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RESUMEN

Una de las micosis que afecta con mayor frecuencia a los individuos a nivel
mundial es la candidiasis, causada por Candida albicans, la cual es una
levadura oportunista que forma parte de la microbiota habitual del
organismo, siendo de gran interés su estudio para diferentes investigadores,
ya que se busca encontrar cual es el tratamiento mas eficaz para
contrarrestar las diferentes afecciones causadas por esta levadura. Dentro
de los diferentes estudios realizados para solventar la problemética de salud
causada por C. albicans se han tomado en cuenta diferentes plantas que
poseen actividad antifingica, encontrandose las especies que forman parte
de la familia Euphorbiaceae. Dicho esto, en la presente investigacion se
evaluo la actividad antifangica in vitro de los extractos hexanoico, etandlico y
aceténico obtenidos de las hojas de Hura crepitans L., arbol utilizado
generalmente como una planta ornamental. El estudio se realizé por el
método de difusién en agar con discos (Kirby-Bauer) para obtener la
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) contra cepas CDC 385 de C.
albicans pertenecientes al cepario del Laboratorio de Micologia de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes,
arrojando como resultado que los extractos hexanoico y acetonico no
poseen actividad, pero el extracto etandlico presentd actividad antifungica
en las diferentes diluciones realizadas contra C. albicans, teniendo asi una
CIM de <20 mg/uL. Asimismo, se realizé el screening fitoquimico del
extracto etandlico, encontrandose saponinas y esteroides, teniendo en
cuenta que este tipo de compuestos coinciden con la fitoquimica de la planta
en estudio. Cabe destacar que este es el primer reporte sobre el estudio de
la actividad antifingica de las hojas de esta especie vegetal.

Palabras clave: Actividad antifungica, extractos vegetales, Hura crepitans,
Euphorbiaceae, Candida albicans.
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INTRODUCCION

El hombre durante su evolucién ha hecho uso de los recursos naturales
a los fines de satisfacer necesidades basicas como alimento, vivienda y
vestido. La introduccion de especies animales y vegetales a nuevas regiones
desde hace siglos, ha contribuido exitosamente con la ampliacion de la
distribucion geografica de las mismas y han sentado las bases de la
economia de muchos paises. En lo que respecta a la diversidad biolégica,
Venezuela se encuentra posicionada entre los diez primeros paises
megadiversos del planeta y es el sexto de América Latina. Solamente en
plantas posee un total de 16.575 especies identificadas de las cuales, las
angiospermas o plantas con flores (monocotiledéneas y dicotiledéneas), son
el grupo numéricamente mas importante con 14.292 especies identificadas,
ocupando el octavo lugar en riqueza de especies de plantas superiores entre

todos los paises megadiversos (Gordon y Pardo, 2012).

Las plantas medicinales proporcionan estructuras simples o complejas
con actividad biol6gica de gran interés terapéutico; constituyéndose en una
fuente importante de medicamentos, las cuales han formado la base de los
sistemas tradicionales de medicina, y por ende han existido cientos de afos
(Fachin, Lopez, Arzubialdes, Gutiérrez y Alva, 2012). Es por ello, que se quiso
entrar en el area con el aporte acerca de una Familia tan importante
econémicamente para el hombre como es la Euphorbiaceae, ya que es una
de las familias botanicas mejor representadas en la regiéon Andina (Webster,
2001).

Los compuestos bioquimicos de la familia Euphorbiaceae son muy
diversos y especialmente ricos en alcaloides y terpenoides, que les confieren
actividad toxica (Webster, 2001). Estudios etnobotanicos revelan que en la
medicina tradicional se hace uso de plantas de esta familia (Kala, Dhyani y
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Sajwan, 2006; Muthu, Ayyanar, Raja y Ignacimuthu, 2006; Oryema, Bukenya-
Ziraba, Omagor y Opio, 2010), ya que es una de las angiospermas mas

diversas en habito, habitat y morfologia (Babillo y Schnee, 1965).

Por consiguiente es importante para el pais conocer y estudiar esta
diversidad para desarrollar su potencial por medio de diferentes disciplinas
cientificas, cuyo motivo nace del proceso de desarrollo del conocimiento, en la
Facultad de Farmacia y Bioandlisis, Universidad de Los Andes por medio del
Instituto de Investigaciones, bajo la linea de investigacion de actividad
biolégica y estudio fitoquimico de plantas medicinales. Es por ello que se
evaluo la actividad antifingica in vitro de extractos crudos de la especie Hura

crepitans L.

Por su parte la especie Hura crepitans L., perteneciente a la familia
Euphorbiaceae descrita por Carlos Linneo es conocido como jabillo, un arbol
de gran tamafio con tronco espinoso y un latex venenoso, usado como arbol
ornamental y de sombra. Su madera de es buena calidad, pero es poco
utilizada en el area de carpinteria o construccion ya que al tener contacto con
la piel puede producir irritaciones o ulceraciones debido a la gran toxicidad
que presenta el latex (Hoyo, 1979). Se han realizado diversos estudios
fitoquimicos de Hura crepitans L., (David, Ojo, Olumekun y Famurewa, 2014;
Nasiru, Adekunle y Olufemi, 2013; Nwanorh, 2000) que demuestran el
potencial de esta planta y mediante esta investigacion se pretende contribuir a
un mayor conocimiento y uso de los extractos crudos de dicha especie,
evaluando su actividad antifiungica mediante el método de difusion en agar
con discos, ya que el latex gue se encuentra presente en la planta es toxigeno

para organismaos Vivos.

Con respecto a los hongos u organismos fungicos, son caracteristicos
por presentar cualidades diferentes a cualquier otro organismo en el mundo.

Estos por ser inmdviles y por tener una pared celular, anteriormente se
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encontraban en el reino Plantae, hoy en dia estan dentro de la clasificacion
Fungi. A nivel mundial se pueden encontrar diferentes especies de hongos,
bien sea comestibles, toxicos o patdégenos, teniendo mayor relevancia en los
estudios experimentales aquellos hongos capaces de causar patologias en
los seres humanos (Curtis y Schnek, 2008). Uno de los hongos patdgenos
mas comun en el mundo es la Candida sp., organismo con estructura
levaduriforme que se divide por gemacion. Dentro del género Candida se
encuentran diferentes especies como la Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida krusei entre otras (Net y Quintana, 1997).

Dentro de este marco, la Candida albicans es el patdgeno oportunista
aislado con mayor frecuencia en sector hospitalario, se considera un patdégeno
oportunista ya que forma parte de la flora habitual de los individuos,
representando un 60% de las candidiasis. Este microorganismo puede afectar
a individuos sanos con diagnésticos alentadores y a individuos
inmunosuprimidos que si no se tratan a tiempo puede causar patologias
letales (Net y Quintana, 1997).

Debido a lo anteriormente descrito, en la presente investigacion se
planteé estudiar la actividad antifingica in vitro de extractos crudos de las
hojas de Hura crepitans L. (Euphorbiaceae) sobre cepas de Candida albicans

en Mérida-Venezuela.
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CAPITULO |
EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La investigacion realizada por Taborda, Acevedo, Patifio, Forero y
Lépez (2007) titulada: Actividad antiviral in vitro de extractos de Hura
crepitans y Codiaeum variegatum en la replicacion del Herpes Virus Bovino
Tipo-1 (BHV-1B) y Virus de Estomatitis Vesicular (VSV), para la revista
Colombiana de Ciencias Pecuarias, cuyo objetivo fue determinar la actividad
bioldgica (actividad citotoxica (AC) y antiviral (AAV)) de las hojas de Hura
crepitans y Codiaeum variagatum, usando cuatro extractos de estas
(hexanico, en acetato de etilo, metandlico y acuoso), observandose que los
cuatro extractos utilizados presentaron actividad antiviral contra el VSV, pero
los extractos hexanico, en acetato de etilo y metandlico de H. crepitans
confirieron resistencia a la infeccion por BHV-1B. Lo que quiere decir que
pueden existir compuestos en el extracto hexanico de H. crepitans con una

actividad antiviral positiva.

Por otra parte, Gomez (2010) realiz6 una revision sobre la resistencia
de las levaduras del género Candida al fluconazol, publicada en la Revista
INFECTIO, esta investigacion se realizé en la Unidad de Infectologia del
Hospital Universitario San Ignacio, Bogota-Colombia, la cual tuvo como
objetivo describir los mecanismos de resistencia que presenta Candida sp., al
fluconazol, el factor de riesgo y el reto terapéutico que representa dicha

resistencia. Especificamente la resistencia de Candida albicans al fluconazol
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representa el 3 % con variaciones regionales y locales importantes, siendo el
continente africano con mayor indice de infeccion por Candida albicans. En
esta investigacion se tomaron 56 pacientes con candidiasis oral
pseudomembranosa con infeccion por VIH/Sida, y se encontré resistencia al
fluconazol en un 20,8 % para Candida sp., y 6,3 % con patron Sensible Dosis
Dependiente (SDD), lo que significa que la resistencia que presenta este tipo
de levadura no es prevalente, de acuerdo con la bibliografia mundial los
mecanismos de resistencia de Candida va a depender de qué tipo de
patologia presenta la persona, siendo las mas afectadas aquellas que tengas

inmunosupresion o enfermedades neoplésicas.

Asimismo, Silva, Diaz y Febre (2002), publicaron en la revista Chilena
de Infectologia un articulo titulado: Vigilancia de la resistencia de las
levaduras a antifungicos, el cual tuvo como objetivo conocer a profundidad
que especie del género Candida sp., presentaba mayor resistencia
antifangica en pacientes internados en Unidad de Cuidados Intensivo,
observandose que Candida albicans es la especie mas relevante de este
género en cuanto a resistencia se refiere. En esta investigacion se estudio la
presencia de Candida en las manos de personas que trabajan en el area de
la salud, arrojando como resultados que en los médicos la presencia de esta
levadura se encuentra en un 20 % y el otro 80 % esta presente en las manos

del personal de enfermeria.

Posteriormente, la investigacion realizada por Pardo, Arenas, Gomez,
Loray Gomez J. (2011) titulada: Determinacion de la actividad antifangica de
extractos de Lantana camara frente a Candida spp., reportaron que a pesar
de que la sensibilidad a los antifungicos, especialmente al fluconazol es alta
para la C. albicans, otras especies presentan baja sensibilidad a los

antifangicos utilizados tradicionalmente, por ello es de vital importancia
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encontrar nuevos antifingicos. Una de las estrategias para identificar estos
nuevos compuestos con propiedades antifungicas es a través del estudio de
los metabolitos secundario de las plantas, los cuales son fuente de principios
activos de medicamentos y de otros valiosos productos quimicos. La
investigacion demostro la presencia de flavonoides en el tallo y las hojas de
Lantana camara con actividad antifangica contra C. albicans, C. dublinensis,

C. guillermondii y C. krusei

Finalmente, el trabajo realizado por Mathey y Van Dijck (2013),
publicado en la revista Curr Genetic, una investigacion de revision titulada:
Conocimientos recientes en Candida albicans biofilm y sus mecanismos de
resistencia, el cual tuvo como objetivo observar como se comportaba este
hongo en ambientes bibticos y abidticos, y conocer si por medio del biofilm la
Candida albicans presenta resistencia antifingica, demostrandose que este
tipo de levadura son menos sensibles a la destruccién por componentes de

del sistema inmune.

En busca de indagar en lo anteriormente descrito, en la presente
investigacion se estudié la actividad antifUngica in vitro de extractos
vegetales de las hojas de la especie Hura crepitans L., (Euphorbiaceae) en
Mérida — Venezuela, contra cepas de Candida albicans y debido a ello se

formuld la siguiente interrogante:

e ;Qué actividad antifangica in vitro presentard los extractos crudos
(hexano, acetona y etanol) de las hojas de la especie Hura crepitans L.,
en cepas de Candida albicans, a través del método de difusién en agar

con discos?
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Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Estudiar la actividad antifingica in vitro de extractos vegetales de las
hojas de Hura crepitans L., (Euphorbiaceae) sobre cepas de Candida

albicans en Mérida — Venezuela.

Objetivos Especificos

e Recolectar las hojas de Hura crepitans L., en el Jardin Botanico de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes en el
Estado Mérida.

e Obtener los extractos crudos hexanico, aceténico y etandlico de las hojas

de Hura crepitans L.

e Estudiar la actividad antifungica in vitro de los extractos vegetales
obtenidos de Hura crepitans L., a través del método de difusién en agar

con discos frente a cepas de Candida albicans.

e Determinar la concentracibn minima inhibitoria (CMI) del extracto crudo

con actividad antifangica sobre cepas de Candida albicans.

e Determinar la presencia o ausencia de los principales grupos de
metabolitos de la especie estudiada a través del tamizaje fitoquimico

preliminar.

e Correlacionar la composicion fitoquimica de las hojas de Hura crepitans L.,

y su actividad antifangica.
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Justificacion de la Investigacion

Diversas razones justifican el estudio farmacoldgico y fitoquimico de
las plantas medicinales. El Grupo de Productos Naturales de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, ha venido
desarrollando una linea de investigacion que pretende estudiar la flora de la
region andina desde un punto de vista fitoquimico y biolégico, debido a la
gran diversidad de plantas que esta region posee. Se busca encontrar datos
farmacolégicos que validen su uso en la medicina tradicional, y dar a
conocer los efectos adversos que pudieran producir algunas plantas de uso

comun.

A través del estudio biolégico de las plantas, se podria determinar cudl
es el principio activo que produce la accion, o si existe un sinergismo entre
sus compuestos, cual es su margen de seguridad, asi como el de las
sustancias que le acompafian. A pesar de la amplia disponibilidad de
antifangicos para diversos tratamientos de enfermedades causadas por
hongos, en ocasiones la sintomatologia no desaparece, produciéndose la

denominada resistencia.

La intencibn de la actual investigacion es determinar la actividad
antifangica in vitro de una especie de los Andes Venezolanos como es Hura
crepitans L., ya que especies de su misma familia han sido estudiadas
preliminarmente por tener principios activos de importancia médica. Con la
finalidad de conseguir una opcion terapéutica ante alguna afeccion

posiblemente causada por agentes micoticos.

Por lo tanto, esta investigacidon se plante6 ya que en la literatura

consultada se ha sefialado que la composicion quimica de las hojas de Hura
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crepitans L., puede actuar como agente toxico en diferentes organismos y
microorganismos, lo que hace interesante el analisis de dicha especie
arborea para comprobar si posee actividad antifungica sobre uno de los

hongos oportunistas mas comun en el planeta, como lo es Candida albicans.

Siendo un gran aporte para la industria farmacéutica al momento de
desarrollar posibles tratamientos antifingicos, utilizando como principio activo
los diferentes grupos de compuestos encontrados en la especie y asi
contribuir con nuevos avances cientificos y farmacolégicos que permitan

contrarrestar diagndsticos micoldgicos eficazmente.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO REFERENCIAL

Antecedentes de Trabajos Previos

Adewuyi, Gopfert, Wolff, Rao y Prasad (2012), publicaron en la revista
ISRN Organic Chemitry una investigacion titulada: Sintesis de Azidohydrin
de Hura crepitans. Aceite de Semilla: Un recurso renovable para la Industria
Oleoquimica y Desarrollo Sostenible, el cual tuvo como objetivo evaluar si el
aceite de semilla de Hura crepitans podia ser utilizado como recurso
renovable en la industria oleoquimica, debido a la gran demanda de
productos a base de esta materia prima, tomando en cuenta que el aceite
extraido de la semilla de Hura crepitans se caracteriza por un indice de
yodo de 120,10 + 0,70 g de yodo/100 y un indice de saponificacion de
210,10 £+ 0,40 mg KOH/g con el acido graso predominante siendo C18: 2
(52,8 + 0,10 %). Los eésteres metilicos de acidos grasos epoxidados
preparados a partir del aceite se utilizaron para sintetizar el azidohydrin con
un rendimiento de 91,20 %, mostrandose asi la efectividad que tiene el
aceite de semilla de Hura crepitans para fabricar productos industriales y

domeésticos valiosos.

Por su parte, David et al., (2014) en la revista British Journal of Applied
Science & Technology publican una investigacion titulada: Actividades
antimicrobiana de los aceites esenciales de las semillas de Hura crepitans
(L.), Monodora myristica (Gaerth Dunal) y Xilopia aethiopica (Dunal A. Rich),

cuyo objetivo principal fue investigar las propiedades fisicoquimicas
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presentes en las semillas de las especies arboreas antes mencionadas,
utilizando una metodologia estandarizada para la determinacion de las
propiedades fisicoquimicas de dichos aceites, mientras que para evaluar las
propiedades antibacteriana y antifungica se utilizé el método de difusion en
agar realizando los ensayos con alimentos envenenados. Consiguiendo
unos resultados positivos en cuanto a la actividad antimicrobiana que
poseen los aceites esenciales del Xilopia aethiopica, mientras que los
aceites obtenidos de Hura crepitans no fueron tan eficientes, pero aun asi
presentan propiedades antifangica y una incidencia menor frente a las
propiedades antibacterianas, teniendo una relacion directa con la
problematica planteada ya que los resultados obtenidos por los cientificos
pueden servir de guia al momento de evaluar el comportamiento de las

cepas fungicas a ensayar.

Por otra parte, el Hura crepitans L., es un arbol considerado como
venenoso para las personas debido a la toxicidad de sus semillas y su latex,
ambos empleados para combatir afecciones cutaneas, como antileishmanial
y antihelmintico. La actividad antimalérica del latex fue investigada pero esta
resultdé negativa. La moderada toxicidad mostrada por un extracto de hojas
de esta especie en el ensayo de Artemia salina, estimuld a evaluar su
accion antiplasmodial. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Hura
crepitans L., mostré muy buena actividad antiplasmodial in vitro frente a P.
falciparum y excelente selectividad. Se ha reportado que en el tamizaje
fitoquimico fue consistente con la deteccion de alcaloides, lactonas,
triterpenoides o esteroides (o ambos), fenoles, quinonas, flavonoides,
antocianidinas, saponinas y aminoacidos (Fernandez et al., 2011). Por otra
parte se ha reportado que el aceite esencial aislado de Hura crepitans L.,

posee actividad insecticida (Adedire y Ajayi, 2003).

Los estudios anteriores tienen relacion con el problema de esta
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investigacion ya que queda demostrado que el Hura crepitans L., tiene
componentes biolégicos importantes para la realizacion de diferentes

productos, desde el campo clinico hasta el industrial.

Mas general, la investigacion realizada por Yoc, Soto, Gutiérrez y
Arriola (2012), se obtuvieron extractos etandlicos de tres plantas de la
familia Euphorbiaceae de consumo humano, como son: Euphorbia lancifolia,
Cnidoscolus aconitifolius var., mansa y Cnidoscolus aconitifolius var.,
estrella. Se ensay6 la actividad antilevadura por el método de dilucion en
placa, lo cual demostrdé que ningun extracto inhibe el crecimiento de hongos
levaduriformes a concentracion de 1 mg/mL. Pero se ha reportado la
inhibiciébn de levaduras (C. albicans y C. neoformans) por el extracto
etandlico de E. lancifolia en dosis entre 1-10 mg/mL. Con respecto al
ensayo antifungico se realiz6 para hongos filamentosos, donde el E.
lancifolia presentd actividad significativa contra el hongo T. mentagrophytes
y la bacteria B. subtilis a una CMI de 1 mg/mL.

Recientemente, en el 2015 la investigacidon realizada por Fabri, et al.,
sobre la especie botanica Manihot multifida (L.) Crantz (Euphorbiaceae), la
cual es ampliamente utilizada en la medicina popular para el tratamiento
heridas infectadas. Este estudio evalu6 el potencial antimicrobiano de esta
especie frente a cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas y
hongos, que se sabe causan infecciones en los seres humanos. Los
extractos mostraron concentracion minima inhibitoria que varia desde 39
hasta 2.500 g/mL para la actividad antimicrobiana. El extracto metandlico de
frutas, extractos acuosos y hexano de hojas mostraron una muy fuerte
actividad contra Candida albicans (ATCC 18804) con el CMI de 39 mg/mL.
Por otra parte, estos resultados corroboran el uso popular de esta especie en
el tratamiento de infecciones por hongos ya que demuestra una actividad

significativa frente a C. albicans.
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Finalmente, la investigacion realizada por Oloyede y Olatinwo (2014)
titulada: Investigacion fitoquimica, toxicidad y seleccion antimicrobiana de
aceite esencial y extractos de hojas y corteza de tallo de Hura crepitans
(Euphorbiaceae) en la revista Academia Arena, sefiala que el aceite
esencial de las hojas fue obtenido por hidrodestilacion y el andlisis por
Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas, donde
lograron mostrar la presencia de siete compuestos con el propionato de etilo
(39,6 %) y el alcohol isopentil (10,6 %) como componente mayoritarios. El
LCso obtenido de la prueba de mortalidad de camarén de salmuera indico
gue todos los extractos eran toxicos en grados variados. Con respecto a la
actividad antimicrobiana, el extracto de acetato de etilo de la corteza de tallo
fue el mas activo en la seleccion antimicrobiana, ya que inhibié el
Aspergillus niger y Candida albicans en todas las concentraciones
ensayadas, mostrando una actividad antifungal selectiva en comparacion

con el tioconazol.

Los estudio anterior, destacan la base bioquimica para el empleo
posible de Hura crepitans L., en la ethnomedicina, asi mismo permite
sustentar la metodologia seguida en la presente investigacion e inferir en los

grupos de compuestos quimicos encontrados en las hojas de la especie.
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Antecedentes Historicos Epistemoldgicos

La medicina natural o medicina naturista se usa desde la prehistoria, el
ser humano que habitaba el mundo en esa época tenia mucho contacto con
la naturaleza, y sus costumbres eran adquiridas de otros animales, por ende
el tratamiento de las posibles enfermedades que podian padecer lo
realizaban con la ingesta accidental o provocada de ciertas especies
naturales. Dentro de las comunidades primitivas existian chamanes o
sanadores, los cuales eran personas que usaban frutos, flores, plantas
medicinales y sustancias organicas e inorganicas para tratar diferentes

males o para la realizacion de ritos curativos (Fonnegra y Jiménez, 2007).

Asi mismo Fonnegra y Jiménez (2007), hace referencia a la medicina
tradicional china y asiatica, como la medicina que usa la flora medicinal
desde hace unos 10.000 afios. Dentro de esta medicina naturista se han
catalogado unas 7.000 especies diferentes y se ha desarrollado un peculiar
sistema de tratamiento que se basa mas bien en el gusto, el olor y la

temperatura de la planta, que en los estudios farmacolégicos.

También se puede encontrar la medicina de los griegos y los romanos,
donde los personajes mas importantes fueron Pitagoras en los afios 600
a.C., quien fue el que dejo las primeras indicaciones de la salud, por otra
parte encontramos a Hipocrates de Cos en los afios 400 a.C., fue quien

postulo la teoria de la “Physis” o “Naturaleza Universal”, la cual expone:

Segun esta teoria las naturalezas de un hombre, un
animal o una planta son Unicamente diversificaciones
de una Physis universal y cada parte del cuerpo
humano es Unicamente la diversificacion de la Physis
del hombre, una estructura de la realidad compuesta
de cuatro “elementos primarios”. el aire, el agua, la
tierra y el fuego; a los que se afaden cuatro “potencias

14



Estudio in vitro de la actividad antifingica de extractos vegetales de
Hura crepitans L. (Euphorbiaceae) sobre cepas de Candida albicans.

fundamentales”: lo caliente, lo frio, lo humedo y lo seco;
y cuatro “elementos secundarios”: la sangre, la pituita o
flema, la bilis amarilla y la bilis negra (Fonnegra y
Jiménez, 2007: p. 9).

Siendo estos los origenes de la medicina naturista, posteriormente se
mantuvieron estas teorias y salieron a la luz nuevos postulados por parte de
diferentes personajes de la historia. Roldan (1999), hizo referencia a la
teoria de las signaturas, la cual nace en una época antigua y explica las
relaciones que podian tener las formas y color propio de la enfermedad con
la posible planta curativa de la misma, ya que se decia que si se encontraba
una planta con la misma forma o un color parecido esta podia curar dicha
enfermedad. Creencia que muchas veces fallaba, pero esto dio inicio a
nuevos avances y conocimientos cientificos que superaron la época del

empirismo.

Desde la prehistoria hasta la actualidad, se han usado todos los
beneficios que brinda la naturaleza para tratar diferentes patologias, ya que
este tipo de medicina reduce en un gran porcentaje el riesgo a padecer
efectos secundarios cuando se utiliza. Fue entonces a principios de los
aflos noventa, cuando la organizacion Mundial de la Salud, identifico que el
80 % de la poblacion mundial recurre a la medicina tradicional para asistir
problemas de salud, usando principalmente las plantas medicinales
(Lorenzo et al., 2008).
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Bases Teodricas

Familia Euphorbiaceae

Las especies pertenecientes a la familia Euphorbiaceae han sido de
gran interés en la medicina tradicional, ya que es una de las familias
de angiospermas mas diversas en habito, habitat y morfologia, las hay para
todos los gustos, dado que son tantas y se han adaptado a las méas diversas
condiciones de vida (Babillo y Schnee, 1965). Presenta cinco subfamilias,
49 tribus, 317 géneros y cerca de 8100 especies distribuidas en todo el
mundo, con excepcion de las zonas polares, estando mejor representadas
en las regiones tropicales y subtropicales (Martinez et al., 2002). En todo el
mundo son conocidas como lechetreznas, por la facilidad con que sueltan

un liquido lechoso cuando se les corta o lastima (Jones, 1988).

La familia Euphorbiaceae esta representada en la farmacopea
indigena de América del Sur (Macrae, Hudson y Towers, 1988). Su uso
tiene un rango muy amplio; incluyendo el tratamiento de heridas, infecciones
de la piel, inflamaciones, como ténico o afrodisiaco y para el tratamiento
contra el cancer (Hartwell, 1969). En esta familia se encuentran diterpenos
toxicos en 14 de los 300 géneros, entre estos: Aleurites, Croton,
Excoecaria, Euphorbia, Hippomane, Hura, Jatropha, Sapium, entre otras.
Los compuestos toxicos generalmente se encuentran en bajas
concentraciones (0,05 — 0,1 %), todos son irritantes de la piel y mucosas y
su toxicidad por via oral es importante, tanto en animales como en el
hombre (Bruneton, 2001).

Por otro lado, la familia Euphorbiaceae se encuentra subdividida en
cinco subfamilias: Acalyphoideae, Crotonoideae, Euphorbioideae,
Oldfieldioideae y Phyllanthoideae. La subfamilia Euphorbioideae incluye
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cinco tribus: Stomatocalyceae, Hippomaneaea, Pachystromateae, Hureae y
Euphorbieae (Martinez et al., 2002).

Caracteristicas Botanicas y Distribucion Geografica de la Familia

Euphorbiaceae

Los miembros de esta familia se caracterizan por ser arboles, arbustos,
hierbas o trepadoras, a menudo con savia lechosa; plantas monoicas o
dioicas. Hojas alternas, a veces opuestas o raramente verticiladas, simples
o palmatilobadas a palmaticompuestas, enteras o dentadas, a veces
glandulares en el peciolo 0 en los margenes; estipulas persistentes caducas
o ausentes. Inflorescencias cimosas, racemosas 0 espigadas, perianto
biseriado, uniseriado o ausente; sépalos mayormente 4 6 5; pétalos
generalmente 4 6 5, frecuentemente reducidos o ausentes; disco floral a
veces ausente; estambres 1 hasta numerosos, libres o unidos, anteras
mayormente 2-loculares, con dehiscencia longitudinal; ovario supero
generalmente trilocular, placentacion axial, évulos 1 6 2 por l6culo, estilos
libres o unidos, frecuentemente bifidos o multifidos. Frutos generalmente
capsulares que se descomponen en tres partes o0 a veces drupaceos;
semillas generalmente con abundante albumen, embrién grande recto o
ligeramente curvo. La clasificacion taxonomica se resume en el esquema 1
(Webster, 2001; Babillo y Schnee, 1965).

La familia Euphorbiaceae se encuentra distribuida a nivel mundial en
regiones tropicales, solo esta ausente en regiones del artico, en Venezuela
muy frecuente en la tierra caliente y en la faja inferior de la tierra templada
(Schnee, Leal y Benitez, 2010).
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Esquema 1. Clasificacion TaxonOmica de la FamiliaEuphorbiaceae.

Segun la clasificacion del Dr. Arthur Cronquist (Jones, 1988).

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida (Dicotiledoneas)
Subclase: Rosidae

Orden: Euphorbiales

Usos Medicinales de la Familia Euphorbiaceae

Se ha reportado que distintos géneros de la familia botanica
Euphorbiaceae se han usado en la medicina tradicional para el tratamiento
de procesos infecciosos del sistema digestivo, respiratorio, genitourinario y
parasitosis (Caceres, 1996). Entre algunos ejemplos se tiene los descritos a
continuacion: Acalypha indica Vell., es aplicada por via topica para el
tratamiento de enfermedades de la piel, la Euphorbia antiquorum Wall., es
ingerido en dosis bajas de latex seco que ayuda al libre movimiento de las
extremidades. Las hojas frescas de Phyllanthus amarus Schumach., y
Phyllanthus emblica L., se muelen y mezclan con leche de vaca o cabra para
curar la ictericia y tos respectivamente (Chellaiah, Muniappan, Nagappan y
Savarimuthu, 2006).

Cabe considerar, que para aumentar la secrecién lactea en mujeres se
ingiere la infusion de Euphorbia lancifolia Schltdl., y la savia de Ricinus
communis L. (Chellaiah et al., 2006), el Croton socotranus Balf., y Euphorbia
socotrana Balf., son utilizadas para el tratamiento de enfermedades y heridas

de la piel (Mothana, Lindequist, Gruenert y Bednarski, 2009). Algunas
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especies han sido descritas en estudios por presentar actividad
antibacteriana: Croton lechleri Miull.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 econdmicamente importantes como el aceite de ricino (R.
communis) que es una materia prima para muchos productos industriales,
tales como lubricantes y pinturas, el arbol del caucho (Hevea brasiliensis) el
cual es el recurso mas importante de caucho natural para los neuméticos y
otros productos y las semillas de pifion (Jatropha curcas) tienen alto
contenido de aceite y pueden ser facilmente transformados en biodiésel
(Changying, Wenquan, Yun, Xin y Weiping, 2009). En la Tabla 1, se resume
los usos mas frecuentes de algunas especies pertenecientes a la familia

Euphorbiaceae.

Composicion Quimica de las Euphorbiaceae

En las plantas de la familia Euphorbiaceae se ha demostrado la
presencia de triterpenoides seguidos por los flavonoides y alcaloides como
las principales clases de sustancias de interés para los fitoquimicos. Sin
embargo, también se ha reportado la presencia de otras sustancias como
cumarinas, taninos y lignanos (Yoc et al., 2012).

Asimismo, Quituisaca (2015) sefiala que de la familia Euphorbiaceae se
han aislado compuestos con actividad biolégica como: terpenoides,
flavonoides, taninos, compuestos polifendlicos, cumarinas, lectinas vy
péptidos. Del latex de las plantas se han reportado 55 terpenos. Los terpenos
gue son biosintéticamente derivados de unidades de isopreno, son utilizados

por las plantas para proteccion contra herbivoros y patégenos.
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Tabla 1. Usos Medicinales de Especies de la Familia Euphorbiaceae.

USOS ESPECIES
Afrodisiaco Mallotus spp., Phyllanthus spp.
Antiabortiva Alchornea cordifolia, Bridelia micantha.
Antiasmatica Crotton spp., Euphorbia spp., Jatropha
gossypifolia, Ricinus communis.
Antibiético Acalypha wilkesiana, Croton sellowii,
(generalmente antibacterial) Euphorbia spp., Flueggea virosa,
Sauropus rostratus.
Anticancer Croton spp., Euphorbia spp.
Anticonceptivo Mallotus phillippinensia.
Antihelmintica Alcalypha indica, Alchornea coridifolia,
(vermifugo) Croton macrostachys, Euphorbia spp.,
Jatropha curcas, Mallotus spp.
Antihistaminico Euphorbia hirta.
Antipirético (antifebril) Euphorbia nerifolia.
Bronquitis Euphorbia spp.
Colérico y Conjuntivitis Euphorbia spp., Croton tiglium.
Dermatitis Croton cortesianus.
Diabetes Bridelia feruginea, Croton spp.,
Euphorbia hirta, Phyllanthus spp.
Diarrea Acalypha aistralis, Alchorrea cordifolia,

Euphorbia  spp., Jatropha  spp.,
Phyllanthus spp., Ricinus communis.

Disenteria Acalypha australis, Alchornea
cordifolia, Breynia spp., Mallotus
appositifolius.

Diurético Acalupha evrardii, Bridelia ferruginea,
Euphorbia spp., Homonoia riparia,
Jatropha curcas, Manihot esculenta,
Phyllanthus spp., Sapium sebiferum.

Dolor Abdominal Antidesma venosum, Bridelia
sleroneuroides.
Dolor de pecho Croton flavens, Euphorbia spp.,

Erythrococca  rigidifolia,  Flueggea
virosa, Phyllanthus muellerians.
Elefantiasis Glochidion puberum, Hura crepitans.

(Yoc et al., 2012; Salamanca s.f.).
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Tabla 1. Usos Medicinales de Especies de la Familia Euphorbiaceae

(Continuacion).

USOS ESPECIES
Emético Acalypha indica, Alchornea cordifolia,

Euphorbia spp., Hura crepitans,
Jatropha curcas, Mareya micrantha,
Pedilanthus thisthymaloides.

Enema Jatropha curcas, Mallotus oppositifolius,
Pyllanthus muellerianus.

Hepatitis Euphorbia splendens, Mallotus apelta,
Phyllanthus urinaria.
Expectorante Acalypha indica.

Fiebre Acalypha australis, Alchorrea cordifolia,
Breynia spp., Bridelia ferruginea, Croton
linearis, Euphorbia spp., Jatropha spp.,
Phyllanthus spp., Sauropus rostratus,
Saussurea lappa.

Hemorragia Acalypha australis, Alchorrea cordifolia,
Breynia spp.
Hipotensivo Aleurites fordii, Euphorbia maddeni.

Ictericia Euphorbia kumifusa, Jatropha curcas,

Induce menstruacion

Ricinus communis.
Ricinus communis.

Influenza Clutia abyssinica.
Insecticida Croton spp., Hura crepitans, Mallotus
Rapandus.
Lactogogo Euphorbia thymifolia, Jatropha curcas.
Lepra Hura crepitans, Mereya micrantha.
Ricinus communis.
Malaria Alchornea cordifolia, Croton spp.,
Glochidion puberum.
Neuralgia Euphorbia tirucalli.
Purgante Acalypha spp., Bridelia spp., Clusia

(catartico, laxativo)

(Yoc et al., 2012; Salamanca s.f.).

abyssinica, Croton spp., Elaephorbia
drupifera, Hippomane mancinella,
Homona riparia, Hura crepitans,
Jatropha spp., Mallotus phillipinensis.
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Terpenoides: son conocidos como isoprenoides, ya que son un grupo
de productos naturales que incluyen todas aquellas sustancias quimicas que
derivan biosintéticamente del acido mevalénico (AMV) y que original el
isopentenil pirofosfato. La unidad estructural basica de los terpenos es el
isopreno [1], constituido por cinco &tomos de carbono (Figura 1). Su union
sucesiva da lugar a los distintos tipos de terpenos (Albornoz, 1980). Del latex
de muchas Euphorbiaceae, contiene hasta un 30% de terpenos,

hidrocarburos de cadena larga (C30 triterpenoides) (Yoc et al., 2012).

Figura 1. Molécula de Isopreno.

X

isopreno [1]

Esteroles: Son aguellas sustancias que poseen el nucleo del
ciclopentano-perhidrofenantreno, que puede o no presentar cadena lateral en
Ci7, asi como los metilos angulares en Ci9 y C;3 (Marcano y Hasegawa,
2002). Se ha reportado que este grupo de compuestos reduce el colesterol
sérico, inhibe el crecimiento de células cancerigenas, son antiinflamatorias y

tiene efecto de liberacién de la insulina (Hung et al., 2008).

Con respecto a especies de la familia Euphorbiaceae, se ha identificado
el B-sitosterol [2]. También se presentan otros esteroles pero en cantidades
relativamente pequefias, como el estigmaterol [3], campesterol [4] y el
colesterol [5] (Figura 2) (Yoc et al., 2012).
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Figura 2. Esteroles en Especie de Euphorbiaceae.
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Flavonoides: Estos compuestos son antioxidantes, otros son
inhibidores enziméticos, pero en su mayoria son pigmentos responsables de
la coloracién de numerosas flores y algunos frutos, atraen y guian a los
polinizadores, favoreciendo asi la reproduccion de la especie (Harbone,
Mabry T., y Mabry H., 1975).

Por su parte, la familia Euphorbiaceae es rica en flavonoides,
particularmente flavonas y flavonoles, que se han identificado en varios
géneros. Los flavonoides se detectaron en diferentes partes de las plantas, a
excepcion de las raices. Los dos flavonoles comunes, canferol [6] vy
quercetina [7] son los mas ampliamente distribudidos en los diferentes

géneros de la familia (Figura 3) (Yoc et al., 2012).

Figura 3. Flavonoles en Géneros de la Familia Euphorbiaceae.
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Lignanos: Los lignanos actian como inductores de la resistencia de las
plantas hacia los agentes patdégenos y a los animales herbivoros. Entre las
acciones farmacolégicas, se han citado como: sedantes, citotdxicos,
fungicidas, cercaricidas, psicotropicos, insecticidas, y el mas reconocido es la

antineoplasica (Marcano y Hasegawa, 2002).

Los lignanos han sido, hasta ahora, identificados en sé6lo dos géneros

de la familia: Jatropha y Phyllanthus. Las hojas de Phyllanthus miruri Linneo,
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contienen filantina [8] e hipofilantina [9] (Figura 4) (Anjaneyulu, Rao y Row,
1973).

Figura 4. Lignanos en Géneros de la Familia Euphorbiaceae.

0
OCH \/
s 0

filantina [8] hipofilantina [9]

Alcaloides: Son compuestos nitrogenados heterociclicos, poseen
marcada accion fisiolodgica tanto en el hombre como en los animales, ya que
tienen actividad farmacolégica como anestésicos, analgésicos, antipiréticos

entre otros (Bruneton, 2001).

Varias clases de alcaloides se presentan en ciertos géneros de la
familia Euphorbiaceae y en particular en especies de los géneros Croton,
Phyllanthus y Securinega. Del esqueleto de imidazol [10] so6lo se han
detectado en el género Glochidion. Las especies de Croton contienen varios
tipos de alcaloides, isoquinolinas [11], quinolinas como vasicina [12] y
pirrolidina [13]. Varios alcaloides de quinolizidina [14] se identificaron en la
familia (ver Figura 5), pero principalmente en especies de Phyllanthus y
Securinega (Souza, 2012).
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Figura 5. Alcaloides en Géneros de la Familia Euphorbiaceae.
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GENERO Hura L.
Caracteristicas Botanicas del Género HuraL.

Son grandes arboles con el tronco cubierto de aculeos duros,
puntiagudos y conicos, latex copioso, lechoso o translicido; plantas
monoicas. Hojas alternas, simples, ampliamente ovadas, 7-18 cm de largo
y 6-16 cm de ancho. Flores estaminadas en espigas densas, terminales,
pedinculo 2-12 cm de largo, cada flor envuelta por una bractea
membranacea que se abre longitudinalmente en la madurez, caliz cupular y
denticulado, pétalos y disco ausentes, estambres numerosos, filamentos
fusionados en una columna, anteras en 2-numerosos verticilos; flores
pistiladas solitarias en las axilas de las hojas superiores, pétalos y disco
ausentes. Fruto una cépsula grande, 3-5 cm de largo y 5-8 cm de didmetro,

lefiosa, algo deprimida, con dehiscencia explosiva; semillas grandes de 1,5—
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2 cm de didmetro. La clasificacion taxondmica del género se muestra en el

esquema 2 (Martinez et al., 2002).

El género Hura es exclusivamente Neotropical con dos representantes:
Hura crepitans L., de amplia distribucion en la América Tropical y en la
mayoria de las islas del Caribe y Hura polyandra Bayllon, restringida a la
América Central, desde Costa Rica hasta México. Si bien los caracteres de
diferenciacion dendroldgica entre ambas especies son escasos, ho existen
problemas en la correcta identificacion, pues éstas poseen rangos de
distribucién distintos y so6lo convergen en Costa Rica (Justiniano y
Fredericksen, 2000). Este género fue descrito por Carolus Linnaeus
y publicado en (1753) en Species Plantarum, 2: 1008 (Hokche, Berry y
Huber, 2008).

Esquema 2. Clasificacion Taxondmica del Género HuralL.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Subfamilia: Euphorbioideae
Tribu: Hureae

Género: Hura L.

Fitoquimica y Usos Tradicionales del Género Hura L.

Las especies pertenecientes al género Hura se han caracterizado por
ser usadas comercialmente, ya que la madera puede ser sometida a uso en
obras de carpinteria, encofrados, chapas, carrocerias, obras interiores,
partes internas de puertas entamboradas (Ledn y Chavarri, 2006). De la
especie Hura Polyandra Baill., se ha reportado que es una especie muy

toxica, al ingerir la semilla con cascara produce vOmito violento, cefalea,
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sensacion de quemadura en garganta, evacuaciones diarreicas humerosas y
dolor abdominal a los pocos minutos de haber sido ingeridas, incluso se ha
seflalado que la toxicidad de Hura polyandra es semejante a la Hura
crepitans, Jaffé en 1943 aisl6 una enzima proteolitica, un diterpeno

carcinégeno denominada Hurain o huratoxina [15] (Figura 6) (L6pez, 2002).

Figura 6. Diterpeno Aislado de Hura polyandra Baill.

CHg3

huratoxina [15]

Especie Hura crepitans L.

Caracteristicas Botanicas y Distribucién Geogréfica de laEspecie

Hura crepitans L.

El Hura crepitans L., es un arbol de 10 a 40 metros de alto, con troncos
y ramas espinosos sus hojas mas o menos orbiculares, de apice cuspidado-
acuminado y base cordiforme o redondeada, con margen entero o dentado,
glabras o muchas veces pilosa a lo largo de los nervios en la cara inferior,
ademas tiene estipulas linear-lanceoladas, pubescentes caedizas y flores

unisexuales apétalas, donde las flores masculinas estan agrupadas en
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espigas cilindrico oviformes de color rojizo pardo, caliz irregularmente
dentado, filamentos y conectivos unidos en una columna gruesa, anteras
agrupadas en 2 a 5 verticilos alrededor de esta columna y las flores
femeninas solitarias en las axilas de las hojas superiores o en la base de las
espigas masculinas, caliz con margen entero, ovario con 5 a 20 celdas,
estilo unidos en una columna larga y carnosa, estigma mas o0 menos

estrellado y de color violaceo rojo (Schnee et al., 2010).

El jabillo como es comunmente llamada (otros nombres comunes en la
Tabla 2), es un arbol de sombra ampliamente conocido en toda Venezuela,
su area de distribucibn abarca toda Centroamérica y el norte de
Sudamérica. En Venezuela esta ampliamente extendido en los bosques
tropofiticos de la tierra caliente, abundando también a lo largo de los rios
quebradas y valles humedos de la cordillera costanera y cuenca del lago de
Maracaibo (Hoyo, 1979).

Su amplia distribucién abarca desde América Central (Costa Rica y
Panamd), las Indias Occidentales e islas del Caribe, al norte; a las Guyanas
y la base de la ladera oriental de la Cordillera de los Andes al oeste, y hasta
el Brasil, Pera y Bolivia en la parte meridional. Su limite de distribucion
termina, al norte, en Costa Rica, donde es remplazada por H. polyandra,
siendo ésta la Unica zona en que ambas especies coexisten (Justiniano y
Fredericksen, 2000). La clasificacion taxondémica de la especie Hura

crepitans L., se presenta en el esquema 3.

29



Estudio in vitro de la actividad antifingica de extractos vegetales de
Hura crepitans L. (Euphorbiaceae) sobre cepas de Candida albicans.

Tabla 2. Nombres Comunes de Hura crepitans L.

NOMBRES COMUNES PAIS
Assacu, Uassacu y Acau Brasil
Ochod, Assacu, Jabillo y Ochoho Bolivia
Arenillero, Arenillo, Milpesos, Tronador, Ceiba
lechosa, Amarilla lechosa, Habilla, Salvadera, Colombia

Jabillo, Castarieto, Ceibo, Ceiba mil pesos, Ceiba de
leche, Acuaparo, Aosacin, Rasquifioso y Acuapa

Javillo Costa Rica
Haba, Habillo, Javillo y Salvadera Cuba
Habillo, Somorona y Veneno Ecuador
Hurawood, Sandbox, Hura y Possum Wood Estados Unidos
Tetereta Guatemala
Sablier Guyana
Jabillo, Ovillo, Nune, Tronador, Javillo, Coquillo
macho, Nuno y Haba México
Catahua, Habilla, Catahua amarilla 'y Peru
Castaina
Molinillo Puerto Rico
Jabillo, Habillo, Ceiba y Javilla Venezuela

(Arostegui, 1982).

Esquema 3. Clasificacion Taxondmica de la Especie Hura crepitans L.

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Subfamilia: Euphorbioideae
Tribu: Hureae

Género: Hura

Especie: H. crepitans L.
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Usos Tradicionales de la Especie Hura crepitans L.

El latex de esta especie era utilizado, desde la época precolombina,
para envenenar o “embarbascar’ el agua para la pesca. Desde hace
aproximadamente 40 afios, esta especie ha sido aprovechada en
Centroamérica y el Caribe para la fabricacion de cercas, verjas, embalajes,
interiores, laminados, moldes, muebles y canoas. Su uso ha sido limitado
debido a que su madera; relativamente blanda, es susceptible al ataque de
hongos y a la facilidad con que se cimbra o dobla cuando esta hiumeda, sin
embargo, el ataque del hongo llamado “mancha azul” afecta solo el aspecto

de la madera y no asi su estructura (Justiniano y Fredericksen, 2000).

En este mismo orden de ideas, se ha reportado que el Hura crepitans
L., se le ha encontrado diferentes utilidades por sus propiedades biol6gicas
y quimicas, dentro de los usos que posee el arbol uno de los mas
resaltantes es que uno de sus componentes sirve como repelente de
zancudos, ya que posee un agente toxico para ellos. Ademas de esto los
frutos pueden consumirse tostados en pequefias cantidades, pero crudos
son muy peligrosos por el latex, con propiedades purgantes como la pichoga
(Burger y Huft, 1995). Por otra parte, Hoyo (1979) lo cita como un arbol

ornamental y de sombra, siendo apropiado para parques, plazas y jardines.

Extractos Vegetales

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido
por tratamientos de productos vegetales con solventes apropiados, tales
como agua, etanol, o éter, de elementos solubles, constituidos por una
mezcla de principios activos y sustancias inertes que se producen de la

totalidad o de partes de una planta fresca o seca (Lizcano y Vergara, 2008).
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Asimismo, para la determinacion de los extractos también llamados
componentes no volatiles, se lleva a cabo una extraccion sélido - liquido con
disolventes organicos, que penetran en la materia vegetal y disuelven las
sustancias, que son evaporadas y concentradas a baja temperatura.
Después, se elimina el disolvente, obteniendo la fraccidbn deseada (Ruiz y
Susunaga, 2000).

Consistencia de los Extractos

Los extractos vegetales se clasifican en cuatro grupos: blandos,
firmes, secos y fluidos (Lizcano y Vergara, 2008). A continuacion una breve

explicacion de los mismos.

Extractos Blandos: Tiene la caracteristica de tener la consistencia de
la miel espesa; algunas veces, debido a la absorcion de la humedad

atmosférica, presentan una consistencia menos densa.

Extractos Firmes: Estos se asemejan con la masa con la cual se
fabrican o manufacturan las pildoras; deben tener la caracteristica especial

de no adherirse a los dedos.

Extractos Secos: Se les conocia con la denominacion de “sales
esenciales”. Son los extractos en los cuales el disolvente ha sido casi
totalmente eliminado, contienen del 5 al 8% de agua. Se reducen facilmente

a polvo y facilitan su manipulacion y dosificacion.

Extractos Fluidos: Son preparados en una forma tal que el peso del
extracto corresponde exactamente al peso de la sustancia empleada como

medicamento, desecada al aire y pulverizada.
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Obtencién de los Extractos Vegetales

Maceracion

Consiste en una extraccion que se realiza a temperatura ambiente, para
remojar el material vegetal, debidamente fragmentado en un solvente (agua,
hexano, metanol se prefiere los solventes organicos puesto que a largos
tiempos de extraccion el agua puede propiciar la fermentaciéon o la formacion
de mohos) hasta que éste penetre y disuelva las porciones solubles. Se
puede utilizar cualquier recipiente con tapa que no sea atacado con el
disolvente; en éste se colocan el material vegetal con el disolvente y tapado
se deja en reposo por un periodo de 2 a 14 dias con agitacion esporadica.
Luego se filtra el liquido, se exprime el residuo, se recupera el solvente en un

evaporador rotatorio y se obtiene el extracto (Gonzéalez, 2004).

Percolacion

Asimismo Gonzalez (2004) define la percolacion, también conocido
como lixiviacién, es uno de los procesos mas difundidos pues se puede
realizar con disolventes organicos en frio para preservar los compuestos
termolabiles que pudiera contener el material. Consiste en colocar el material
fragmentado en un embudo o recipiente cénico y hacer pasar un disolvente
adecuado a través del mismo. No es apropiado para resinas o0 materiales que
se hinchen dado que el disolvente no percolara. Se requiere agregar solvente

constantemente.

Propiedades Antifungicas de Extractos Vegetales

Actualmente es de gran interés y preocupacion entre la comunidad
cientifica, la industria farmacéutica y las autoridades sanitarias, la creciente
resistencia de los hongos patégenos a los agentes antifingicos comerciales.

Debido a ello se ha incrementado la necesidad de encontrar nuevos
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compuestos con propiedades antifingicas, en particular aquellos
provenientes de fuentes naturales. Teniendo en cuenta que las plantas son
por naturaleza las mejores fabricas de compuestos quimicos, la investigacion
ha conducido hacia la determinacion de la actividad biolégica de un gran

namero de especies vegetales (Ospina, 2012).

Los extractos de plantas han demostrado en ensayos in vitro e in vivo
ser una alternativa para el tratamiento de enfermedades causadas por
hongos. Por ello, en la Tabla 3 se muestran algunas investigaciones actuales
a partir de extractos vegetales y su efectividad ante microorganismos

patdgenos.

Actividad Antifungica

Un agente antifingico o antimicético, es una sustancia capaz de
producir una alteracion de las estructura de una células fangicas
consiguiendo inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de
supervivencia. El mecanismo de accion de los medicamentos que inhiben el
crecimiento de hongos, depende del lugar en el que actlen, lo cual esta
relacionado con la estructura quimica del antifungico (Bidart, 2014).

Mecanismo de Accién Antifungica Sobre la Membrana Celular de

Hongo

La membrana celular de los organismos fungicos al igual que la célula
de los mamiferos estd compuesta por lipidos en primera instancia, en las
células fangicas el lipido principalmente encontrado es el ergosterol. La
diferencia del contenido de esteroles entre una célula y otra ha sido
explotada como sitio blanco para los medicamentos antifungicos (Gregori,

2005). Dentro de ellos se tiene a los polienos, azoles y alilaminas.
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Tabla 3. Evaluacién de la Actividad Antifungica de Extractos Vegetales.

ESPECIE/EXTRACTO HONGO
Pedilanthus
tithymaloides L. Fusarium
Ponit (Ultimorrial) oxysporun
(10y 13.33
Extracto etandlico mg/mL)
hojas
Manihot multifida
(L.) Crantz Candida
(Euphorbiaceae) albicans
(ATCC 18804)
Extracto metandlico, | CIM 39 ug/MI

acuoso y hexano de
frutos
Melia azederach L.
Colletotrichum
Extractos totales en sp.
etanol a partir de

hojas secas 50, 75, 100 ppm

Acacia
Farnesiana Fusarium
oxysporum f. sp.
Extracto Lycopersici
hidroalcohdlico y
acuoso
Azadirachta indica
A. Juss Hongos
Extracto de hojas dermatofitos
(CMI: 100pg/mL),
semillas (CMI:
625ug/mL) y
biomasa celular
(CMI: 2500pg/mL)
Propoleo Candida
de la abeja Apis albicans
mellifera (ATCC 14055),
Cryptococcus
Extracto etandlico al neoformans,
15% y Aspergillus
fumigatus

TAMIZAJE
FITOQUIMICO

Terpeno, esteroles,
lactonas,
flavonoides
antocianinas y
alcaloides

Fenoles,
flavoniodes y
triterpenoides

Terpenos/esteroles,
alcaloides,
saponinas, taninos
y antocianinas

Flavonoides,
taninos, fenoles,
alcaloides y
saponinas

Compuestos
triterpenoides

REFERENCIA
Marquez et

al., 2007

Fabri et al.,
2015

Pérez et al.,
2011

Rodriguez et
al., 2012

Ospina,
2012

Londofio et
al., 2008
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Polieno: Son medicamentos que forman poros en la membrana celular
del hongo alterando la permeabilidad de la membrana lo que permite una
pérdida de proteinas, glucidos y cationes monovalentes y divalentes,

causando la muerte celular (Gregori, 2005).

Azoles: Son antifungicos de tipo sintéticos; constituyen una alternativa
a los polienos, ya que se encuentran disponibles en una gran diversidad de
productos; estos se clasifican en dos grupos:
- Imidazoles: Clotrimazol, Miconazol, Ketoconazol.
- Triazoles: Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol, Posaconazol,

Ravuconazol.

Su mecanismo de accion es fungistatico, debido a que actta inhibiendo
al citocromo P450 dependiente de enzimas, dando como resultado la sintesis
incompleta del ergosterol y por consiguiente la degeneracion de la membrana

de la célula fungica (Gregori, 2005).

Alilaminas: Trabajan de forma similar a los azoles, conceptualmente
ellas inhiben la sintesis del ergosterol ya que inhiben a la enzima escualeno
epoxidasa, lo que produce una disminucion en el crecimiento del hongo
(Gregori, 2005).

Mecanismo de Accidén Antifungica Sobre el Nucleo de la Célula

Flngica

Antimetabolitos: Un clasico antimetabolito es la fluocitosina o 5-
fluorocitosina. Este farmaco es transportado por la citosina permeasa en el
citoplasma de la célula fungica, donde se convierte en 5-fluorouracil (5-FU)
por la citosina diaminasa. El 5-FU es fosforilado e incorporado dentro del
RNA convirtiéndose en el dexosinucleotido, el cual inhibe a la timidilato

sintetasa y de esta forma impide la sintesis de proteinas de la célula.
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También inhibe la sintesis de la proteina fungica, reemplazando el uracil con
5-FU en el ARN fungico (Gregori, 2005).

Agentes miscelaneos: En esta clase se encuentra el griseofulvin, el
cual inhibe la mitosis, al destruir el huso mitético, necesario para efectuar la

division celular (Gregori, 2005).

Hongos

Los hongos son organismos eucariotas que se clasifican en mohos,
levaduras y setas, los cuales anteriormente se encontraban en el reino
plantae ya que se consideraban vegetales inferiores por no presentar la
propiedad para la formacién de tejidos (Thallophytas), hoy en dia este tipo
de organismo vivo pertenece a un reino diferente al de los animales y

plantas llamado reino Fungi o Eumycota (Negroni, 2009).

Sabiendo que la micologia es la ciencia encargada del estudio de los
hongos, se puede decir que a partir de ella se desglosan diferentes ramas
gue abarcan estudios en la industria alimenticia (panes, quesos y bebidas
alcohdlicas), industria farmacéutica, industria quimica y en el sector clinico,
encontrandose aproximadamente unas 300.000 especies de hongos en el
mundo, de las cuales un poco mas de 200 especies estan relacionadas con
la micologia clinica (Negroni, 2009).

Las micosis superficiales son las infecciones por hongos mas comunes
en todo el mundo y constituyen un problema de salud publica especialmente
en paises tropicales. El clima humedo, la sobrepoblacion y las malas
condiciones higiénicas han conducido a un aumento de la prevalencia de
estos patdgenos adquiriendo una gran importancia médica, siendo ademas

una causa de consulta médica frecuente (Alvarez et al., 2005).

Dentro de los agentes etiolégicos mas comunes de las micosis

superficiales se encuentran los hongos pertenecientes al género Candida, el
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cual esta conformado por més de 100 especies descritas a nivel mundial,
siendo un pequefio grupo el que se encuentra implicado en infecciones
clinicas. Candida albicans es la especie aislada con mayor frecuencia a
partir de muestras clinicas y generalmente representan entre un 90 % y un
100 % de las cepas aisladas de muestras de mucosas, y entre un 50 % y 70
% de las cepas procedentes de pacientes inmunosuprimidos (Murray,
Rosenthal y Pfaller, 2006).

Mecanismos de Resistencia de los Hongos

La pared celular de los hongos es una estructura con gran plasticidad
que protege a la célula de diferentes tipos de estrés ambiental, entre los que
destacan los cambios osmoéticos. Ademas, la pared celular permite la
interacciébn con el medio externo ya que algunas de sus proteinas son
adhesinas y receptores. Algunos de sus componentes tienen una alta
capacidad inmunogénica. La pared celular es una estructura caracteristica
de los hongos y esta compuesta por glucanos, quitina y glicoproteinas
(Pontén, 2008).

Al no estar presentes los componentes de la pared celular fungica en
el ser humano, esta estructura es una diana excelente para la terapia
antifangica. La anidulafungina, como el resto de las equinocandinas, actla
sobre la B-1,3-D-glucano sintetasa inhibiendo la formacién del R-1,3-D-
glucano y produce, segun el tipo de hongo, un efecto fungicida o fungistatico
(Pontén, 2008).

Género Candida

Candida es un género de hongos unicelulares causantes de las micosis
superficiales mas comunes en el mundo, se encuentra en forma de levadura
y abarca mas de 150 especies, dentro de las cuales la mayoria no afecta al
ser humano (Vitala, 2005). La taxonomia del género se resume en el

esquema 4.
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Esquema 4. Taxonomia del Género Candida.

Reino: Fungi

Filo: Deuteromycota
Subfilo: Deuteromicetina
Clase: Deuteromycetes
Subclase: Blastomycetidae
Familia: Cryptococcaceae

Género: Candida

Los hongos del género Candida son levaduras redondas u ovaladas de
3-7 um de diametro, que se reproducen por blastoconidias, forman
pseudomicelios y tienen capacidades de asimilacion y fermentacién de
carbohidratos, ademas, forman micelios verdadero y clamidoconidias.
Candida es el agente etiolégico causante de la candidiosis, micosis que se
presenta con mayor frecuencia a nivel mundial, afectando diversas partes
del cuerpo como: la piel, ufas, tracto genito-urinario, tracto respiratorio
superior y tracto gastrointestinal, indiferentemente de la edad, sexo o raza
del individuo afectado (Lopez, Méndez, Herndndez y Castafion, 2004).

Las especies de este género representan los patdgenos fungicos
oportunistas mas frecuentes, sin embargo, la gravedad de la Candidiasis
esta dada en funcion del grado de inmunodepresion del paciente y del lugar
en donde se encuentre en foco de infeccion causado por Candida. En la
Candidiasis superficial el pronoéstico es bueno, pero en algunos casos de
Candidiasis sistémica la evolucion es fatal. Dentro de las micosis causadas
por Candida se encuentran: Onicomicosis, candidiasis oral, candidiasis
cutdnea, candidiasis sistémica, candidiasis gastroesofagica, candidiasis

intestinal, candidiasis pulmonar y candidiasis urinaria (Lopez et al., 2004).

39



Estudio in vitro de la actividad antifingica de extractos vegetales de
Hura crepitans L. (Euphorbiaceae) sobre cepas de Candida albicans.

Candida albicans

Candida albicans es un hongo en forma de levadura, saprofito y forma
parte de la familia de los Sacaromicetos, es un comensal habitual y un
patégeno oportunista de la flora microbiana de las personas, encontrandose
normalmente en las mucosas del tracto gastrointestinal y de la vagina
(Salcedo y Garcia, 1998). Su taxonomia se resume en el siguiente esquema
5.

Esquema 5. Taxonomia de la Especie Candida albicans.

Reino: Fungi

Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Especie: C. albicans

C. albicans por formar parte de la microbiota habitual de la vagina
principalme\nte, al producirse un desequilibrio en el pH vaginal esta prolifera
causando Candidiasis vaginal, una de las patologias tratadas con mayor
frecuencia en las mujeres. Este tipo de micosis no es transmitida por
contacto sexual y puede presentar una variedad de sintomas que pueden
ayudar a un diagndstico clinico definitivo, dentro de los signos o sintomas
mas especificos encontramos: un flujo vaginal anormal que puede fluctuar
de una secrecion blanca ligeramente acuosa a un flujo blanco espeso y
abundante, ardor y prurito en los labios vaginales, relaciones sexuales

dolorosas y micciones dolorosas (Vitala, 2005).
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Diagnoéstico de Laboratorio

El diagnostico micolégico dentro del laboratorio esta conformado por
tres etapas; la etapa pre-analitica, etapa analitica y la etapa post-analitica.
Correspondiendo a la pre-analitica todas aquellas operaciones que se
realizan o se le solicitan al paciente una vez llegue la solicitud médica a
manos del analista, hasta el inicio de la etapa analitica. En la etapa analitica
el analista procedera a realizar los diferentes métodos o técnicas necesarias
para la determinacion o identificacion del objeto de estudio solicitado por el
meédico. En el analisis de un agente etiolégico fungico como lo es Candida
es necesario realizar una serie de técnicas para lograr un diagnostico final,

dentro de las técnicas utilizadas en el laboratorio se encuentran:

Examen Directo: Este procedimiento es recomendable para detectar
las levaduras, hifas y/o pseudohifas. Se debe proceder segun sea el tipo de
muestra. Normalmente las muestras se tratan con KOH al 15 %, asi mismo
se pueden procesar con solucion fisiologica. Las ceélulas redondas u
ovaladas con blastoconidias y en algunas ocasiones con pseudofilamentos
o filamentos verdaderos son caracteristicos de Candida (Lopez et al., 2004).

El criterio para considerar la presencia de Candida con significado
patégeno, consiste en encontrarlas en grandes cantidades en areas donde
habita normalmente. En cambio, en todos los productos patologicos
provenientes de tejidos y de érganos internos, la presencia de una o mas
levaduras o estructuras filamentosas en el frotis, o0 en el examen directo se

puede considerar patogeno (Lépez et al., 2004).

Cultivos: Una vez realizado el examen directo y observar la presencia
de blastoconidias y/o pseudohifas se procede a sembrar en agar bilis y en
agar Sabouraud dextrosa, con cicloheximida y cloranfenicol, o sin
antibioticos, ya que algunas especies crecen en presencia de ellos. Se

incuban a una temperatura de 25-30°C durante cinco dias, periodo en gque
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se desarrollan colonias cremosas blanco-amarillentas, lustrosas, poco
elevadas y de bordes bien definidos. Para que el cultivo tenga valor
diagnéstico, debido al caracter comensal de Candida, se debera aislar a la
levadura en un minimo de tres muestras consecutivas y en forma abundante
cuando el producto biolégico proceda de la piel, ufias, mucosas, tracto
respiratorio y digestivo; en cambio, cuando procedan de biopsias, sangre,
orina tomada por puncion suprapubica y de liquidos y exudados internos,
basta la presencia de una colonia para que tenga significacion patdgena
(L6pez et al., 2004).

Pruebas Especiales y de Identificacion:

Produccion de Clamidoconidios: Se realiza sembrando las colonias
de Candida en un medio de harina de maiz, en harina de arroz o en
Clamidospora agar. Al cabo de tres a cinco dias se observan con facilidad
los clamidoconidios con pseudomicelios y blastoconidias en un examen
microscopico, si la cepa estudiada corresponde a Candida albicans o a
Candida dubliniensis (Lépez et al., 2004).

Auxonograma: Se puede emplear el auxonograma de nitrégeno o de
carbono, este ultimo es el mas utilizado. Esta técnica puede realizarse de
dos maneras, el auxonograma en placa, en el que se utilizan discos de
papel filtro impregnados con los diferentes azucares, y el auxonograma en
tubos, en el que se utilizan soluciones de azlcares. A través del patron de
asimilacion de azucares se identifican las diferentes especies de levaduras
como Candida, Cryptococcus, Saccharomyces y Malassezia (Lopez et al.,
2004).
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Hipotesis

Una vez, revisado la situacion actual del problema de investigacion,
asi como, los antecedentes previos y las bases tedricas, se formulan la

siguiente hipotesis:

Ya que diferentes especies pertenecientes a la familia botanica
Euphorbiaceae, han demostrado actividad desde el punto de vista biolégico
y farmacoldgico, es posible encontrar actividad antifingica in vitro contra
cepas de Candida albicans, en los extractos crudos (hexano, acetona y
etanol) de las hojas de la especie Hura crepitans L., ubicada en la ciudad de

Mérida — Venezuela.
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Operacionalizacion de las Variables

Las variables se operacionalizan con el fin de investigar la medicion.
Por ello Palella y Martins (2010) definen que se categorizan, para relacionar
el indicador especifico. La Operacionalizacion de las Variables estudiadas

se representan en la siguiente tabla (Tabla 4).

Tabla 4. Operacionalizacién de las Variables.

Variable Tipo Definicion Definicion Dimension Indicador
Conceptual Operacional
Actividad Sustancia capaz Por medio de Presencia de Presencia o
antifngica Dependiente | de producir una | mecanismos de actividad ausencia de
contra cepas alteracion de las accién antifingico  antifngica Halos de
de Candida estructura de sobre las contra cepas de | Inhibicién
albicans. Candida albicans diferentes Candida albicans
consiguiendo estructuras
inhibir su celulares de Ausencia de
desarrollo. Candida albicans. actividad
antifangica

contra cepas de
Candida albicans

Composicién Sustancias Identificacién de Moléculas Presencia o
quimica de los con olor los principales activas en el ausencia
axtractos crudos | |ndependiente | caracteristico, metabolitos ambito medicinal: de las
de las hojas de obtenido a partir secundarios a = - Terpenoides | moléculas
Hura crepitans. de materia prima través del - Esteroles
desecada de tamizaje - Flavonoides
origen vegetal, | fitoquimico en los| - Lignanos
por maceracion o|  extractos con | - Alcaloides
percolacion en actividad - Saponinas
contacto con un bioldgica. - Taninos
solvente - Cumarinas
organico,

seguida de la
eliminacion de
dicho solvente
por un
procedimiento
fisico.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Enfoque de la Investigacion

La presente investigacion se plante6 un enfoque mixto, en el que se
presentan los resultados tanto cualitativos como cuantitativos, siempre
buscando la consistencia entre ellos para evitar contradicciones o paradojas,
ya que ambos enfoques se entremezclan y complementan durante todo el
proceso de investigacion (GOmez, 2006). Estas investigaciones
(cualitativas— cuantitativas) se combinan para ofrecer una imagen general, y
muy eficiente sobre las caracteristicas del sujeto sometido a estudio y sobre

la relacion entre las variables.

Tipo de Investigacion

Segun Hurtado (2008), los tipos de investigacion estan relacionados
con el logro esperado durante el proceso de investigacion. Especificamente,
puede ser exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa, explicativa,
predictiva, proyectiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa. En este caso la
investigacion fue definida bajo un tipo de investigacién explicativa, ya que se
baso6 en estudiar la composicion quimica y actividad antifingica de las hojas

de Hura crepitans L., sobre cepas de Candida albicans.
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Disefio de la Investigacién

El disefio de la investigacion se refiere a las diferentes estrategias que
utiliza el investigador para responder la pregunta de investigacion (Palella y
Martins, 2010). Adicionalmente, Hurtado (2008) refirid que el disefio tiene
relacion con el donde y el cuando se recopilaré la informacion necesaria, y la
amplitud de la misma, con el fin de responder a la interrogante planteada. Al
respecto, esta investigacion se desarroll6 bajo un disefio de laboratorio o

experimental y transversal.

El disefio de la investigacion es de tipo experimental, porgue la especie
vegetal fue sometida a determinadas condiciones, estimulos o tratamiento,
para observar los efectos o reacciones en la variable dependiente. Dicho
disefio es netamente explicativo, por cuanto su propdésito es demostrar que
los cambios en la variable dependiente fueron causados por la variable
independiente. Es decir, se establecid una relacion causa-efecto. Este
estudio se realiz6 en un lapso de tiempo determinado, por lo tanto también
es un tipo de disefio de investigacion transversal, segun Hernandez,
Ferndndez y Baptista (2010), porque los datos se recolectaron en un solo

momento, en un tiempo unico.

Poblacion y Muestra

En el caso objeto de estudio de la presente investigacion, la poblacion
fue constituida por la especie vegetal Hura crepitans L., (Euphorbiaceae)
recolectada en el Jardin de Plantas Medicinales de la Facultad de Farmacia
y Bioanalisis “Dr. Luis Ruiz Teran”, Universidad de Los Andes, Mérida —

Venezuela.
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De la poblacion sefalada se tomd una muestra no probabilistica, la
cual segun Hernandez et al., (2010) corresponde al “tipo de muestra cuya
selecciéon no depende de que todos tengan la misma probabilidad de ser
elegidos, sino la decisidén de un investigador” (p. 176). Esta muestra estuvo
integrada por la recoleccion de un (1) kilo de hojas de la especie vegetal. La
determinacion botanica se realizé en el herbario MERF de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los Andes, con la ayuda de un
taxdbnomo especialista, el Ing. Juan Carmona. Un voucher de la muestra se
depositd bajo el numero 01. M. Azuaje, para la preparacion de los extractos

y el ensayo in vitro de la actividad antifungica (ver Figura 7).

Figura 7. Ejemplar de la Especie Hura crepitans L. (Euphorbiaceae).
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EUPHORBIACEAL

Hura crepitans L

Arbol de 10 — 25 m. de alto, con tronco y ramas muchas veces espinosos.
Hojas mds o menos orbiculares o ancho-aovadas 5-10 cm, o mis de largo.
Flores unisexuales, apétalas. Flores masculinas agrupadas en espigas
cilindrico-oviformes de color rojizo-pardo. Flores femeninas solitaria en
las axilas de las hojas superiores o en la base de las espigas masculinas.

LOCALIDAD: Venezuela. Edo. Mérida. Municipio Libertador. U. L. A.
Facultad de Farmacia y Bioandlisis, Jardin de la Facultad

Altitud: 1600 m.s.n.m

Foto: Azuaje M. (2016). Edo. Mérida.
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Procedimientos de la Investigacién

Obtencion de los Extractos a Partir de Hojas de Hura crepitans L.

Las hojas (1000 g) se separaron del resto del material vegetal y se
secaron a temperatura ambiente en la sombra durante una semana. Una vez
deshidratado el material vegetal, se procedi6 a triturarlo con un molino
eléctrico. Posteriormente, se procedié a macerar con solventes de polaridad
creciente: hexano, etanol y acetona, en periodos de tiempo diferentes, de
forma continta para obtener el mayor nimero de metabolitos secundarios de

acuerdo con la solubilidad en los solventes empleados.

Extracto Hexanoico: La muestra se dejé en maceracion a temperatura
ambiente con hexano 90% durante 48 horas, transcurrido este tiempo se
filtr6 para extraer la fraccion liquida. Luego al residuo se le agrego
nuevamente el mismo solvente y se macero por 24 horas adicionales para
una segunda filtracion. Ambos filtrados se mezclaron y se concentraron a
presion reducida en un rotavapor, a una temperatura no mayor de 50 °C

hasta secar completamente.

Extracto Etandlico: La muestra remanente de la filtracion con hexano
fue macerada a temperatura ambiente con etanol 90% durante 48 horas y
una segunda maceracion por 24 horas, se transvasaron las fracciones y se

llevaron al rotavapor para su concentracion.

Extracto Acetonico: Finalmente para este extracto se utilizo el solido
remanente del filtrado con etanol, el cual se macero con acetona al 90%,

siguiendo el mismo protocolo de extraccion.
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Las concentraciones de los extractos fueron colocados en frascos
estériles y se llevaron a la estufa hasta su completa secado. Obteniéndose 3
muestras: E;: Hexano, E,: Etanol y E3: Acetona, con un peso de 1,547; 0,529
y 0,826 g respectivamente. Las muestras fueron almacenadas hasta el
momento de utilizarlas para el ensayo. En el esquema 6 se resumen los

pasos para la preparacion de los extractos crudos.

Esquema 6: Preparacion de los Extractos Crudos de Hura crepitans L.

Material botanico seco y molido
(800 g aproximadamente)
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Evaluacion de la Actividad Antifungica del Hura crepitans L.

Cepas

Para la estimacion de la actividad antifungica del H. crepitans, se usé
una especie de Candida albicans CDC 385 del cepario del Laboratorio de
Micologia “Dr. Corrado Capretti” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de

la Universidad de Los Andes.

Materiales Utilizados:
e Extractos E;: Hexano, E,: Etanol, E3: Acetona
¢ Discos de papel filtro (6 mm)
¢ Disco de Fluconazol (25 mg) (control positivo)
e Solventes: (hexano, etanol, acetona) (control negativo)
e Medio de cultivo: Caldo agar Mdieller-Hinton modificado

e Patron McFarland de 1

Impregnacién de los Discos:

Se utiliz6 discos de papel de filtro de 2 mm de grosor por 6 mm
diametro, los cuales se organizaron en una placa de Petri y se esterilizaron
con luz ultravioleta (LUV), durante toda la noche. Previo a la preparacion del
inoculo, se impregnaron los discos de papel de filtro con 20 pL de cada
muestra, asi mismo el disco de Fluconazol y los discos con los solventes

utilizados. Este paso se realizé 24 horas antes del ensayo antifiingico.

Preparacion del Inoculo Fungico:

A partir de la cepa fresca y purificada, se preparé una suspension
ajustada al patrén 1 McFarland (1 x 10 ®® UFC/mL), para ello se tomé una
asada de la cepa que luego se agregd en Solucién Salina Fisiologica (SSF)
(ver Esquema 7).
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Esquema 7. Preparacion del Inoculo Fungico.

Suspension

| Patrén 1
Cepa McFarland

Candida albicans >

Preparacion de las Placas e Inoculacion:

Se prepararon las placas con 20 mL de agar Mueller-Hinton modificado
(HIMEDIA®), suplementado con 2% p/v de glucosa y azul de metileno (0,05
pag/mL) (NCLS, 2004). Se mezcld el inoculo preparado con el medio de
cultivo, y se agregé a la placa. Se dej6 solidificar el medio para luego
colocar los discos impregnados con las muestras, los solventes (controles

negativos) y el disco de fluconazol como control positivo.

Pre-incubacién e Incubacion:

Después de ser colocados los discos en la placa de agar Mdueller-
Hinton se dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos y se incubo a
4°C por 24 horas, para permitir la difusién de los extractos. Luego a 37°C por
24 horas mas, en una estufa con temperatura regulable para permitir el

crecimiento fangico.

Lectura del Ensayo:

Transcurrido el tiempo de incubacién, se procedié a examinar la placa,
de acuerdo a la sensibilidad o resistencia de la cepa. Se consideré como

resultado positivo (Actividad Antifiungica) cuando un halo de inhibicién de
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crecimiento fungico se observé alrededor del disco. En el caso contrario,
la ausencia de halo se interpreta como resultado negativo o resistente (sin
Actividad Antifangica). El diametro de la zona de inhibicién, producto de la
actividad antifingica de las muestras se expresd en milimetros (mm) (ver
Esquema 8).

Esquema 8. Analisis Antifungico y Lectura de los Halos delnhibicién.

Cepa + SSF
Medio de Cultivo
—— Placa con el
Inoculo

Incubacion 4 °C
por 24 horas
INCUBAR A 37°C

POR 24 HORAS =

— Sensible
Lectura de

los halos de —
inhibicién )
— Resistente

CIM

@ E,: Extracto Hexanoico, @ E,: Extracto Etandlico, ® E;: Extracto Acetonico,

O C,: Hexano, O C,: Etanol, O C;:Acetona, O Disco de Fluconazol (25 mg)
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Concentracion Inhibitoria Minima (CIM):

Es la concentracion mas baja capaz de inhibir el crecimiento del
microorganismo visible (CLSI, 2014). La CIM se realiz solo al extracto que
presentd actividad antifangica, enfrentando a la cepa de referencia con
diferentes concentraciones de la muestra, para asi establecer la CIM, la cual
se realiz6 por el método de difusién en agar con discos. El ensayo se realizd
por duplicado. Esta prueba se realizé bajo la asesoria de los profesores Diaz
Clara y Salazar Oduar, en el Laboratorio de Micologia “Dr. Corrado Capretti”

de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes.

Screening Fitoquimico del Extracto con Actividad Antifungica

Se realiz6 mediante pruebas fitoquimicas de caracterizacién siguiendo
las técnicas de Hinojosa et al., (2013). Entre los metabolitos secundarios
buscados se tiene: Alcaloides, triterpenos, esteroides, flavonoides vy
saponinas. Para la realizacion del screening fitoquimico cualitativo se realizé
una cromatografia de capa fina (TLC), para la fase movil: se agregd a la
camara hexano: Acotet (7:3), se tapd la camara para evitar la evaporacion,
posteriormente, se sembré de 5 a 10 veces el extracto secandose a la vez. Al
secarse se agregd la vainilla revelador universal mostrando mdultiples

manchas (ver Figura 8).

Se procedié a realizar la siguiente extraccion: Se pesaron 10 g de hojas
pulverizada y se agregaron 20 mL de la mezcla agua-etanol (1:10) y 20 mL
de éter de petréleo en un matraz tapado y aislado de la luz. Luego, fue
colocado en un agitador a 150 rpm durante 1 h. Transcurrido ese tiempo, el
sobrenadante se coloc6 en un embudo de separacion para obtener dos
fases: etanol-agua y oleosa (etérea), para la identificacién de: a) flavonoides,

b) saponinas, c) alcaloides, d) triterpenos y esteroides.
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Figura 8. Corrida de los Compuestos Presentes en el Extracto Etandlico de

las Hojas de Hura crepitans L.

a) Determinacion de Flavonoides: Se realiz6 por TLC. Usando como
fase movil una mezcla de BUuOH: acido acetico: H,O (3:1:1). Posteriormente
usando la misma fase movil se procedio a identificar la presencia de los
flavonoides quercetina y rutina usando como patrones: Quercetina 2mg/mL
MeOH y Rutina 2mg/mL MeOH, mediante el revelador NEU (2-aminoetil-
difenilborato) (Wollenweber, Valant-Vetschera, Ivancheva and Kuzmanov,
1987).

b) Identificacion de Saponinas: Se utilizé el ensayo de espuma. Se
diluy6 el extracto 9:1 tomando 1 mL del extracto etanol-agua, mas 9 mL de
H,O destilada, colocandolo en un tubo de ensayo de vidrio con tapa (13 x
100 mm). Se agité vigorosamente durante 30 s, con la mano. Se dej6
reposar 15 min. Si la altura de espuma es <5 mm: (-), se considera negativa,

no contiene saponinas; alrededor de 5-10 mm: (+) argumenta un contenido
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moderado; una altura >15 mm: (+++), se le atribuye a un alto contenido de

saponinas.

c) Ensayo para Alcaloides (Prueba de Dragendorff): Se tomaron 3
mL de la solucion de etanol-agua, adiciondndole 4 gotas de amoniaco.
Después de llevarlo a sequedad se adicionaron 3 gotas de acido acético y
una gota de agua destilada, concentrando la solucibn en una plancha
eléctrica. Se colocaron gotas de esta solucién en un papel de filtro y se
cubrié con gotas del reactivo de Dragendorff. Un cambio de naranja a rojo o

rosado sugiere la presencia de alcaloides.

d) Identificacion de Triterpenos y Esteroides: Se utilizé la prueba de
Lieberman-Buchard. Para este ensayo se partié del extracto oleoso (etéreo),
se tom6 1 mL y se colocé en un crisol. Posterior a su volatilizacion en
campana se adicionaron 4-5 gotas de cloroformo al crisol, se mezclaron bien
y se repartieron mediante goteo a 4 tubos de vidrio con tapa. Luego, se
agregaron 2 gotas de anhidrido acético a cada tubo, estando todos los tubos
tapados para evitar la evaporacion de los solventes y bajo campana.

Finalmente, se les agregd una gota de &cido sulfurico con pipeta
Pasteur a solo 3 de los tubos para que uno de ellos sirva como control
negativo. Una coloracion azul o verde = esteroides; rojo, rosado o violeta =

triterpenos; amarillo palido = triterpenos saturados.

Organizacion de la Informacion
En tablas mediante numeros. La metodologia desarrollada en el

presente trabajo de investigacion se resume en el esquema 9.
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Esquema 9. Camino Metodoldgico.

~ Procesamientoy
preparacion del /
~ material vegetal

‘Obtencién de los extractos

Método Difusién en Agar con
Discos y CIM

l
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la Actividad Antifungica de Hura crepitans L.

En la tabla 5 se expresa las concentraciones ensayadas de los
extractos vegetales para la valoracion de la actividad antifangica de las hojas
de Hura crepitans L., contra cepas CDC 385 de Candida albicans. Dicha
actividad fue estudiada por el método de difusion en agar con discos, asi
como la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM). En tal sentido, sélo el
extracto etandlico inhibié el desarrollo de la cepa a una concentracion de 529
mg/uL y un halo de inhibicion de = 14 mm de diametro, que es interpretado
como actividad significativa contra Candida albicans, con una CIM de un
rango de concentraciéon de 400-20 mg/uL. En la tabla 6, figuras 9 y 10, se
expresan los resultados obtenidos en la actividad antifungica y CIM de la

especie Hura crepitans L., (Euphorbiaceae).

Los resultados obtenidos en esta investigacion se correlacionan con
estudios anteriores realizados a extractos de hexano, butanol y acetato de
etilo de la corteza del tronco de Hura crepitans L., los cuales han mostrado
actividad contra Candida albicans. Siendo la fraccion de acetato de etilo la
mas activa, ya que inhibe Aspergillus niger y Candida albicans en 6,25 a 200
mg/uL. Se ha observado que dichos extractos son mas eficaces como
agentes antimicrobianos que las hojas, esto puede deberse a la presencia de
flavonoides en la corteza ya que en las hojas estan ausentes (Oloyede y
Olatinwo, 2014).

56



Estudio in vitro de la actividad antifiingica de extractos vegetales de
Hura crepitans L. (Euphorbiaceae) sobre cepas de Candida albicans.

Tabla 5. Concentraciones de los Extractos Vegetales de Hura crepitans.

E1 0,527 1000 527
E, 0,529 1000 529
Es 0,526 1000 526

E,. Extracto Hexanoico, E,: Extracto Etandlico, E;: Extracto Acetonico.

Tabla 6. Actividad Antifungica de los Extractos Vegetales de Hura

crepitans L., (Euphorbiaceae).

FLU 38*
E: NA -
E, 14* <20 mg/pL
Candida albicans Es NA
CDC 385 C: NA
Cz NA -
Cs NA ---

E;. Extracto Hexanoico, E,: Extracto Etandlico, E;: Extracto Aceténico. FLU:
Fluconazol® (25 mg), control positivo. C;: Hexano, C,: Etanol, C;: Acetona,
solventes, controles negativos. NA: No activo. *Zona de inhibicion en mm,
diametro del disco 6 mm, media tomada de dos ensayos consecutivos. CIM:
Concentracion Inhibitoria Minima, rango de concentracion 400-20 mg/pL.
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Figura 9. Determinacion de la Actividad Antifungica contra Candida

albicans CDC 385 por el Método de Difusién en Agar con Discos.

E,. Extracto Hexanoico, E,: Extracto Etandlico, E;. Extracto Aceténico. FLU:

Fluconazol®. C;: Hexano, C,: Etanol, C5: Acetona.

Figura 10. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) del Extracto Etandlico
de Hura crepitans L., (Euphorbiaceae) por el Método de Difusion en

Agar con Discos contra Candida albicans.

=
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Asimismo, se muestra que los extractos hexanoico y aceténico de las
hojas de la especie estudiada no presentaron actividad antimicrobiana frente
a la levadura de Candida albicans. Segun, Rojas et al., (2003), la polaridad
de los disolventes pueden desempefiar un papel significativo en la eficacia
de los extractos de plantas como agentes antimicrobianos. Es importante
destacar que este es el primer estudio in vitro de la actividad antifangica de

extractos vegetales de las hojas de Hura crepitans L.

Por otra parte, especies pertenecientes a la familia botéanica
Euphorbiaceae han presentado la inhibicion de cepas de C. albicans y
Cryptococcus neoformans, como es el caso del extracto etandlico de
Euphorbia lancifolia en dosis entre 1-10 mg/uL (Gupta, 2008). La especie
Cnidoscolus aconitifolius ha demostrado la presencia de taninos, saponinas,
alcaloides y flavonoides, metabolitos relacionados con actividad
antimicrobiana (Yoc et al., 2012).

Dentro de los hongos, Candida es uno de los patdgenos oportunistas
mAas comunes y en especial por la presentacion de cuadros invasivos en
pacientes inmunocomprometidos (Murray et al., 2006). Al respecto, Candida
albicans es la especie mas patdgena y su virulencia se debe a un conjunto
de atributos relacionados con su habilidad para evadir a los mecanismos de
defensa del hospedador, de resistir al tratamiento antifingico, o de lesionar
las células y tejidos que invade (Alvarez et al., 1995). Como resultado, la
terapia antifingica 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 mas frecuente (Yoc et al., 2012).

Al igual que los antibacterianos, la busqueda de nuevos agentes

antifangicos se basa en gran parte, de la informacién la etnobotanica y
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etnofarmacoldgica. Actualmente existen varios métodos in vitro disponibles
para detectar actividad antimicrobiana de los productos naturales, como es el
caso del método difusion en agar, el cual se conoce como método cualitativo;
puesto que soélo demuestra la presencia o ausencia de sustancias con
actividad antimicrobiana. Por otro lado, los métodos de dilucion son
considerados ensayos cuantitativos, ya que determinan la Concentracion

Inhibitoria Minima (Valgas, Machado, Smania and Smania, 2007).

Screening Fitoquimico del Extracto Etandlico con Actividad

Antifungica de Hura crepitans L., (Euphorbiaceae)

Los ensayos de -caracterizacion cualitativa realizados al extracto
etandlico de las hojas de Hura crepitans L., indican la presencia, de
saponinas y esteroides (Tabla 7), los cuales se encuentran reportados dentro
de la fitoquimica de la especie (Fernandez et al., 2011).

Tabla 7. Tamizaje Fitoquimico del Extracto Etandlico de las Hojas de

Hura crepitans L., (Euphorbiaceae).

Dragendor )

Alcaloides Wagner ()
Mayer ()

Saponinas Ensayo de Espuma +)
Flavonoides Shinoda )
Triterpenos Lieberman-Buchard )
Esteroides Lieberman-Buchard (+)

(-): Ausente, (+): presente.
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Segun, Oloyede y Olatinwo (2014), entre los metabolitos secundarios
presentes en extractos metandlicos de las hojas y corteza del tronco de H.
crepitans, se encuentran: alcaloides, esteroides y compuestos fendlicos. Los
flavonoides, glucdsidos cardiacos y taninos aunque presentes en la corteza
eran sin embargo ausente en las hojas, pero saponinas y carbohidratos si
fueron detectados. Por su parte, Ruiz (2013) sefiala, que la distribucién de
los compuestos antifungicos puede ser definida ya sea en base a su
distribucion taxondémica o su clase quimica. Los antifungicos naturales
pertenecen a todas las clases mayores de metabolitos secundarios como
compuestos fendlicos, alcaloides, terpenoides, saponinas, flavonoides,

proteinas, y péptidos, etc.

Finalmente, se ha reportado otros usos a la especie Hura crepitans L.,
como planta para combatir insectos en areas tropicales (insecticida de origen
natural). Los insecticidas vegetales han vuelto a ser considerados como una
opcion valida para el combate de insectos por ser muchas las ventajas que
ofrecen, especialmente desde el punto de vista ecologico (Cazares, 2006).
Asimismo, el extracto hexanoico posee actividad antiviral contra BHV-1
(Taborda et al., 2007) y actividad antibacteriana contra S. aureus (Yoc et al.,
2012). La actividad antifangica exhibida por el extracto etandlico de las hojas
contra C. albicans, apoya a futuras investigaciones orientadas a aislar y

caracterizar el o los componentes responsable(s) de dicha actividad.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El extracto crudo etandlico de las hojas de Hura crepitans L., mostro
actividad contra cepas CDC 385 de Candida albicans, a una
concentracion de 529 mg/uL y un halo de inhibicion de = 14 mm de

diametro, que es interpretado como actividad significativa.

Todas las diluciones ensayadas del extracto etandlico, mostraron
actividad contra cepas CDC 385 de Candida albicans, obteniéndose una
CIM de < 20 mg/uL.

Los extractos hexanoico y acetonico de las hojas de Hura crepitans L., no
presentaron actividad antifingica contra cepas CDC 385 de Candida
albicans, a las concentraciones de 527 y 526 mg/pL respectivamente.

En el screening fitoquimico del extracto etandlico con actividad
antifangica de las hojas de Hura crepitans L., se evidencio la presencia
de los metabolitos secundarios como: Saponinas y esteroides. En el caso
de la determinacion de alcaloides, flavonoides vy triterpenos, resultaron

ausentes dichos metabolitos.

En la presente investigacion se reveld el potencial antifUngico de las

hojas de Hura crepitans L., siendo este el primer reporte sobre el estudio
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de la actividad antifingica de las hojas de esta especie vegetal.

Recomendaciones

e Realizar el estudio fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de la
especie Hura crepitans L., para lograr separar e identificar los metabolitos

secundarios presentes en dicha planta.

e Ensayar el extracto etandlico de la corteza del tallo de Hura crepitans L.,

para evaluar su posible actividad antifingica.

e Estudiar otras actividades antimicrobianas de las hojas de la especie
Hura crepitans L., ya que se ha reportado actividad antibacteriana y

antiviral en la corteza del tallo.
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APENDICE

Glosario de Términos Botanicos

(Tomado de Lépez, 2001; Acosta 2008).

Aculeo: Aguijon.

Agujon: Estructura punzante de origen superficial (epidémico).

Albumen: Tejido nutricio que acomparia al embrién en la semilla. Se emplea
el término sin importar el origen del tejido nutricio tanto para las semillas

endospermadas, como para las perispermadas y las protaladas.

Angiospermas: Son las plantas con semilla cuyas flores tienen verticilos o
espirales ordenados de sépalos, pétalos, estambres y carpelos, y los
carpelos encierran a los o6vulos y reciben el polen en su superficie
estigmética en lugar de recibirlo directamente en el 6vulo como las

gimnospermas.

Antera: Que es la “bolsita” superior donde estan encerrados los granos de

polen.

Bractea: Hoja reducida de las inflorescencias, diferente de las hojas
normales, como la que suele haber junto al punto de insercién del pedunculo
de cada flor. Cada bractea lleva en la axila una flor, una inflorescencia o una

rama de la inflorescencia.

Cédliz: Es la parte verde de la flor. Tiene una consistencia mas fuerte que la

64


https://es.wikipedia.org/wiki/Plantas_con_semilla
https://es.wikipedia.org/wiki/Flor
https://es.wikipedia.org/wiki/Verticilo
https://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9palo
https://es.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9talo
https://es.wikipedia.org/wiki/Estambre
https://es.wikipedia.org/wiki/Carpelo
https://es.wikipedia.org/wiki/Gimnosperma

Estudio in vitro de la actividad antifingica de extractos vegetales de
Hura crepitans L. (Euphorbiaceae) sobre cepas de Candida albicans.

corola y a sus piezas se les llama sépalos. Verticilo externo de las flores que
tienen dos envueltas (caliz y corola).

Dehiscencia: Que se abre cuando esta maduro.

Dicotileddneas: Son una clase de plantas faner6gamas angiospermas,
cuyos embriones de las semillas presentan dos cotiledones u hojitas

iniciales, opuestos por lo comun.

Disco: Excrecencia que forma el receptaculo con forma de anillo o disco
generalmente glandular (nectarifero). Receptaculo comun en el capitulo de

las compuestas, sinénimo de Clinanto.

Drupéceos: Fruto carnoso que tiene un hueso duro en su interior. Ej., la

aceituna y la ciruela.

Espiga: Inflorescencia racemosa simple, con flores sésiles.

Estambre: Organo masculino de la flor. Cada uno de los 6érganos que
forman la parte masculina de la flor; son los que llevan los sacos polinicos y
en su interior los granos de polen. Generalmente constan de un filamento y

una antera (donde se aloja el polen).

Estaminadas: Se refiere a la flor que solo presenta estambres como ciclo

reproductor, o sea es masculina.

Estilos: Parte superior del gineceo, en forma de estilete, intermediaria entre

el estigma y el ovario.

65



Estudio in vitro de la actividad antifingica de extractos vegetales de
Hura crepitans L. (Euphorbiaceae) sobre cepas de Candida albicans.

Estipulas: Cada uno de los apéndices que en muchas plantas nace a cada
lado de la base del pedunculo o peciolo de la hoja; suelen ser dos. A veces

son grandes y parecidas a las hojas (foliaceas).

Glabras: Sin pelos.

Hojas alternas: Son hojas pecioladas que nacen de una en una a lo largo

del tallo.

Latex: Jugo lechoso por lo general blanquecino o amarillento propio de
algunas plantas, es por lo general una emulsion de resinas y caucho en

agua.

Monocotiledénea: Son un grupo de angiospermas que posee un solo
cotiledén en su embrién en lugar del nimero ancestral de 2 como fue

retenido en las dicotiledéneas.

Palmaticompuesta: La hoja compuesta cuando sus foliolos surgen todos
del apice del peciolo comun; éstos puedes ser tres, y el caso particular de la

hoja trifoliolada, cinco, seis, etc.
Palmatilobada: Organo foliaceo de nervadura palmeada dividido hasta la
mitad como maximo en gajos o l6bulos muy marcados y mas o menos

redondeados.

Peciolo: Pezon o rabillo que une la lamina de la hoja a la base foliar a al
tallo.

Perianto: Envuelta floral, formada en muchos casos por el céliz y la corola.
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Planta Dioica: Que tiene las flores de cada sexo en pie de planta distintos.

Planta Monoica: Que tiene separadas las flores de cada sexo, pero en un

mismo pie.

Sépalo: Conjunto de hojas que componen el caliz.
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