el procedimiento de tamizaje.

ii.  Validacion: Si no se observa crecimiento en el control negativo (etanol 50%)
la prueba no es valida y debe repetirse.

d. Demostracion de la actividad Anti-Campylobacter jejuni

Se realiz6 resiembras en medio de cultivo agar sangre-Columbia al 7.5%. Se tomé los
viales que contienen la bacteria, los cuales se encontraban almacenados en el congelador de
-80°C, con el asa bien caliente, se tomd la muestra, de preferencia fue hielo, se realizé un
inoculo inicial, y luego se hizo 4 estrias perpendiculares al inoculo inicial. Se incubd a
36°C por 48 h. Se observd colonias mucoides, planas y extendidas sobre la superficie del
medio (efecto swarming), o colonias pequefias, de color grisaceo, en forma de gotas de
rocio. Se comprobo la identidad de las colonias por tincion de Gram, prueba de oxidasa,
prueba de catalasa e hidrdlisis del hipurato. Se almaceno en viales con caldo tripticasa soya

y glicerol al 15%, hasta el momento de realizar el bioensayo de actividad antimicrobiana.
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i.  Ensayo de actividad contra Campylobacter jejuni, por extractos de plantas: Se
pesd 1 mg de los extractos a evaluar y se disolvio en 1 mL de etanol al 50%, se
colocé en viales debidamente limpios. Se impregné con 50 pL de cada extracto
en una concentracion de 1 mg/mL discos, bajo la campana de flujo laminar (se
impregno 10 pL diarios, ya que es la cantidad que se absorbe bien en el disco).
Se tomd 3 - 5 colonias de C. jejuni en un tubo con 1 mL de caldo tripticasa soya,
se incubo a 36°C por 30 min, se verificd que la turbidez sea aproximadamente
igual al estandar de MacFarland 3, que es equivalente a 9x10"8 UFC/mL. Se
inoculo con un hisopo esteéril en cuatro direcciones sobre la caja de agar sangre.
Antes de 15 min y no menos de 5 min, cuando el medio ya absorbio la carga
bacteriana, se coloco los discos con los extractos impregnados, se incluyé un
disco de &cido nalidixico de 30 pg como control positivo y un disco impregnado
unicamente con etanol 50%, como control negativo.

ii.  Interpretacion de resultados: Un halo de inhibicion de crecimiento > 20 mm, se
considerd como extracto activo. Ausencia de inhibicion o halo de crecimiento
< 20 mm, se consider6 como extracto inactivo.

iii.  Validacion: El control negativo no presentd halo de inhibicién. El control
positivo se evaluo de la siguiente manera: C. jejuni sensible al acido nalidixico
(> 20 mm).

4. Tamizaje de la actividad citotoxica contra nauplios de A. salina.
a. Procedimiento
El ensayo frente a A. salina, se realizo segun lo descrito por Meyer y colaboradores

(1982).
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i. Preparacion del agua de mar:

En un vaso de precipitar, se disolvié 35 g, de la sal de mar en un litro de agua

destilada.
Se marco el volumen inicial de agua en el vaso de precipitar.

Se filtro y refriger6 hasta el momento de usar, la solucion es estable por un mes

a temperatura de 6-8°C.

ii. Cultivo de A. salina

Se forrd la mitad de una pecera con papel aluminio.

Se coloco en un vaso de precipitar 200 mL del agua de mar y aireo por 30 min.
Se coloco el agua en la pecera y se agregaron aproximadamente 40 mg de
huevecillos en el area cerrada (lado oscuro).

Se incubo por 24 h a temperatura ambiente y con luz artificial. Al eclosionar,
los nauplios (larvas) pasaron al area abierta de la pecera (lado con luz).

No se movio la pecera después de agregados los huevos, ya que pasarian del

area cerrada y esto ya no permitiria el conteo de nauplios.

b. Determinacién de la citotoxicidad

Se pesé 4 mg del extracto a ensayar y disolver con 2 mL de agua de mar. Se
disolvio con un vortex.

Se agregd por quintuplicado en una microplaca: 100 pL del extracto disuelto,
mas 100 pL de agua de mar con 10 - 15 nauplios. La concentracion en este

pozo es de mg/mL.
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Control negativo: 100 pL de agua de mar en 100 pL de agua de mar con 10 - 15
nauplios.

Control positivo: 100 pL de furosemida a una concentracion de 2 mg/mL més
100 pL de agua de mar con 10 - 15 nauplios.

Incubar a temperatura ambiente con luz artificial por 24 h.

Contar en el estereoscopio el nimero de nauplios muertos. Se agreg6é metanol a

los pozos, se esperd por 15 min y se conto de nuevo todos los nauplios.

Validacion

Si se observé mas del 10% de nauplios muertos en el control negativo la prueba
no es valida y hay que repetirla de nuevo.
El control positivo debe tener una CLsy de 0.148215-0.19856 mg/mL para

validar la corrida.

Interpretacion

Se calcul6 el % de camarones muertos:

o Se sumd el numero de camarones muertos en los cinco pozos (X)

o Se sumd el numero total de camarones en los tres pozos (Y)

o Sedividié X dentro de Y, y se multiplico por 100

Si €l porcentaje de camarones muertos es mayor del 50%, repetir la prueba
utilizando dosis de 1.0, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 y 0.03125 mg/mL.

Se obtuvo los valores de X y Y en cada dosis y se determind el valor de CLsp

con el programa de computadora Finney (DOS)
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e Si él porcentaje de muertos es menor del 50% la citotoxicidad es mayor de 1
mg/mL.
5. Actividad larvicida contra Aedes aegypti y Anopheles albimanus
a. Procedimiento

Se coloco en un vaso de precipitar 200 mL de agua de chorro y se dejo reposar por
48 h. Las larvas utilizadas de A. aegypti y A. albimanus fueron proporcionados por el
Programa Nacional de Enfermedades Transmitas por Vectores.

Se pesd 2 mg del extracto a ensayar y se disolvio en 1 mL de agua de chorro
reposada. En micro placa se agregd por quintuplicado:

e 100 pl del extracto disuelto mas 100 pl de agua de chorro reposada con 10 - 15
larvas.

e Seincubd a temperatura ambiente (entre 25- 28°C).

e Se hizo un recuento en estereoscopio, el numero de larvas muertas y se
determind la concentracion letal al 100% (CLygo). La prueba de tamizaje fue
positiva si todas las larvas estan muertas.

e Se calcul6 el CLjgo repitiendo la prueba utilizando dosis 1.0, 0.5, 0.25, 0.125,
0.0625, 0.03125 mg/mL.

e Para el control negativo; se agregd solo 100 ul de agua chorro reposada con 10
- 15 larvas.

b. Validacion
e Si se observé mas del 10% de larvas muertas en el control negativo la prueba

no es valida y hay que repetirla de nuevo.
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e El control positivo tuvo una CLjgo por debajo de 0.125 mg/mL para validar la
corrida.

c. Interpretacion de los resultados

La prueba de tamizaje se tomo como positiva si todas las larvas se encontraban muertas.
Si él porcentaje de larvas muertas es 100%, calcular la CL;0o, para ello es necesario repetir
la prueba utilizando dosis de 1.0, 0.5, 0.25, 0.125, 0,0625, 0.03125 mg/mL.
6. Bioensayo de A. cepa

a. Procedimiento:

i.  Preparacion de extractos:

e Pesar 1 g de extracto y disolverlo en 1 L de agua del chorro, para llegar a una

concentracion de 1 mg/mL.
ii.  Preparacion del bioensayo.

e Se colectaron cebollas blancas de 2 cm de didmetro en mercado local (Salama,
Baja Verapaz), se dejaron secar por dos semanas a temperatura ambiente,
intercalando con exposiciones cortas al sol. (se retiraron todos los bulbos con
crecimiento de tallo).

e Se limpidé cuidadosamente 10 bulbos de cebolla por cada concentracién
evaluada. Se retiraron las catéafilas exteriores, raicillas (apices) del disco inferior
sin lastimar los primordios.

e Luego se sumergieron los bulbos hasta la mitad en agua de chorro durante 48 h
en un lugar fresco y seco alejado de corrientes de aire y oscuro. Se repuso el

volumen de agua perdido por lo menos dos veces al dia.

63



Se observé el crecimiento de las raices, descartando todas aquellas cebollas que
presentaron raices con crecimiento menor a 2 c¢cm, asi como los bulbos que
presentaron signos de putrefaccion o crecimiento de tallo.

Se midieron 5 &pices méas largos 5 cinco cortos y se calculd la media de
crecimiento por cada cebolla, se descartaron los valores muy altos o bajos (se
numeréd cada cebolla como individuo y la serie de 5 tubos de cada
concentracion evaluada).

Ensayo de citotoxicidad.

Se utilizaron 5 bulbos de cebolla sumergidos en cada una las concentraciones
de extracto, se dejo el crecimiento por 48 h, en un ambiente obscuro. El
volumen del extracto a utilizado fue de 70 mL aproximadamente (en los tubos
de 7 cm de largo).

El control negativo fue evaluado con agua de chorro, misma en la que se
disolvié cada extracto. Para el control positivo se utiliz6 Paraquat® a
concentracion de 0.04 mg/mL. (se colocd papel aluminio en los contenedores
del herbicida por la fotosensibilidad que presenta).

Se midieron los apices por cada cebolla, por cada concentracién y controles, se
expresaron los resultados en medias. (de acuerdo al procedimiento de recuento
anteriormente descrito).

Ensayo de genotoxicidad.

Se cortaron los éapices en las porciones distales, con 1 mm de grosor

colocandolos en un vidrio de reloj con 1 a 2 mL de orceina acética.
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e Se calentd la preparacion hasta que emitiera vapores y retirdndolo del mechero
evitando ebullicion y desecacion, se repitié el procedimiento hasta cumplir 4
min.

e Se procedio a realizar 5 preparados de cada concentracion de la siguiente forma:
en un portaobjetos se coloco 1 o 2 porciones de apices tefiidos (con un minimo
aproximado de 1000 células), agregando un gota de gelatina (como medio de
montaje y preservacion), se coloco un cubreobjetos y se hizo presion con la
goma de borrar de un lapiz obteniendo una distribucion homogénea de las
celulas en el frote.

e Se realizo la observacion de células en objetivo de 100X contando 1000 células
por cada frote. Haciendo un total de 5000 células por concentracion. La lectura
del frote se realiz6 haciendo la distribucion por cada fase (interfase, profase,
anafase, metafase y telofase).

e Se realizd la observacion de anormalidades celulares como: binucleaciones,
anafases rezagadas o desorganizadas, micronucleos u otras aberraciones.

b. Evaluacion
i.  Citotoxicidad:
e Medir longitud de las raices en 48 h de exposicion y reportar en medias

Calculo de indice Mitético

(IM) = Ndmero de células en divisién (P, A, M, T) *100
a 1000 células observadas

IM = Indice mitético
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ii. Genotoxicidad:

e Anadlisis de anafase/telofase: no se observaron estructuras que indicaran
anormalidades cromosOmicas (fragmentos acéntricos, cromosomas errantes,
anafases desorganizadas) ni anormalidades nucleares (micronucleaciénes,
binucleaciones).

e Porcentaje de Inhibicion (IN): = (IM control neg-IM concentracion)*100/1IM
control neg.

c. Validacion

Se utilizé agua de chorro como control negativo. Se utilizé Paraquat®, como control

positivo que debia tener una un crecimiento menor al 50% que el control negativo.
F. Disefio de la investigacion
1. Actividad anti bacteriana.

Se realizd un estudio experimental, con disefio de bloques al azar (un bloque = una
caja), con 16 estrias correspondientes a una bacteria distinta, colocadas aleatoriamente. Para
los extractos que presenten inhibicion significativa se determiné la CIM.

a. Variables de interés
Variable dependiente: Crecimiento o inhibicion de bacterias estudiadas.

Variable independiente: 3 extractos etanolicos de plantas medicinales de la familia

Euphorbiaceae.
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b. Anélisis de datos

Se realizo la prueba de hipdtesis binomial, donde se efectud 5 réplicas para un nivel
de significancia o = 0.05 (segun la tabla de distribucion binomial) esperando que las 5
réplicas den el mismo resultado.

Prueba de hipdtesis binomial donde:

Ho: p £0.5 (No tiene efecto inhibitorio)

Ha: p > 0.5 (Si tiene efecto inhibitorio)

Para rechazar “Ho” y concluir que el extracto tiene efecto inhibitorio, se deben tener
5 replicas de inhibicion para las bacterias utilizadas en el bioensayo.

2. Actividad contra Campylobacter jejuni
Se realizd un estudio experimental con disefio totalmente al azar. Enfrentando

discos impregnados con los extractos de estudio, discos de acido nalidixico (control
positivo) y eritromicina (control negativo) contra la bacteria C. jejuni.
a. Variables de interés

Variable dependiente: Inhibicion de C. jejuni y no inhibicion de C. jejuni.

Variable independiente: 3 extractos etandlicos de plantas medicinales de la familia
Euphorbiaceae.
b. Andlisis de datos

Se realiz6 la prueba de hipotesis binomial, donde se efectud 5 réplicas para un nivel
de significancia a= 0.05 (segun la tabla de distribucion binomial) esperando que las 5
réplicas den el mismo resultado.

Ho: p <0.5 (No tiene efecto inhibitorio)

Ha: p > 0.5 (Si tiene efecto inhibitorio)
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Para rechazar “Ho” y concluir que el extracto tiene efecto inhibitorio, se deben tener
5 replicas de inhibicién para C. jejuni. Se compard la inhibicion provocada por los
extractos, con la inhibicion del acido nalidixico que debe ser > 20 mm, para concluir que
hay inhibicion.
3. Actividad antimicética (levaduras)

Se realizd un estudio experimental, con disefio de bloques al azar (un bloque = una
caja), con 16 estrias correspondientes a una bacteria distinta, colocadas aleatoriamente.

Para los extractos que presente inhibicion significativa se determiné la CIM.
a. Variables de interés

Variable dependiente: crecimiento o inhibicién de levaduras a estudiar.

Variable independiente: 3 extractos etanolicos de plantas medicinales de la familia
Euphorbiaceae.
b. Anélisis de datos

Se realiz6 la prueba de hipotesis binomial, donde se efectud 5 réplicas para un nivel
de significancia o = 0.05 (segun la tabla de distribucion binomial) esperando que las 5
réplicas den el mismo resultado.

Prueba de hip6tesis binomial donde:

Ho: p <0.5 (No tiene efecto inhibitorio)

Ha: p > 0.5 (Si tiene efecto inhibitorio)

Para rechazar “Ho” y concluir que el extracto tiene efecto inhibitorio, se deben tener

5 replicas de inhibicion para los hongos utilizados en el bioensayo.
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4. Actividad antimicética (fase miceliar)

Se realiz6 un estudio experimental con disefio totalmente al azar, en el cual se
realizard una prueba de hipotesis binomial. Para los extractos que presenten efecto
inhibitorio significativo se determiné la CIM.

a. Variables de interés

Variable dependiente: Crecimiento o inhibicion de micelio de hongos.

Variable independiente: 3 extractos etandlicos de plantas nativas de Guatemala.
b. Anélisis de datos

Se realizo la prueba de hipdtesis binomial, donde se efectud 5 réplicas para un nivel
de significancia a = 0.05 (segun la tabla de distribucion binomial) esperando que las 5
réplicas den el mismo resultado.

Prueba de hipdtesis binomial donde:

Ho: p £0.5 (No tiene efecto inhibitorio)

Ha: p > 0.5 (Si tiene efecto inhibitorio)

Para rechazar “Ho” y concluir que el extracto tiene efecto inhibitorio, se deben tener
5 replicas de inhibicion para los hongos utilizados en el bioensayo.

5. Actividad citotdxica contra nauplios de A. salina

Se realizd un estudio experimental, donde se compar6 el nimero de nauplios de A.
salina muertos inicial con el nimero de muertos después del contacto por 24 h con los
extractos en las siguientes diluciones: 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312 mg/mL.

a. Variables de interes
Variable dependiente: Muertes de nauplios de A. salina.

Variable independiente: 3 extractos etandlicos de plantas nativas de Guatemala.
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b. Anélisis de datos

Regresion no paramétrica, usando la transformacién probit por medio del método de
Finey, con la curva encontrada.
6. Actividad larvicida

Se realizd un estudio experimental, donde se compar6 el nimero de larvas muertas
inicial de primer estadio de A. albimanus y A. aegypti con el numero de larvas muertas
después del contacto durante 24 h con los extractos en las siguientes diluciones: 1, 0.5,
0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312 mg/mL.
a. Variables de interés

Variable dependiente: Muerte de larvas de primer estadio de A. albimanus y A.
aegypti.

Variable independiente: 3 extractos etanolicos de plantas medicinales de la familia
Euphorbiaceae.
b. Andlisis de datos

Regresion no paramétrica, usando la transformacion probit por medio del método de
Finey, con la curva encontrada.
7. Efectos de citoxicidad en células de A. cepa

Se realizé un estudio experimental totalmente al azar. Donde se expuso bulbos de
cebolla a los tres extractos de estudio, a un control positivo y control negativo en 5 réplicas
por cada uno. Se evalud el crecimiento longitudinal de los apices de A. cepa, en contacto
con los tratamientos. Se medio la longitud del crecimiento de los apices y se calculo el

promedio de crecimiento del total de apices de cada cebolla (A. cepa).
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a. Variable de interés

Variable dependiente: crecimiento o no crecimiento de longitud de apices de cebolla.

Variable independiente: 3 extractos etanolicos de plantas medicinales de la familia
Euphorbiaceae.
b. Anélisis de Datos

Se realizd un andlisis de varianza de una via. Se compararon los extractos y el control
negativo, frente al control positivo por medio de la prueba de Dunnett (o= 0.05)
8. Efectos de genotoxicidad en células de A. cepa

Se realizd un estudio experimental totalmente al azar. Donde se expuso cebollas a

diluciones de los tres extractos de estudio, a un control positivo y control negativo en 5
replicas por cada uno. De los cuales se calculara 5 indices mitoticos por cada tratamiento.
a. Variable de interés

Variable dependiente: indice mitético de las células de A. cepa.

Variable independiente: 3 extractos etantlicos de plantas medicinales de la familia
Euphorbiaceae.
b. Andlisis de datos

Anélisis de varianza de un via. Si hay diferencia significativa, se compararon los
extractos y el control negativo, frente al control positivo por medio de la prueba de Dunnett
(0= 0.05). Se realiz6 una descripcién de las aberraciones nucleares y cromosémicas

encontradas en las cebollas después del contacto con los extractos.
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VIIl.  RESULTADOS

Se obtuvieron extractos etanolicos de tres plantas de la familia Euphorbiaceae de
consumo humano. El origen de la materia prima de E. lancifolia fue proporcionada por la
Asociacion de Servicios Comunitarios de Salud (ASECSA) ubicada en el departamento de
Chimaltenango en donde es utilizada para su comercializacion. Las variedades de C.
aconitifolius provienen de granjas de la Universidad del Valle de Guatemala, ubicadas en
Escuintla donde se reproducen para su estudio.

Como se observa en el Cuadro 1, el extracto que presentd mayor rendimiento fue C.
aconitifolius var. estrella, con un 23.41%, seguido de C. aconitifolius var. mansa con

20.15% y E. lancifolia, con 8.30%.

Cuadro 1. Rendimiento de los Extractos etandlicos de tres plantas de la familia
Euphorbiaceae

0,
Departamento de ~ Coordenadas ~ Nombre o

Planta . g . rendimiento  Organo
Procedencia geograficas comdn
- : 14°39°19" N/ .
E. lancifolia Chimaltenango 90°49'1" O Ixbut 8.30 Hojas
C. aconitifolius . Chaya .
var. mansa Escuintla 14°19°52" N/  mansa 20.15 Hojas
: itifoli . 91°3"36" O :
C. aconitifolius Escuintla Chaya 23.41 Hojas
var. estrella estrella

Fuente: Datos experimentales, Departamento de Citohistologia, USAC. 2010-2012.
% de rendimiento = (cantidad de extracto obtenido/ peso de planta en seco) X 100
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A. Actividad biocida in vitro contra bacterias, levaduras y hongos miceliares.
Mediante el método de dilucion en agar descrito por Mitscher y colaboradores (1972).
Se realiz0 el tamizaje antibacteriano contra: bacterias Grampositivo (B. subtilis ATCC™
6051 y S. aureus ATCC™ 250923), bacterias gramnegativo (E. coli ATCC™ 25922, P.
aeruginosa ATCC™ 27853, S. typhi ATCC™ 14028) y micobacterias (M. smegmatis
ATCC™ 607). El unico extracto que presento actividad inhibitoria in vitro significativa fue

E. lancifolia a una concentracion de 1 mg/mL contra B. subtilis (p=0.0312) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tamizaje de la actividad biocida contra bacterias de los extractos etandlicos en

estudio a una concentracion 1 mg/mL.

M. P. E. S. S. B.

Extracto Etanolico . . . : .
smegmatis  aeruginosa coli  typhi aureus subtilis

Etanol 50% (control
negativo)
Cefotaxima 0.1 mg/mL x x x x x *
(control positivo)
C. aconitifolius var.
estrella
C. aconitifolius var.
mansa

E. lancifolia - - - - - +

Fuente: Datos experimentales, Departamento de Citohistologia, USAC. 2010-2012.
Donde: (-): actividad negativa del extracto; (+): actividad positiva del extracto. *p=0.0312.

Se determind la actividad antilevadura de los extractos por el método de dilucion en
agar contra los hongos levaduriformes: C. krusei, C. glabrata, C. albicans y C. tropicalis.
Como se observa en el Cuadro 3 ningun extracto mostro actividad antilevadura significativa

(p=0.0312).
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El ensayo antifungico se realizo utilizando la metodologia descrita por Brancato &
Golding (1983), modificado por MacRae y colaboradores (1988), para hongos
filamentosos. El tamizaje antifungico se realizo contra los siguientes hongos: M. gypseum,
M. canis, T. rubrum, T. mentagrophytes, A. flavus y A. niger. Solamente el extracto de E.
lancifolia (Ixbut) presento actividad positiva (+) significativa contra T. mentagrophytes a

una concentracion de 1 mg/mL (p>0.05) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tamizaje de la actividad biocida contra levaduras y hongos miceliares de los

extractos etandlicos en estudio a una concentracion 1 mg/mL.

Levaduras Hongos miceliares
8
wn >
- %) = © = =
Extracto Etandlico S 8 8 - 3 E ¢
—— — <5 wn > 5 [75) o
] o o 7] 9 — — & > b1
2 o © > S &8 = = = >
— bt — - [5) ('U —
I = [S)) ~ © © = £ = c
O 0O 0 0 = = = B a4 <4
Etanol 50% (Control negativo) - - - - - - - - - -
C. aconitifolius var. estrella - - - - - - - - - .
C. aconitifolius var. mansa - - - - - - - - - .
E. lancifolia - - - - - - - + - .

Fuente: Datos experimentales, Departamento de Citohistologia, USAC. 2010-2012. Donde: (-): actividad
negativa del extracto; (+): actividad positiva del extracto. *p=0.0312.

La CIM del extracto de E. lancifolia contra B. subtilis y contra la fase miceliar de T.

mentagrophytes, presentd actividad a una concentracion de 1 mg/mL (p=0.0312).

La actividad contra C. jejuni fue evaluada con la cepa ATCC™ 33291, por el método

de difusion con discos impregnados de extractos a una concentracion de 1 mg/mL. Ningan
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extracto presentd actividad inhibidora in vitro significativa contra C. jejuni (p>0.05)

(Cuadro 4).

Cuadro 4. Tamizaje de la actividad biocida contra C. jejuni de los extractos etandlicos en

estudio a una concentracion 1 mg/mL.

- Bacteria
5Extracto Etanolico —
C. jejuni
Acido nalidixico (control positivo) +

Etanol 50% (control negativo) -
C. aconitifolius var. Estrella -
C. aconitifolius var. Mansa -

E. lancifolia -

Fuente: Datos experimentales, Departamento de Citohistologia, USAC. 2011-2012. Donde: (-): actividad
negativa; (+): actividad positiva. * p=0.0312
B. Actividad citotdxica contra nauplios de Artemia salina:

La actividad citotoxica fue evaluada mediante la prueba en placa de A. salina. Todos
los extractos mostraron una CLsp menor a 1 mg/mL. El extracto con mayor actividad
citotoxica fue E. lancifolia con valor de CLsy de 0.128925 mg/mL; le siguen en orden
decreciente C. aconitifolius var. estrella con valor de CLsp de 0.271779 mg/mL y C.

aconitifolius var. mansa con un valor de CLsy 0.49838 mg/mL (Cuadro 5).

Cuadro 5. Actividad citotoxica contra nauplios de A. salina de extractos en estudio.

Extracto en estudio CLso mg/mL
E. lancifolia 0.128925
C. aconitifolius var. mansa 0.498393
C. aconitifolius var. estrella 0.271779
Furosemida 0.170091

Fuente: Datos experimentales, Departamento de Citohistologia, USAC. 2011-2012
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C. Actividad larvicida

Se evaluo la actividad de los extractos contra larvas de los mosquitos A. albimanus y
A. aegypti mediante ensayo en placa por quintuplicado. Todos los extractos mostraron una
CL1go menor a 1 mg/mL en larvas de primer estadio (L1) de A. albimanus. El extracto con
mayor actividad fue C. aconitifolius var. estrella con una CLj de 0.351647. Se continu6
evaluando la actividad contra larvas de A. albimanus en larvas de segundo estadio (L2)
observando una CLjgo > 1 mg/mL, por lo cual no se evaluaron los siguientes estadios
larvarios (L3 y L4). Ningun extracto mostré actividad CLoo en larvas de primer estadio de

A. aegypti (Cuadro 6).

Cuadro 6. Actividad larvicida contra A. aegypti y A. albimanus en larvas del primer y

segundo estadio de los extractos en estudio.

A. aegypti A. albimanus
Extracto
Estadio  CLjgo*  Estadio  CLjp*  Estadio  ClLjg*
E. lancifolia L1 1.68788 L1 0.954676 L2 1.55767

C. aconitifolius var. L1 163001 L1 0.569424 L2 1.55745

mansa

C.aconitifoliusvar. -\ ) eo4s 1 0351647 L2 144795
estrella

Temephos® L1 0.0233486 L1 0.0715284 L2 0.0236286

Fuente: Datos experimentales, Departamento de Citohistologia, USAC. 2011-2012. Dénde: estadio L1:
primer estadio larvario; estadio L2: segundo estadio larvario; CLio0 mg/mL: en percentil para 100% de
nauplios muertos. * mg/mL.
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D. Actividad citotoxica en apices de A. cepa

La actividad citotoxica de los tres extractos etanolicos fue evaluada en apices de
cebolla tratados con agua durante 48 h, se evalud el porcentaje de crecimiento de los
mismos mediante un analisis de varianza de una via (Anexo l.). C. aconitifolius var.
mansa, C. aconitifolius var. estrella presentan actividad citotoxica en los apices de A. cepa
(p<0.0001), ya que frente a ellos existe una reduccién del crecimiento de los apices de
cebolla en todas las concentraciones ensayadas mayores o iguales al 40% (Cuadro 8). E.
lancifolia por su parte presenta una minima reduccion del porcentaje de crecimiento pues
todos los apices mostraron crecer mas del 60% asi mismo se observé que a concentraciones
mas bajas (0.5 y 0.25 mg/mL) no presenté actividad (p<0.0001).

Por medio de analisis de varianza de una via (Anexo 4), se evaluo la actividad de los
extractos etandlicos respecto al potencial genotdxico sobre células apicales de cebolla.
Todos los extractos presentan un efecto reductor de indice mitético (IM) dependientes de la
concentracion, encontrando que el extracto de C. aconitifolius var. estrella presenta mayor
toxicidad que C. aconitifolius var. mansa seguida de E. lancifolia. C. aconitifolius var.
estrella presenta el mayor porcentaje de inhibicion respecto a los otros extractos (p<0.0001)

(Cuadro 7).
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Cuadro 7. Actividad citotoxica y genotoxica en apices de A. cepa

Citotoxicidad

Genotoxicidad

Extractos mg/mL Promedio de % P_ro_m edio de
.. crecimiento mm *1 IM % IN
crecimiento mm = DS CRE
DS
Agua 35.52+1.59 100 20.50 +1.45 20.46 0
Paraquat® 0.04 9.58 + 1.90* 28.93 6.3+ 0.45 2.52* 86.18
1 6.44 + 0.83* 18.09 540+ 0.77 5.28* 74.19
C. aconitifolius 1260 +1.22* 3393  11.10+162  11.00* 46.24
var. mansa
0.25 20.64 £ 0.99* 57.68 18.60 £ 1.55 18.22** 10.95
- 1 10.24 + 1.84* 27.33 250+1.33 3.04* 85.14
C.aconitifolius o o 1090, geox 3001 7.30+0.48 7.20% 64.81
var. estrella
0.25 16.28 + 0.89* 45.80 9.90+1.04 9.27* 54.69
1 21.00 £4.43* 60.22 17.90 £ 1.56 17.80*** 12.75
E. lancifolia 0.5 31.00 £8.72 83.13 -- -- --
0.25 34.34+4.22 97.17 -- -- --

Fuente: Datos experimentales; Agua: control negativo; Paraquat®: control positivo; DS= Desviacién
Estandar, % CRE: Porcentaje de crecimiento respecto al control negativo; IM: indice Mitético; % IN:
Porcentaje de inhibicion respecto al control negativo; * p<0.0001, **p<0.039, ***<0.010 nivel de
significancia respecto al control negativo existe diferencia significativa entre los tratamientos. --: no se testeo.
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IX. DISCUSION

La obtencién de los extractos etandlicos, de las tres plantas de la familia
Euphorbiaceae se realiz6 por medio del método de percolacion y concentracion en
rotavapor, obteniendo buen rendimiento, siendo el mayor para C. aconitifolius var. estrella
23.41%. EIl porcentaje de rendimiento se ve influido por varios factores que incluyen la
edad de las plantas, el 6érgano de la planta utilizado (raiz, tallo, hojas y semillas), la época
de corte, y el tipo de disolvente (Rakshit et al., 2010).

Los resultados presentados en el Cuadro 2, muestran que E. lancifolia present6
actividad positiva contra B. subtilis a concentracién de 1 mg/mL. En el estudio publicado
por Céaceres (1996), se demostré que la tintura de E. lancifolia posee actividad biolégica
contra E. coli, P. aeruginosa y S. typhi a concentraciones de 1-10 mg/mL. En este estudio
se encontré que el extracto etandlico de E. lancifolia no posee actividad contra dichas
bacterias a una concentracion < 1 mg/mL. Se determin6 la CIM de E. lancifolia contra B.
subtilis siendo esta 1 mg/mL (p=0.0312). Una revisién exhaustiva llevada a cabo en las
bases de datos EBSCOhost, PubMed, y ScienceDirect, demostré6 que existe muy poca
informacion sobre la composicion quimica de E. lancifolia, siendo importante su
caracterizacion fitoquimica para poder complementar los estudios sobre su actividad
antibacteriana. Awoyinka, Balogun, & Ogunmowo, (2007), concluyeron que C.
aconitifolius tuvo actividad contra S. aureus y S. tiphy utilizando la metodologia de
difusion en disco. En el presente estudio no se encontré actividad de C. aconitifolius var
mansa y C. aconitifolius var estrella a concentracion de 1 mg/mL, contra las bacterias

estudiadas.
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Se ensayé la actividad antilevadura por el método de dilucién en placa, lo cual
demostr6 que ningln extracto inhibe el crecimiento de hongos levaduriformes a
concentracion de 1 mg/mL. Se ha reportado la inhibicién de levaduras (C. albicans y C.
neoformans) por el extracto etandlico de E. lancifolia en dosis entre 1 — 10 mg/mL (Gupta,
2008).

Se reportan que C. aconitifolius ha demostrado la presencia de taninos, saponinas,
alcaloides y flavonoides, metabolitos relacionados con actividad antimicrobiana (Awoyinka
et al., 2007; Oyagbemi et al., 2011). Sin embargo en el presente estudio no se pudo
determinar actividad antibacteriana ni antilevadura.

En el ensayo antifingico el extracto que mostro actividad al tamizaje a concentracion
de 1 mg/mL fue E. lancifolia contra T. mentagrophytes demostrando una CIM de 1
mg/mL (Cuadro 4). Se ha descrito que las hojas tienen actividad contra hongos
dermatofitos (E. floccosum, M. gypseum y T. rubrum) en dosis entre 1 — 10 mg/mL (Gupta,
2008).

En el presente estudio se evalud la actividad de los extractos etanolicos contra C.
jejuni ATCC™ 33291, determinando que no tienen actividad inhibitoria in vitro sobre esta
bacteria. En Guatemala se ha evaluado la actividad de aproximadamente 27 extractos
etandlicos de plantas, los cuales no presentaron actividad in vitro contra C. jejuni
(Alvarado, 2007; Alvarez, 2007; Ordofiez, 2007; Paz, 2005). En un estudio realizado por
Samol & Santizo (2011) donde se evaluo la actividad de 12 extractos de especies
alimenticias y condimentarias, se encontro actividad inhibitoria contra C. jejuni ATCC™
33291 de tres extractos metanolicos de Lippia alba (Mill) N.E. ex Britton & P. Wilson,

Lippia graceolens Kunth., y Piper jacquemontianum Kunth.; el extracto diclorometanico de
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Tagets lucida Cav.; y los aceites esenciales de L. alba, Lippia chiapasensis Loes, Lippia
graveolens Kunth., Ocimum micranthum Willd, Pimenta dioica (L.) Merr., Piper auritum
Kunth., T. lucida.

En la prueba de A. salina, el extracto E. lancifolia presenta una CLsy de 0.128925
mg/mL comparable con el control positivo (furosemida) que es un farmaco diurético que
presenta buena correlacion como control comparado con otros farmacos (Pérez, 2003). Se
ha demostrado que la prueba de A. salina es un buen ensayo para iniciar la evaluacion de la
actividad citotdxica, por su alta sensibilidad a una gran variedad de sustancias quimicas,
ademas se ha sefialado que en algunos casos los resultados de las prueba de A. salina
coinciden con las pruebas de toxicidad en cultivos de células de mamiferos, por lo que los
resultados del presente estudio pueden servir como base en futuras investigaciones sobre
los metabolitos secundarios presentes en dicho extracto que ejercen la actividad citotdxica
(Franssen et al., 1997; McLauglin et al., 1991; Ticona et al., 1998).

Se evaluo la actividad larvicida de los extractos etandlicos en larvas de A. aegypti y
A. albimanus. Un buen larvicida debe controlar todos los estadios larvarios, condicion que
no se observo para los extractos ensayados; al no presentar actividad a 1 mg/mL, se depuso
evaluar los estadios larvarios L3y L4, en el caso de A. albimanus y L2, L3y L4 en el caso
de A. aegypti, por no tener eficacia larvicida en el estadio larvario previo. Todos los
extractos presentaron actividad larvicida contra A. albimanus en larvas de primer estadio
(Cuadro 7). El estudio muestra que las larvas de primer estadio de A. albimanus son mas
susceptibles a los extractos en comparacion a las larvas de A. aegypti que mostraron una
CLigo por encima de 1 mg/mL, esto puede explicase sobre la base de los factores

multidimensionales dependientes de la ecologia, fisiologia, bioquimica y genética de los
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vectores, que varia con la especie, las poblaciones y la localizacion geogréafica (Brown,
1986; Vargas, Cordova, & Alvarado, 2006).

Se ha encontrado que la efectividad de las plantas para matar a las larvas depende de
las dosis aplicadas, tipo de disolvente, el 6rgano de la planta utilizada y la especie larvaria,
por lo que es importante estudiar como estas variables pueden afectar la actividad larvicida
de los extractos estudiados (Gomez, 2008). Las larvas de A. albimanus en segundo estadio
mostraron una CL;oo mayor a 1 mg/mL, mientras que en primer estadio fue menor a 1
mg/mL, resultado que puede apoyarse en base a las diferencias en la composicién
estructural y metabdlica de los estadios larvarios.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad citotdxica y genotdxica
sobre A. cepa demuestran que C. aconitifolius var. estrella y C. aconitifolius var. mansa
presentan la mayor inhibicion sobre los apices de cebolla y la mayor reduccion de los
indices mitoticos, lo cual es dependiente de la concentracion de los extractos (Cuadro 8), lo
que correlaciona con otros estudios que indican que existe una relacion lineal macroscopica
y microscoépica entre los pardmetros de los extractos relacionados (Akinboro & Bakare,
2007; Akintonwa et al., 2009; Oyendare et al., 2009). En A. cepa, la inhibicion del
crecimiento de la raiz, siempre se debe a la reduccion en el nimero de células (Akinboro &
Bakare, 2007). El extracto E. lancifolia fue el Unico que no presentd actividad citotdxica en
concentraciones de 0.5 y 0.25 mg/mL. No se han reportado estudios sobre el efecto
citotoxico en A. cepa de los extractos evaluados en este estudio. E. lancifolia presenta 1M
de 17.80% a concentracion de 1 mg/mL evidenciando bajo efecto depresor sobre apices de
A. cepa, siendo el extracto con menos actividad genotdxica comparado con los extractos de

C. aconitifolius var. estrella, C. aconitifolius var. mansa que en este estudio demostraron
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poseer efectos mitodepresivos del ciclo celular. Los efectos citotoxicos y genotoxicos de
los extractos evaluados, pueden deberse a los metabolitos presentes en los mismos.
También es importante determinar el efecto de las concentraciones de algunos minerales
(hierro, calcio, magnesio, fosforo, zinc), presentes en las hojas de las plantas ya que
estudios previos han demostrado que a concentraciones elevadas de estos minerales, ejercen
un efecto mitodepresivo sobre el crecimiento apical de la cebolla (Vargas-Palominos,
Martinez-Trujillo, Ortiz-Castro, & Lépez-Bucio, 2007; Al-Moaruf, Muibat, Asiata, Isiaka,
& Nureni, 2004). A pesar de la actividad mitodepresiva de los extractos a concentraciones
variables no fue posible demostrar aberraciones cromosémicas en las células bajo el efecto
de estos extractos.

Los resultados de A. salina y la prueba de A. cepa correlacionan mostrando una
citotoxidad de los extractos, en concentraciones menores a 1 mg/mL, lo que indica que son

buenas técnicas de tamizaje para evaluar la citotoxicidad.
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X.  CONCLUSIONES
El extracto etanolico con mayor rendimiento fue C. aconitifolius var. estrella con un
23.41% de rendimiento.
E. lancifolia present6 actividad significativa contra el hongo T. mentagrophytes y la
bacteria B. subtilis a una CIM de 1 mg/mL (p=0.0312).
Ningun extracto mostro actividad antilevadura, ni contra C. jejuni.
Todos los extractos presentaron una CLsy < 0.50 mg/mL contra nauplios de A. salina.
El extracto con mayor actividad citotoxica fue E. lancifolia con una CLsg de 0.128925
mg/mL.
Todos los extractos presentan actividad larvicida contra A. albimanus en primer
estadio con valores de CLgo < 1 mg/mL.
C. aconitifolius var. estrella presentd el menor valor CLip en larvas de primer
estadio de A. albimanus con una CL50 de 0.351647 mg/mL.
Todos los extractos etanolicos evaluados por la prueba de A. cepa presentaron
actividad citotdxica y genotoxica a concentracion < 1 mg/mL (p<0.0001).
El extracto con mayor porcentaje de inhibicion del indice mitético (%IN) respecto al
control negativo, en la prueba de A. cepa, fue C. aconitifolius var. estrella con

54.69%IN a la concentracion més baja evaluada (0.25 mg/mL) (p<0.0001).
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XI.  RECOMENDACIONES

Identificar los metabolitos secundarios de los extractos que presentaron actividad
biocida, citotdxica y genotoxica en este estudio.

Utilizar disolventes de diferente polaridad para evaluar los distintos metabolitos
secundarios presentes en las plantas estudiadas.

Realizar estudios fitoquimicos, de actividad biocida y citotoxica, introduciendo
variables como: época de colecta, altitud de cultivos, condiciones climaticas,
diferentes tipos de suelo, para complementar los resultados de este estudio.

Utilizar nuevas plantas de la familia Euphorbiaceae, para determinar si tienen efecto
biocida y citotoxico, con el objeto de identificar principios activos Utiles en el

desarrollo de nuevos productos farmacéuticos y agroindustriales.
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XI.  ANEXOS

Anexo 1

Bioensayo de actividad antibiotica.

CIM B. subtilis, extracto E. lancifolia

Fotografia 2. Concentracion minima inhibitoria B. subtilis con el extracto de E. lancifolia a 1 mg/mL
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Anexo 2.

Bioensayo de levaduras.
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Fotografias 3, 4 y 5. Crecimiento de levaduras denotando la actividad negativa de los extracto de C.

aconitifolius var mansa, C. aconifitolius var estrella y E. lancifolia respectivamente.
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Anexo 3.

Bioensayo contra hongos miceliares.

Fotografia 6. Actividad inhibitoria de E. lancifolia sobre T. mentagrophytes a concentracion de 1 mg/mL
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Anexo 4.

Bioensayo de Allium cepa, analisis de citotoxicidad

Cuadro 1. Estadistica descriptiva (Diferencia en el crecimiento)

Tratamientos Media Mediana DeS\{iacién Varianza Num_er.o de

estandar repeticiones
Control negativo 35,520 35,700 1,5928 2,537 5
Control positivo 9,580 8,900 1,9045 3,627 5
Mansa 1 mg/mi 6,440 6,000 0,8295 0,688 5
Estrella 1 mg/ml 10,240 10,000 1,8407 3,388 5
Ixbut 1 mg/ml 21,000 22,000 4,4289 19,615 5
Mansa 0.5 mg/mi 12,600 13,000 1,2227 1,495 5
Estrella 0.5 mg/ml 10,900 11,100 0,6000 0,360 5
Ixbut 0.5 mg/ml 31,000 33,300 8,7204 76,045 5
Mansa 0.25 mg/ml 20,640 21,000 0,9915 0,983 5
Estrella 0.25 mg/ml 16,280 15,700 0,8927 0,797 5
Ixbut 0.25 mg/mi 34,340 35,000 4,2200 17,808 5
Total 18,958 15,600 10,5320 110,923 55

Fuente: Datos experimentales. Donde: Mansa: C. aconitifolius var mansa; Estrella: C. aconifitolius var

estrella; Ixbut: E. lancifolia.

Cuadro 2. Analisis de varianza Prueba de efecto entre sujetos

Variable dependiente: Diferencia en el crecimiento

Origen cua?jl;;?jzgfipo Gfad"s de Media de F Significancia
" libertad cuadrados
C';/:‘::gei'go 5480,462° 10 548,046 47,341 0,000
Intercepto 19767,696 1 19767,696 1,707,551 0,000
Tratamientos 5480,462 10 548,046 47,341 0,000
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Error
Total

Total corregido

509,372 44
25757,530 55
5989,834 54

11,577

Fuente: Datos experimentales.

R cuadrado =,915 (R cuadrado ajustado=,896. Existe diferencia significativa
entre los tratamientos (p<0.0001).
Cuadro 3. Prueba de Dunnett t (2 colas), Diferencia en el crecimiento.

(I) Tratamientos (J) Tratamientos leerer(1lc_ |Ja) media e:é:::j;r Significancia
Estrella 0.25 mg/ml Control negativo -19,240" 2,1519 0,000
Ixbut 0.25 mg/ml Control negativo -1,180 2,1519 0,999
Control positivo Control negativo -25,940" 2,1519 0,000
Mansa 1 mg/mi Control negativo -29,080° 2,1519 0,000
Estrella 1 mg/ml Control negativo -25,280" 2,1519 0,000
Ixbut 1 mg/ml Control negativo -14,520" 2,1519 0,000
Mansa 0.5 mg/ml Control negativo -22,920 2,1519 0,000
Estrella 0.5 mg/ml Control negativo -24,620 2,1519 0,000
Ixbut 0.5 mg/ml Control negativo -4,520 2,1519 0,239
Mansa 0.25 mg/ml  Control negativo -14,880" 2,1519 0,000

Fuente: Datos experimentales. La diferencia media es significativa al 0.05. Donde: Mansa: C. aconitifolius
var mansa; Estrella: C. aconifitolius var estrella; Ixbut: E. lancifolia.
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Grafica 1. De barras de error analisis de citotoxicidad: Se observa que los extractos de C. aconitifolius var
mansa y C. aconitifolius var estrella tienen una respuesta significativa (p<0.0001) dependiente de la
concentracion frente al control negativo con excepcion de E. lancifolia a 0.5 y 0.25mg/mL, que no presenta

diferencia significativa (p=0.239 y p=0.999, respectivamente).

e Analisis de genotoxicidad,

Cuadro 4. Estadistica descriptiva, indice mitotico.

Tratamientos Media Mediana Desv,iacién Varianza Nl]mfer.o de

Estandar Repeticiones
Control negativo 20,460 20,500 1,4536 2,113 5
Control positivo 2,520 2,600 0,4494 0,202 5
Mansa 1 mg/mL 5,280 5,400 0,7727 0,597 5
Estrella 1 mg/mL 3,040 2,500 1,3297 1,768 5
Ixbut 1 mg/mL 17,800 17,900 1,5604 2,435 5
Mansa 0.5 mg/mL 10,980 11,100 1,6162 2,612 5
Estrella 0.5 mg/mL 7,160 7,300 0,4827 0,233 5
Mansa 0.25 mg/mL 18,220 18,600 1,5498 2,402 5
Estrella0.25 mg/mL 9,720 9,900 1,0402 1,082 5
Total 10,576 9,000 6,5831 43,337 45

Fuente: Datos experimentales. Donde: Mansa: C. aconitifolius var mansa; Estrella: C. aconifitolius var
estrella; Ixbut: E. lancifolia.

Cuadro 5. Anaélisis de varianza, Prueba de efecto entre sujetos.

Variable Dependiente: indice mitético

Grados

Tipo Il suma de Media de
Origen de Cuadrados libertad Cuadrados F Significancia
Modelo Corregido 1853,067° 8 231,633 155,065 0,000
Intercepto 5032,907 1 5032,907 3368,746 0,000
Tratamientos 1853,067 8 231,633 155,065 0,000
Error 53,776 36 1,494
Total 6939,750 45
Total Corregido 1906,843 44
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Variable Dependiente: indice mitético

Grados

Tipo Il sumade Media de
Origen de Cuadrados libertad Cuadrados F Significancia
Modelo Corregido 1853,067° 8 231,633 155,065 0,000
Intercepto 5032,907 1 5032,907 3368,746 0,000
Tratamientos 1853,067 8 231,633 155,065 0,000
Error 53,776 36 1,494
Total 6939,750 45

Conclusidn: Existe diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.0001).
Fuente: Datos experimentales.

Cuadro 6. Prueba de Dunnett (2 colas) indice mitotico.

() Tratamientos (J) Tratamientos leererglc_lja) Media esEé::]?j;r Significancia
Control positivo Control negativo -17,940 0,7730 0,000
Mansa 1 mg/mL Control negativo -15,180" 0,7730 0,000
Estrella 1 mg/mL Control negativo -17,420" 0,7730 0,000
Ixbut 1 mg/mL Control negativo -2,660 0,7730 0,010
Mansa 0.5 mg/mL  Control negativo -9,480 0,7730 0,000
Estrella 0.5 mg/mL Control negativo -13,300" 0,7730 0,000
Mansa 0.25 mg/mL  Control negativo -2,240 0,7730 0,039
Estrella 0.25 mg/mL  Control negativo -10,740" 0,7730 0,000

* La diferencia media es significativa al nivel de 0.05
Fuente: Datos experimentales. Donde: Mansa: C. aconitifolius var mansa; Estrella: C. aconifitolius var
estrella; Ixbut: E. lancifolia.
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Grafica 2. De barras de error analisis genotoxicidad: En todos los casos evaluados el valor de p es menor a
0.05, es decir que todos los extractos tienen un efecto inhibidor del indice mitético dependiente de la

concentracion de los extractos etandlicos.

118



