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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue estudiar tres especies vegetales empleadas por la
medicina tradicional: Euphorbia serpens, E. schickendantzii y E. collina, para
evaluar la presencia de actividad, diurética, antiparasitaria, citotoxica y
antimicrobiana, e identificar y aislar el/los principio/s activo/s. Del material
vegetal desecado se realizaron extracciones seriadas con solventes de polaridad
creciente, hexano, acetato de etilo y metanol, obteniéndose extractos hexanicos, de
acetato de etilo y metandlicos respectivamente. Ademas, a partir del material
desecado se obtuvieron extractos hidroalcélicos por maceracion y extractos acuosos

por infusion.

En el Capitulo 1 se evalué la actividad diurética de E. serpens, debido a su uso
como diurética en la medicina tradicional. Utilizando modelos in vivo se ensayaron
los extractos hexanico, metanodlico y de acetato de etilo de E. serpens, y acuosos e
hidroalcélicos de las tres especies vegetales estudiadas. No se encontré actividad

diurética, para ninguna de las plantas.

En el Capitulo 2 se evalué la actividad antihelmintica de las tres especies
vegetales, exponiendo larvas de Ancylostoma caninum a extractos hexanicos, de
acetato de etilo y metandlicos; y huevos de Haemonchus contortus a extractos
hidroalcolicos. Los extractos metanolicos obtenidos de las tres especies tuvieron
efecto inhibitorio sobre la motilidad larval. El extracto metanodlico de E. collina,
ademas, inhibié la eclosion de huevos. Los ensayos confirmaron el efecto

antihelmintico de E. collina.

En el Capitulo 3 se evaluo la actividad citotoxica de las tres especies de Euphorbia
utilizando el test de letalidad de Artemia salina, exponiendo larvas a diferentes
concentraciones de extractos hexanicos, de acetato de etilo y metanolicos. Todos
los extractos mostraron actividad citotoxica al menos en una de las dosis
empleadas. El extracto hexanico de E. collina fue el que presenté la mayor
actividad. Ademas, se realizaron ensayos de toxicidad in vivo de extractos
metanolico, hidroalcohodlico y hexanico de E. collina, los cuales no mostraron

toxicidad en ratones.

En el Capitulo 4 se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos hexanicos,

de acetato de etilo y metanodlicos de E. serpens, E. schickendantzii y E. collina,



contra Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Fusarium verticillioides, en
meétodos in vitro. Se determiné que los extractos de acetato de etilo y metandlico de
E. collina, y metandlico de E. schickendantzii, tuvieron actividad antimicrobiana.
Los extractos hexanico y de acetato de etilo de E. collina crudos, se reunieron y se
fraccionaron mediante una cromatografia en columna. De las fracciones obtenidas,
una de ellas, denominada G10-11 inhibié el 50 % del crecimiento de Fusarium

verticillioides.

En el Capitulo 5 se realiz6 una marcha fitoquimica con extractos etanolicos de E.
serpens, E. schickendantzii y E. collina, determinando la presencia de compuestos
esteroidales, triterpenos, flavonoides, taninos, fenoles, saponinas, lipidos, proteinas
e hidratos de carbono. De la fraccion G10-11 se aislé6 una mezcla de 51 % de

cicloartenol y un 49 % de 24-metilenocicloartenol.

Palabras clave: Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii, Euphorbia collina,
actividad antimicrobiana, actividad antiparasitaria, actividad citotoxica,
etnofarmacologia.

ABSTRACT

The aim of this work was to study three species used by traditional medicine: E.
serpens, E. schickendantzii and E. collina, to evaluate the presence of diuretic,
antiparasitic, cytotoxic and antimicrobial activity; identify and isolate their active
principles. Sequential extractions were carried out on dry plant with solvents of
growing polarity, hexane, ethyl acetate and methanol, obtaining hexane, ethyl
acetate and methanolic extracts, respectively. Also, hydroalcoholic extracts by

maceration and aqueous extracts by infusion from the dry material were obtained.

In Chapter 1, the diuretic activity of E. serpens was evaluated due to its use as a
diuretic in traditional medicine. Using in vivo models, the hexane, methanlic and
ethyl acetate extracts of E. serpens and aqueous and hydroalcoholic extracts of the

three species were tested. No diuretic activity was found for any of the plants.



In Chapter 2, the anthelmintic activity of the three plant species was
evaluated, exposing Ancylostoma caninum larvae to hexanic, ethyl acetate
and methanolic extracts; and Haemonchus contortus eggs to hydroalcoholic
extracts. The methanolic extracts obtained from the three species had an
inhibitory effect on larval motility. The methanolic extract of E. collina also
inhibited the hatching of eggs. The tests confirmed the anthelmintic effect of

E. collina.

In Chapter 3, the cytotoxic activity of the three Euphorbia species was
evaluated using the Artemia salina lethality test, exposing larvae to different
concentrations of hexane, ethyl acetate and methanolic extracts. All the
extracts showed cytotoxic activity at least in one of the doses used. The
hexane extract of E. collina was the one that presented the highest activity.
In addition, in vivo toxicity tests of methanolic, hydroalcoholic and hexanic

extracts of E. collina were carried out, which did not show toxicity in mice.

In Chapter 4, the in vitro antimicrobial activity of the hexane, ethyl acetate
and methanolic extracts of E. serpens, E. schickendantzii and E. collina was
evaluated against Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and
Fusarium verticillioides. It was determined that the ethyl acetate and
methanolic extracts from E. collina, and methanolic extracts from E.
schickendantzii, had antimicrobial activity. The crude E. collina hexane and
ethyl acetate extracts were combined and fractionated by column
chromatography. Of the fractions obtained, one of them, called G10-11,

inhibited 50 % of the growth of Fusarium verticillioides.

In Chapter 5 a phytochemical screening was carried out with ethanolic extracts of
E. serpens, E. schickendantzii and E. collina, determining the presence of steroidal

compounds, triterpenes, flavonoids, tannins, phenols, saponins, lipids, proteins



and carbohydrates. In the fraction G10-11, a mixture of 51 % cycloartenol and 49

% 24-methylenecycloartenol was isolated.

Keywords: Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii, Euphorbia collina,
antimicrobial activity, antiparasitic activity, cytotoxic activity, ethnopharmacology.
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INTRODUCCION GENERAL

Marco teorico

La etnofarmacologia ha sido una importante fuente de farmacos. Muchas de
las drogas que se utlizan en la actualidad han sido aisladas de plantas con
antecedentes de uso en medicina tradicional y por ello, preservar los acervos
culturales de cada region es sumamente importante para la busqueda de nuevos
compuestos bioactivos. Muchos metabolitos secundarios bioactivos presentes en
plantas han sido aislados y sus estructuras quimicas copiadas y modificadas dando
origen a mas del 50 % de las drogas modernas. Estos antecedentes fundamentan el
desarrollo de programas de investigacion con el objeto de encontrar nuevas drogas
para tratar las enfermedades emergentes (Nair et al. 2004). El nUmero creciente de
modelos disponibles para detectar compuestos bioactivos en extractos de plantas, el
interés en descubrir nuevos mecanismos de accion y las transformaciones
biotecnolégicas que pueden llevarse a cabo en productos con estructuras
potencialmente activas, hacen de la etnofarmacologia un area fértil para la
investigacion. Estos productos naturales podrian reemplazar el uso de los quimicos
sintéticos usados habitualmente y cada vez mas resistidos, y pueden proveer
métodos ambientalmente mas seguros y amigables para el tratamiento de las

distintas enfermedades.

En paises menos desarrollados o condicionados culturalmente, se alternan
los tratamientos modernos con el uso de plantas medicinales. Este hecho ha

provocado, desde hace varias décadas, un interés creciente por validar
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cientificamente la presencia de actividad farmacolégica en las especies vegetales
empleadas empiricamente, e investigar sus principios activos, efectos colaterales,

toxicidad, etc. (Astudillo Vazquez et al. 2009).

Los miembros de la familia Euphorbiaceae en general y el género Euphorbia
en particular, por ser el mas numeroso de la familia, han sido utilizados desde hace
siglos por la medicina tradicional en todo el mundo. Se las utiliza para: a)
desodrdenes en el sistema digestivo, 48 especies reportadas; b) tratamientos de la
piel o tejido celular subcutaneo, 44 especies; c) tratamiento de infecciones, 33
especies; d) lesiones, 27 especies; e) desordenes del sistema respiratorio, 17
especies; f) para dolores, 24 especies; g) anormalidades, 20 especies; h)
inflamaciones, 19 especies; i) desordenes en el sistema génito-urinario, 18
especies; j) desordenes en el sistema respiratorio, 17 especies; k) trastornos del
embarazo, parto o puerperio, 11 especies; |) envenenamiento, 11 especies; m)
desodrdenes del sistema sensorial, 10 especies; n) nutricionales, 10 especies; f)
neoplasma, 9 especies; 0) desordenes en el sistema esqueleto-muscular, 9
especies; p) desérdenes en el sistema metabdlico, 9 especies; q) desérdenes del
sistema nervioso, 7 especies; r) en problemas circulatorio, 7 especies; s) problemas
mentales, 5 especies; t) desérdenes en el sistema sanguineo, 4 especies; y u) para

el sistema enddcrino, 3 especies (Ernst et al. 2015).

Se seleccionaron tres especies de este género, a saber; Euphorbia serpens,
E. collina y E. schickendantzii. La primera de ellas es muy abundante y ampliamente
utilizada, mientras que las otras dos, son muy similares fenotipicamente y presentan
escasa y ninguna investigacion previa respectivamente. La busqueda de metabolitos

con propiedades antimicrobianas, diuréticas, antiparasitarias y citotoxicas aparece
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como un objetivo relevante y atractivo en la busqueda de estructuras lideres con

potencial uso en farmacologia.

Familia Euphorbiaceae

Taxonomia

Taxondmicamente la Familia se encuentra dentro de:

> Reino Plantae

> Filum Magnoliophita

> Clase Magnoliopsida

> Orden Euphorbiales

> Familia Euphorbiaceae
Distribucion

Es una familia cosmopolita de gran variabilidad morfolégica y reconocida por
ser una de las mas abundantes y diversas de las Angiospermas. Presenta
aproximadamente 7.300 especies, agrupadas en 280 géneros, distribuidas en las
regiones tropicales de todo el mundo, aunque la mayoria de ellas se encuentran en
América y Africa tropical (Figura |.1). En Argentina viven 29 géneros con 216
especies (Bacigalupo y Mulgura 1999). En la provincia de La Pampa se encuentra

representada por 8 géneros con 23 especies (Steibel 1995).
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Figura I.1: Distribucion geogréfica de la Familia Euphorbiaceae.

Ref: Extraido de Heywood (1985).

Caracteristicas morfolégicas

El rango de variacién morfolégica de la familia es enorme y por lo tanto dificil
de caracterizar. Este hecho sugiere un origen polifilético. Asi, se presentan plantas
suculentas o no, pueden ser arboles, arbustos o hierbas. Las flores son diclinas,
actinomorfas o zigomorfas, aperiantadas, en Euphorbia el perianto generalmente
estd ausente, o periantadas, con nectarios florales o sin ellos, en Euphorbia,
Acalypha y Ricinus. Flores estaminadas con corola, en Croton, Aonikena y
Argytlutmnla, o mas frecuentemente apétalas, con androceo de 1 a 10 estambres
libres o connados, monadelfos a poliadelfos, Ricinus, y anteras ditécicas de
dehiscencia longitudinal. Flores pistiladas con corola, Croton y Argythamnia, o mas
frecuentemente apétalas, con ovario sésil o pedicelado, glabro o piloso, 3-carpelar,
3-locular con 1 6 2 ovulos epitropos de placentacion axilar; con tres estilos libres o
soldados en la base y generalmente partidos en el apice. Los frutos son

generalmente una capsula tricoca de mericarpos caducos, dehiscentes y bivalvos
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con dehiscencia elastica. Las semillas son endospermadas, frecuentemente con
caruncula, con episperma liso o esculturado. Pueden presentarse Inflorescencias o
flores solitarias. Las inflorescencias pueden ser racimosas con las flores
estaminadas en el apice y las pistiladas en la base, o un ciatio, caracteristico de
Euphorbia. El ciatio es una inflorescencia constituida por una unica flor central,
reducida a un ovario tricoco, rodeada por cinco grupos de flores masculinas y el
conjunto rodeado por bracteas (Figura 1.2). Las flores solitarias se presentan
opuestas a las hojas, Phyllanthus. Las hojas pueden encontrarse opuestas o0
alternas, a veces verticiladas, pecioladas o sésiles, simples o diversamente partidas
o lobuladas, estipulas membranosas glandulares o ausentes; frecuentemente con

nectarios extraflorales y latex (Steibel 1995).

El latex caracteristico de esta familia es una sustancia de aspecto lechoso y
composiciéon compleja, formada principalmente por agua, granulos de almidon,
proteinas, alcaloides, terpenoides, cardendlidos, resinas, etc. Se encuentra
almacenado en células laticiferas y es liberado cuando los tejidos vegetales se
dafan, ya que su principal funcién biologica es de defensa ante la herbivoria y
agentes patdgenos. Por esta razén, muchos de los compuestos encontrados en el
latex muestran toxicidad contra insectos y patégenos (Hua et al. 2017; Konnor 2011,

Agrawal y Konnor 2009), (Figura 1.3).
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Figura |.2: Ciatios de Euphorbia collina L.

Yy
PRLLET )

Ref: Extraido de base de datos de SIB-AYSEN.

Algunas Euforbiaceas son toxicas, principalmente para animales de sangre

caliente, debido a la presencia de latex y otras producen reacciones alérgicas.

Usos

Las especies de esta familia presentan usos variados, algunas son forrajeras
y otras son utilizadas en la industria, Ricinus communis, Hevea brasilensis, Aleurites
fordii. A modo de ejemplo, Manihot sculenta, mandioca, es una planta alimenticia de
primera magnitud, y E. pulcherrima y E. splendensy tienen valor ornamental

(Seteibel 1995), (Figura 1.4).

Desde la antigiedad se han atribuido efectos curativos a especies de la
familia Euphorbiaceae. Algunas especies de esta familia son usadas ampliamente

en medicina popular por sus multiples efectos. Tal variedad de propiedades
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farmacoldgicas se atribuye, entre otras cosas, a la presencia de latex. Estas plantas
son utilizadas por curanderos, homeodpatas e inclusive médicos. Las aplicaciones

especificas forman parte del acervo cultural de cada region (Bittner et al. 2001).

Figura 1.3: Latex exudando desde tallos de Euphorbia dentata.

Ref: Fotografia tomada por la autora.
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Figura |.4: Ejemplar de Euphorbia pulcherrima.

Ref: Se observan sus vistosas hojas modificadas. Extraido de ArgentiNat.

En Argentina hay 49 géneros de Euphorbiaceae descriptas con usos
medicinales, siendo de este modo la cuarta familia mas utilizada en
etnofarmacologia. El género Acalypha spp. se utiliza como detergente, en el
tratamiento exterior de heridas y como cicatrizante. Astraea spp. para esterilizar
hembras, curar la malaria, en problemas de embarazo, disenteria y como purgante.
Cnidoscolus spp. antiinflamatorio, para moretones, forinculos, anestésico.
Colliguaja spp. contra el dolor de muelas. Croton spp. como digestivo, contra la
cefalalgia, antiséptico, vermifugo, antidiarreico, hepatico, para el dolor de estbmago,
antiinflamatorio en cataplasmas, anticancerigeno, purgante, para tratar infecciones
del tracto urinario, antidiarreico, expectorante, cicatrizante, analgésico, estomacal,
anti-Ulcera, astringente, resolutivo, para ulceras bucales en lactantes. Euphorbia
spp. drastico, diurético, antiasmatico, expectorante, toxico, caustico, contra las

verrugas cutaneas, anticancerigeno, contra la bronquitis cronica, laxante, emoliente,

8
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para eccemas, hemostatica, purgativa, emética, para inducir la lactancia,
antimicrobiano, cicatrizante, contra la gonorrea, contra la fatiga, antidiarreico,
febrifugo, contra la conjuntivitis, artritis y reuma, antilitico, anticonceptivo, anti-
herpético, antiemético, vulnerario, purgativo, para inducir la menstruacién, contra
inflamacion hipoglucémica y renal, para curar mordeduras de serpientes, para
purificar la sangre, contra dolor de oido, para enfermedades oculares y de la piel.
Jatropha spp. purgativo, para piorrea, antiinflamatorio, febrifuga, contra las
infecciones del tracto urinario, anti-ulceroso, para tratar el pie de atletas, purgante
drastico, emético, anti-hemorroidal, antihelmintico, contra el dolor de muelas, para la
regulacion de la fertilidad, antisifilitica, abortivo, anti-disentérica y contra la malaria.
Manihot spp. drastico, emético, tdxico, contra erupciones de la piel. Sapium spp.
vulnerario, para dolores gastrointestinales, febrifugo, para dolor de muelas.
Sebastiana spp. galactégeno, antiséptico para heridas, analgésico para caries,
contra las verrugas cutaneas, para mordeduras de arafia y antimicrobiano. Stillingia
spp. actividad proteolitica. Tragia spp. emoliente, rubefaciente, diurético y

antirreumatico (Barboza et al. 2009).

Género Euphorbia.

Taxonomia
El género se encuentra dentro de:
Subfamilia: Euphorbioideae

Tribu: Euphorbieae

Subtribu: Euphorbiinae

vV VWV VYV V¥V

Género: Euphorbia
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Siendo de este modo el género tipo.

Distribucion

Euphorbia L. es un género cosmopolita ampliamente distribuido en las

regiones templadas y tropicales del mundo (Govaerts et al. 2000).

Tabla I.1: Distribucion geografica de especies presentes en Argentinas del género

Euphorbia (Instituto Darwinion 2017).

Nombre cientifico Estatus Distribucién | Provincias Argentinas
geografica donde se encuentra
Euphorbia acerensis Boiss. Nativa Bolivia y Catamarca, Cordoba,
noroeste y Jujuy, Salta y Sgo. del
centro de estero
Argentina
Euphorbia adenoptera Bertol. | Nativa Desde Chaco, Cérdoba, Formosa,
México Misiones y Santa Fé
hasta el
noreste de
Argentina.
Euphorbia amandi Oudejans | Nativa Chile y Catamarca, Jujuy, La Rioja,
noroeste de | Salta'y San Juan
Argentina
Euphorbia berteroana Balb. Nativa Estados Catamarca, Chaco,
ex Spreng. Unidos, Cordoba, Corrientes 'y
México, Entre Rios
Caribe,
Venezuela,
Bolivia,
Paraguay,
Brazil y norte
y centro de
Argentina
Euphorbia burkartii Endémica | Argentina Corrientes y Entre Rios
Bacigalupo
Euphorbia caespitosa Lam. Nativa Uruguay y Buenos Aires y Mendoza
var. caespitosa centro de
Argentina
Euphorbia caespitosa Lam. Endémica | Sudeste de | Buenos Aires
var. ventanicola la provincia
de Buenos
Aires
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Euphorbia catamarcensis Endémica | Oeste de Catamarca, La Rioja,
(Croizat) Subils Argentina Mendoza, Salta, San Juan
y San Luis
Euphorbia characias L. Adventicia | Nativa del Buenos Aires
mediterrane
0
Euphorbia collina Phil. var. Endémica | Chiley Mendoza, Neuquen, Santa
andina Argentina Cruz
Euphorbia collina Phil. var. Nativa Brazil, Jujuy, Salta y Tucuman
chrysophylla Bolivia 'y
noroeste de
Argentina
Euphorbia collina Phil. var. | Endémica | Chiley La Pampa, Mendoza,
collina Patagonia Neuquén, Rio Negro, Santa
Argentina Cruz, Santa Fé, San Juany
San Luis
Euphorbia collina Phil. var. Endémica | Patagoniay | Chubut, Mendoza,
glaucescens oeste de Neuquén, Rio Negro, Santa
Argentina Cruz y San Juan
Euphorbia collina Phil. var. Endémica | Mendozay Mendoza, Neuquén y Santa
minor Patagonia Cruz
Euphorbia collina Phil. var. Endémica | Mendozay Mendoza, Neuquen, Santa
nahuelhuapina Patagonia Cruz, Rio Negro y Chubut
Euphorbia collina Phil. var. Endémica | Patagoniay | Buenos Aires, Chubut,
patagonica centro oeste | Mendoza, Neuquén, Rio
y este de Negro, Santa Cruz, San
Argentina Juan y Tierra del Fuego
Euphorbia collina Phil. var. Endémica | Chile, Mendoza, Chubut,
spathulata Mendozay Neuquén, Rio Negro y
Patagonia Santa Cruz
Euphorbia cyathophora Adventicia | Desde el sur | Cérdoba, Entre Rios, Jujuy,
Murray de Estados Misiones y Salta
Unidos hasta
el centro de
Argentina
Euphorbia davidii Subils Endémica | Centro de Buenos Aires, Cérdoba y
Argentina San Luis
Euphorbia dentata Michx. Endémica | Estados Buenos Aires, Cordoba,
Unidos, Entre Rios, Formosa, Jujuy,
México, La Pampa, La Rioja, Salta,
Guatemala, | Santa Fé, San Luisy
Honduras, Tucuman
Bolivia,
Paraguay,
Uruguay,
Chinay
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Norte y
Centro de
Argentina

Euphorbia eichleri Mull. Arg Endémica | Paraguayy | Catamarca, Chaco,

Norte y Cordoba, Formosa, La

Centro de Rioja, Salta, Santiago del

Argentina Estero, Santa Fé, San
Juan, San Luis y Tucuman

Euphorbia graminea Jacq. Nativa Argentina Jujuy

Euphorbia helioscopia L. Adventicia | Europa, Buenos Aires, Cordoba, La
Asia, Africa, | Pampa y Miosiones
Oceania y
América. En
Argentina en
el centroy
noreste.

Euphorbia heterophylla L. Nativa Distribuida Cérdoba, Corrientes, Entre
en todas las | Rios, Formosa, Jujuy,
areas Miosiones, Salta, Santa Fé,
tropicalesy | Tucuman y Buenos Aires
subtropicale
s del mundo.

En Argentina
e encuentra
en el nortey
centro

Euphorbia hieronymi Subils Endémica | Centroy sur | Catamarca, Chubut,
de Argentina | Cérdoba, La Rioja,

Mendoza, Neuquén, Rio
Negro, San Juan y San
Luis

Euphorbia hinkleyorum [.M. Nativa Peru, Bolivia | Salta y Jujuy

Johnst y Norte
Argentino

Euphorbia hirta L. var. hirta Adventicia | Distribuida Chaco, Corrientes, Entre
en regiones | Rios, Formosa, Misiones y
tropicalesy | Salta
subtropicale
s de todo el
mundo.

Citada para
Etiopia,
Ghana,
India,
Madagascar,
Vietham. En
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Ameérica
desde
Estados
Unidos hasta
norte de
Argentina,
también en
Brasil, chile
y Paraguay.
Euphorbia hirta L. var. Adventicia | Originaria de | Buenos Aires, Catamarca,
ophthalmica Florida, Chaco, Cérdoba,
difundida en | Corrientes, Formosa, Jujuy,
regiones La Pampa, La Rioja,
tropicalesy | Misiones, Salta, Santiago
subtropicale | del Estero, Santa Fé,
s del mundo. | Tucuman
En Argentina
se encuentra
en zona
centroy
Norte.
Euphorbia hirtella Boiss. Nativa Brasil, Corrientes
Uruguay y
Noreste de
Argentina
Euphorbia huanchalana Nativa Perd, Bolivia | Catamarca y Tucuman
(Klotzsch & Garcke) Boiss. y Noroeste
Argentino
Euphorbia hunzikeri Subils Endémica | Norte Salta y Tucuman
Argentino
Euphorbia hypericifolia L. Nativa Desde Buenos Aires, Chaco,
Jamaicay Cérdoba, Corrientes, Entre
Martinica Rios, Formosa, Jujuy,
hasta el Misiones, Rio Negro, Salta,
norte de Santa Fé y Tucuman
Argentina
Euphorbia hyssopifolia L Nativa Norte de Buenos Aires, Catamarca,
Africa, Chaco, Cordoba,
China, India | Corrientes, Formosa, Jujuy,
y Australia. Mendoza, Misiones, Salta,
Regiones Santiago del Estero, San
tropicalesy | Juany Tucuman
subtropicale
s del nuevo
mundo. En

Argentina se
extiende por
el oeste y
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centro hasta

Mendoza y
Cordoba
Euphorbia insulana Vell. Nativa Desde Rio Chaco, Corrientes,
de Janeiro Formosa, Misiones y Salta
hasta el
norte de
Argentina
Euphorbia klotzschii Endémica | Argentinay | Buenos Aires, Catamarca,
Oudejans var. argentina Chile Chaco, Chubut, Coérdoba,
Corrientes, Entre Rios,
Formosa, Jujuy, La Rioja,
Mendoza, Misiones,
Neuquén, Rio Negro,
Santiago del Estero, Santa
Fé, San Juan, San Luis y
Tucuman
Euphorbia klotzschii Endémica | Chile, Buenos Aires, Catamarca,
Oudejans var. klotzschii Argentinay | Chaco, Cérdoba,
Uruguay Corrientes, Entre Rios,
Formosa, Jujuy, La Pampa,
La Rioja, Mendoza,
Misiones, Neuquén, Rio
Negro, Salta, Santiago del
Estero, Santa Fé, San
Juan, San Luis y Tucuman
Euphorbia klotzschii Endémica | Chile, Buenos Aires, Catamarca,
Oudejans var. schizosepala Uruguay y Cérdoba, Entre Rios, La
norte y Rioja, Mendoza, Salta,
centro Santiago del Estero, Santa
Argentino Fé, San Juan y San Luis
Euphorbia kurtzii Subils Endémica | Nortey Cérdoba, La Rioja,
centro Misiones, Salta, San Luis y
Argentino Tucuman
Euphorbia lasiocarpa Nativa Desde Catamarca, Chaco,
Klotzsch centro Cérdoba, Formosa, Jujuy,
Ameérica Misiones, Salta, Santiago
hasta del Estero, Santa Fé, San
noreste y Luis y Tucuman
centro de
Argentina
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Euphorbia lathyrus L. Adventicia | Europeay Buenos Aires, Chubut,
ampliamente | Cordoba, Formosa, Jujuy,
difundida en | La Pampa, La Rioja,
Ameérica Mendoza, Santa Fé y

Tucuman

Euphorbia lorentzii Mdll. Arg. | Nativa Uruguay y Buenos Aires, Catamarca,
Norte y Entre Rios, Jujuy, La
centro de Pampa, La Rioja, Mendoza,
Argentina Salta, Santiago del Estero,

Santa Fé, San Juan, San
Luisy Tucuman

Euphorbia maculata L. Adventicia | Oriunda de Buenos Aires, Chaco,
Norteaméric | Cérdoba, Corrientes, Entre
a, se Rios, Formosa, Jujuy,
encuentra Misiones, La Rioja, Salta,
naturalizada | Santiago del Estero, Santa
en Europa, Fé, San Juan, San Luis y
Asia, norte Tucuman
de Africa,

Australia y
en toda
América

Euphorbia marayensis Subils | Endémica | Norte de Catamarca, Salta 'y San
Argentina Juan

Euphorbia marginata Pursh Introducida | De Buenos Aires, Cordoba,
Norteameric | Entre Rios, La Pampay
a, en Mendoza
Argentina
cultivada.

Euphorbia nutans Lag. Adventicia | Norte de Cérdoba y Jujuy
Africa, sur
de Europa,

Asia,
Oceania,
California, y
en el
Continente
americano
desde
Canada
hasta el
norte de
Sudamérica.

Euphorbia oranensis Nativa Paraguayy | Salta

(Croizat) Subils bosques
Chaquefios

de Argentina

15




Introduccion

Euphorbia pampeana Speg. | Nativa Uruguay, Buenos Aires
Brasil y en
Argentina en
Provincia de
Buenos
Aires
Euphorbia papillosa A. St.- Nativa Uruguay, Corrientes, Entre Rios y
Hil. var. cabrerae Brasil y Misiones
Region
Mesopotami
cade
Argentina
Euphorbia papillosa A. St.- Nativa Paraguay, Corrientes, Entre Rios y
Hil. var. papillosa sur de Brasil, | Misiones
Uruguay y
Mesopotami
a Argentina
Euphorbia pedersenii Subils | Endémica | Corrientes Corrientes
Euphorbia pentadactyla Nativa Paraguayy | Catamarca, Cérdoba,
Griseb. centro norte | Formosa, Jujuy, La Rioja,
de Argentina | Misiones, Salta, Santiago
del Estero, San Juan y San
Luis
Euphorbia peplus L. Adventicia | Originaria de | Buenos Aires, Catamarca,
Europa. En Entre Rios, Jujuy, La
Argentina se | Pampa, La Rioja, Mendoza,
encuentra en | Misiones, Neuquén, Rio
el oeste y Negro, Salta, Santa Fé,
centro del San Juan, San Luisy
pais Tucuman
Euphorbia platyphyllos L. Adventicia | Europa, Buenos Aires y Rio Negro
norte de
Africa,
Norteaméric
a, Sudafrica,
Oceaniay
Sudamérica
Euphorbia portucasadiana Endémica | Paraguayy | Corrientesy Formosa
(Croizat) Subils noreste
Argentino
Euphorbia portulacoides L. Nativa Norte y Buenos Aires, Catamarca,
var. acutifolia centro Chaco, Chubut, Cordoba,
Argentino Corrientes, Entre Rios,

Jujuy, La Pampa, Mendoza,
Salta, San Luis y Tucuman
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Euphorbia portulacoides L. Endémica | Nortey Buenos Aires, Cordoba,
var. major centro Entre Rios, Jujuy, Salta,

Argentino San Luis y Tucuman
Euphorbia portulacoides L. Nativa Chile, Buenos Aires, Catamarca,
var. portulacoides Uruguay y Chubut, Cordoba,

Norte y Corrientes, Entre Rios,

centro Jujuy, La Pampa, Mendoza,

Argentino Neuquén, Salta, Santa Fé,

San Luis y Tucuman

Euphorbia potentilloides Nativa Sureste de Corrientes y Misiones
Boiss. Brasil y de

Bolivia.

Uruguay y

noreste de

Paraguay y

de

Argentina.
Euphorbia prostrata Aiton Nativa Ampliamente | Buenos Aires, Chaco,

difundida en | Cérdoba, Cérdoba,

las regiones | Corrientes, Entre Rios,

célidas de Formosa, Salta, Santa Fe y

todo el Tucumén

mundo, es

originaria de

América

tropical. En

Argentina se

encuentra en

el norte y

centro del

pais.
Euphorbia ruizlealii Subils Endémica | Norte Catamarca, La Rioja,

Argentino Mendoza, Salta y San Juan
Euphorbia schickendantzii | Endémica | Patagoniay | Catamarca, Chubut, La
Hieron. centro de Pampa, La Rioja, Mendoza,

Argentina Neuquén, Rio Negro, Santa

Cruz y San Juan

Euphorbia sciadophila Boiss. | Nativa Desde Brasil | Catamarca, Cordoba,

hasta el Corrientes, Jujuy, La Rioja,

centro Miosiones, Salta, Santiago

Argentino del Estero, San Luis y

Tucuman
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Euphorbia selloi (Klotzsch & Nativa Sur de Brasil, | Chaco, Corrientes, Entre
Garcke) Boiss. Paraguay, Rios, Misiones y Santa Fé
Uruguay y
noreste de
Argentina
Euphorbia serpens Kunth var. Endémica Desde Buenos Aires, Catamarca,
microphylla Canada hasta | Chaco, Cordoba, Corrientes,
Argentina Entre Rios, Formosa, Jujuy,
La Rioja, Mendoza, Misiones,
Neuquén, Salta, Santiago del
Estero, Santa Fé, San Luis y
Tucuman
Euphorbia serpens Kunth var. | Nativa Desde Buenos Aires, Catamarca,
serpens Estados Chaco, Cordoba, Corrientes,
Unidos hasta | Entre Rios, Formosa, Jujuy,
Argentina La Pampa, La Rioja,
Mendoza, Misiones, Salta,
Santiago del Estero, Santa
Fé, San Juan y Tucuman
Euphorbia serpyllifolia Pers. Nativa Desde Catamarca, Cérdoba, La
Centroaméric | Rioja, Mendoza, San Luis 'y
a hasta el Tucuman
Norte
Argentino
Euphorbia spathulata Lam. Adventicia Originaria de | Buenos Aires, Chubut,
Europa. Se Corrientes, Entre Rios, La
distribuye por | Pampa, Misiones y Rio Negro
toda América
Euphorbia stenophylla (Klotzsch | Endémica Brasil, Chaco, Corrientes, Entre
& Garcke) Boiss. Uruguay, Rios, Formosa, Misiones y
Paraguay y Santa Fé
noreste de
Argentina
Euphorbia thymifolia L. Introducida | Habita la zona | Corrientes, Misiones y Salta
calida del
nuevos y viejo
mundo. En
Argentina se
encuentra en
el noreste
Euphorbia vervoorstii Subils Endémica Norte Catamarca y Salta
Argentino

Ref: Se resaltaron en negrita los nombres de las especies estudiadas en esta tesis.
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Caracteristicas morfoldgicas

Las especies varian desde pequefias efimeras a diversas formas de plantas
anuales o herbaceas perennes, arbustos en cojin, grandes arbustos, pequefios
arboles y formas suculentas. Son plantas de flores desnudas, agrupadas en
pseudanto. El ciatio tiene una flor carpelada, pedicelada; desnuda o con tres
pequefios segmentos perianticos y varias flores estaminadas monandras,
aperiantadas y reunidas en cimas, protegidas por un receptéaculo cupuliforme con 4
0 5 l6bulos que alternan con 1 o 4 o 5 glandulas nectariferas. Las hojas son

alternas u opuestas, a veces decusadas, con latex (Steibel 1995).

Euphorbia L. es el tercer género mas grande de las plantas con flores, luego
de Astragalus, Fabaceae, y Psychotria, Rubiaceae (Govaerts et al. 2000). Con cerca
de 2.000 especies, el género es uno de los mas abundantes dentro de la familia, por
ejemplo en Chile representa el 66% de la flora del territorio siendo ademas el taxén
con mayor numero de especies en este territorio. En Argentina esta representado
por 53 especies, de las cuales 11 especies y 9 variedades son endémicas (Zuloaga

y Morrone 1999), y es el género mejor representado en La Pampa (Steibel 1995).

El género Euphorbia se presentan a menudo como maleza en pastizales y
campos cultivados y pueden ser huéspedes de ciertas plagas y enfermedades
(Tanveer et al. 2010). Algunas son malezas invasoras y nhocivas en muchas
regiones del mundo (Pahlevani 2007). Como plantas toxicas, pueden dafar el
ganado de pastoreo e incluso a seres humanos cuando se ingieren por error o se

mezclan con el forraje y con los productos cosechados (Zayed et al. 1998).
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Habitat

Crecen en una amplia gama de habitats, incluyendo las arenas costeras,
laderas rocosas, cultivares, suelos salinos, colinas de yeso, dunas, desiertos
pedregosos, riberas y bosques, desde el nivel del mar hasta 4000 msnm (Pahlevani

y Akhani 2011).

Usos

Ademas de los usos medicinales se presentan algunas ornamentales, E.
pulcherrima, E. mili, E. tirucalli y E. lactea (Rizk 1987). E. antisyphilitica por €j. tiene
una gran importancia economica ya que de ésta se extrae la cera de candelilla. La
produccion de dicha cera es una de las fuentes econémicas mas importantes para la
zona norte de México en el desierto de Chihuahua (Rizk 1987). El euforbio, latex de
E. resinifera, se usaba en las pinturas para el casco de los barcos, ya que su fuerte
toxicidad evitaba el crecimiento de especies sésiles, aunque también presenta
propiedades farmacoldgicas descriptas desde la época de Hipdcrates (Halleux-
Opsomer 1982). E. helioscopia por ej. fue usada antiguamente como potente

veneno (Levey 1966).

Antecedentes de uso en medicina tradicional del género Euphorbia.
Etnofarmacologia

En el siglo XVIII Carl Linnaeus describio el género Euphorbia y varios de sus
usos medicinales, incluyendo los tratamientos tdpicos y la purga del tracto
gastrointestinal (Nambudiri y Nambudiri 2013). El interés en productos naturales de
especies de Euphorbia que presentan actividad bioldgica tales como propiedades

promotoras de tumores, proinflamatorias y antitumorales, se inicié con el aislamiento
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y la elucidacion de la estructura de un principio cocarcinogenético de Croton tiglium
L. en 1968 (Hecker 1968) y la descripciébn de la actividad antitumoral de un
diterpeno aislado de E. esula L. en 1976 (Evans y Taylor 1983; Kupchan et al.
1976). Recientemente, un diterpeno aislado de E. peplus L. utilizado para el
tratamiento topico de la queratosis actinica (Berman 2012) estimul6 el interés por los
productos naturales de las especies de Euphorbia. Esto se vio reflejado en los afios
2012y 2013 con un aumento de casi 40 % en el nimero de publicaciones referidas
al tema. Ademas, en los ultimos afios se publicaron una serie de revisiones sobre la
guimica y farmacoldgica del género (Shi et al. 2008; Vasas y Hohmann 2014; Vasas
et al. 2012; Kemboi et al. 2020). En general, el latex de ciertas especies de este
género es utilizado externamente en medicina popular para tratar anomalias de la
piel, como las verrugas e infecciones dérmicas, mientras que las hojas son
consumidas para tratar el estrefiimiento (Ghorbani 2005). Al ser el tercer género
mas abundante del reino vegetal, la cantidad de especies y usos que se han
reportado es enorme. Se detallan a continuacion las especies mas relevantes para

la medicina popular a nivel mundial.

» Euphorbia antiqguorum: especie  asiatica cuyo latex tiene
propiedades insecticidas y toxicas. Se utiliza como
emético, purgante y diurético y externamente para el tratamiento de
hinchazones (Colley 1978). También se aplica externamente a los dientes
para el tratamiento del dolor de muelas (Van Sam et al. 2008).

» Euphorbia chilensis: purgante (Gusinde 1936).

» Euphorbia corollata: especie americana, se utiliza para el tratamiento de

hemorragias (Krochmal 1952) y en la cura de hidropesia (Feest 1975).
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Euphorbia duseimata: de origen africano, se utiliza para los enfermos
mentales y para el tratamiento del alcoholismo (Hargreaves 1991).
Euphorbia fischeriana: asiatica. Ha sido usada en la medicina tradicional
China por mas de 2000 afios como una droga anticancerigena (Schroeder et
al. 1980).

Euphorbia ingens: africana. Se usa como alucinégena (Hargreaves 1981).
Su latex y su corteza fueron descritas para el tratamiento de lesiones
cancerosas Yy tumores oculares en Africa (Hargreaves 1991; Giarelli et al.
2003).

Euphorbia ipecacuanhae: Las raices se usan como purgantes (Feest 1975).
Euphorbia maculata: la savia se aplica externamente para tratar las
verrugas Yy lesiones, erupciones, eczemas y contra el dolor de pezon.
También es usada como laxante y emético (Dunn 1983), para tratamientos de
hemorragias, leucorreas y diarreas (Krochmal 1952). En decoccién se utiliza
para lavar las heridas y ojos; la infusiébn se bebe para purificar la sangre
(Bocek 1984). En China, tanto E. thymifolia como E. maculata se utilizan
para el tratamiento de diarreas, hemoptisis, hematuria, hemafecia,
hematemesis, epistaxis y sangrado vaginal. También son usadas para el
tratamiento de heridas y carbunculos (Lai et al. 2004).

Euphorbia nivulia: asiatica. El latex es usado para tratar heridas en el
ganado (Jain 1965).

Euphorbia thymifolia: americana. Ademas de los usos anteriormente
nombrados en E. maculata, es utilizada para tratar lesiones, en trastornos del
embarazo, parto y puerperio (Ernst 2015). En decoccién presenta

propiedades abortivas, antifebrifugas y lactogogas (Wong 1976).
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» Euphorbia tirucalli: africana. Es usada para el tratamiento de mordeduras
de serpiente, como purgativa, para la gonorrea y aumento de senos. El latex
es emético y antisifilitico ademas de tener propiedades insecticidas
(Hargreaves 1978; Hargreaves 1991).

» Euphorbia kansui: se conoce como 'Kan Sui' en el folklore chino y se usa
para el tratamiento de edema, ascitis y cancer. Se encontré que el extracto
etandlico de las raices de E. kansui posee significativa citotoxicidad in vitro
(P-388) y actividad antileucémica in vivo contra la leucemia linfocitica P-388

en ratones (De-Ji et al. 1991).

Euphorbias de Argentina

» Euphorbia caespitosa Lam. var. caespitosa: el tallo se utliza como
dréstico, diurético, antiasmatico y expectorante (Barboza et al. 2009).

» Euphorbia collina var. andina (Phil.): planta caustica. Se usa contra las
verrugas cutaneas; su latex es toxico (Barboza et al. 2009).

» Euphorbia heterophylla L: Hargreaver 1991 describe al latex y la raiz como
toxico. La planta entera seca se toma en infusibn como hemostatica y
purgativa. La raiz presenta propiedades eméticas. La hoja se usa para
inducir la lactancia. Las flores y las hojas son usadas como expectorante,
antimicrobiana y purgativa (Hargreaver 1991; Barboza et al. 2009).

» Euphorbia lasiocarpa Klotzsch: la planta entera es usada como
anticonceptivo y el latex fresco para tratar el herpes circinado. Las hojas
frescas y el tallo presentaron actividad hipotensora (Barboza et al. 2009).

También se usa para tratar las verrugas y como antimicético (Martinez 2008).
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» Euphorbia papillosa A. St. Hil. var. papillosa: es utlizada como
galactogogo (Barboza et al. 2009).

» Euphorbia portulacoides L. var. portulacoides: Jain 1965 la describe
como galactogogo. Su raiz se usa como antiemético, la hoja como vulnerario,
dermatoldgico y el latex mas la raiz como purgativo. También es descripta
para tratar las verrugas de la piel (Martinez 2008).

» Euphorbia prostrata Aiton: la planta entera en decoccion sirve para
provocar la menstruacion; en Infusion, para el asma bronquial, la inflamacién
hipoglucémica y renal, y como remedio para la mordedura de serpiente. Las
partes aéreas frescas en infusién, para purificar la sangre, como diurético y
contra las verrugas cutaneas. La hoja seca en infusién para el reumatismo
(Barboza et al. 2009). Las hojas se usan contra la disenteria amebiana
(Noumiy Yomi 2001).

» Euphorbia sciadophilla Boiss.: contra el dolor de oidos (Barboza et al.

2009).

Euphorbias de La Pampa

En la Provincia de La Pampa varias especies de Euphorbia son utilizadas en

medicina tradicional.

Se han informado a:

» Euphorbia collina var. collina: especie autoctona de Argentina,

vulgarmente conocida como “Pichoa”. Citada como planta toxica (Roig 2001).
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Posee propiedades antihelminticas y su latex es errugativo (Conticello et al.
1997).

Euphorbia helioscopia L. Se utiliza la planta entera para curar el cancer. La
parte aérea seca en infusion, es usada para el tratamiento de bronquitis
cronica. La raiz seca es utilizada como laxante. El latex fresco es usado para
eczemas, como emoliente, téxico, cdustico y contra las verrugas cutdneas
(Barboza et al. 2009). Se ha informado que las hojas y tallos se usan como
febrifugo y vermifugo (Khan et al. 2008).

Euphorbia hirta, vulgarmente llamada “Tasi de la golondrina” es una de las
Euphorbia mas utilizadas en el mundo. Posee propiedades antiinflamatorios y
es usada para trastornos del sistema respiratorio, intoxicaciones, trastornos
del sistema circulatorio, trastornos del sistema digestivo, trastornos del
sistema genitourinario, infecciones, infestaciones, dolor, trastornos cutaneos
0 subcutaneos, lesiones, trastornos nutricionales, trastornos del sistema
sensorial, trastornos del sistema endocrino hasta trastornos del embarazo,
parto y puerperio (Ernst 2015). También se usa como oftalmico, purgante
(Hargreaver 1991) y antiasmatico (Jain 1965). En decoccion se usa para el
tratamiento de la disenteria (Van Sam et al. 2008). También sirve como
diurético, cicatrizante, laxante y para la gonorrea. La raiz en infusion para la
fatiga general. La hoja en infusion se usa para tratar la diarrea, como
colagogo, febrifugo y, en decoccion, para tratar el asma. El latex se usa para
curar la conjuntivitis, para eliminar las verrugas de la piel, para la artritis y el

reumatismo (Barboza et al. 2009).
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» Euphorbia lathyrus L.: originaria de Europa, en la provincia crece en
jardines. Utilizada en problemas del sistema digestivo y como emético. Las
semillas se usan como purgante y abortivas (Wong 1976; Ernst et al. 2015).

» Euphorbia marginata: originaria de Estados Unidos, cultivada en la
provincia en pargues y jardines. Se usa como galactogogo y la infusion de
sus hojas trituradas como linimento para aliviar la hinchazén (Munson 1981).

» Euphorbia ovalifolia var. ovalifolia: especie sudamericana. “Yerba meona”,
es diurética, antilitiasica (Hieronymus 1881; Del Vitto et al. 1997), errugativa y
el latex es usado contra callos, verrugas y herpes (Hieronymus 1881).

» Euphorbia peplus: originaria de Europa. “Lechetres”, es tdéxico (Ragonese
1955), irritante, drastico (Marzocca 1997), antiasmético y anticatarral
(Marzocca 1997; Roig 2001). Recientemente se aisl6 un diterpeno de esta
planta utilizado para el tratamiento topico de la queratosis actinica (Berman
2012).

» Euphorbia portulacoides var. acutifolia: especie autdctona del norte y
centro de Argentina. La raiz se usa como anticonceptivo y el latex para el
tratamiento de verrugas (Barboza et al. 2009). Toxica (Del Vitto et al. 1997)

» Euphorbia schickendantzii: especie endémica del centro y oeste de
Argentina, vulgarmente llamada “Pichoa”, es toxica, errugativa (Steibel 1997),
caustica (Barboza et al. 2009); su latex se utiliza para el tratamiento de
odontalgias (Muifio y Fernandez 2015) y se aplica en las verrugas (Steibel
1997; Barboza et al. 2009; Muifio y Fernandez 2015).

» Euphorbia serpens: se distribuye en toda América. “Yerba de la golondrina”,
“yerba meona”, diurética (Hieronymus 1881; Soraru y Bandoni 1978; Xifreda

1982; Del Vitto et al. 1997; Barboza et al. 2009), errugativa (Hieronymus
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1881), emenagoga, antitumoral, vulneraria, drastica (Soraru y Bandoni 1978)
y antilitiasica (Del Vitto et al. 1997; Barboza et al. 2009). Se utiliza para
enfermedades de la piel. Las hojas secas junto con el tallo en infusién se usa
para enfermedades oculares. El latex es caustico, contra las verrugas

cutaneas y para herpes circinado (Barboza et al. 2009).

Euphorbia serpens Kunth. Antecedentes y estudio fitoquimico.

Estructura de los metabolitos identificados

Descripcion Botanica

La especie fue descripta por primera vez por Humboldt, Bonpland y Kunth en
1817. Habita en sitios modificados, en jardines, césped y carreteras (Pahlevani y

([t

Riina 2011), muy comun en veredas y como especie “r’ estratega en campos
cosechados.Es una hierba anual o perenne, postrada y reptante, con ramificaciones
alternas por la base con ramas radicantes, glabra (Figura 1.5). Hojas simples,
opuestas, con peciolos de hasta 0,3 mm, ovado-orbicular u oblongas con apice
retuso o emaginado, de bordes lisos, de 4-6 mm de longitud, por 3-4 mm de ancho,
levemente asimétricas en la base. Estipulas membranosas triangulares, soldadas,
lanceoladas, o enteras. Ciatios solitarios terminales, con 4 nectarios oblongos o
circulares, concavos, con apéndices lobulados, I6bulos triangulares enteros. 5 a 10
flores estaminadas. Bracteolas laminares, laciniadas. Flores femeninas sin perianto,
estilos bifidos hasta 1,7 mm de alto por 1,3 a 1,5 mm de didmetro. Semillas ovoides

de 1mm de longitud por 0,5 a 0,7 mm de didmetro lisas (Figura 1.6) (Steibel 1995;

Pahlevani y Riina 2011; Instituto de botanica Darwinion 2017).
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Figura |.5: Ejemplar de Euphorbia serpens.

Ref: Fotografia tomada por la autora.

Efectos farmacoldgicos probados

Algunos trabajos han demostrado el efecto antibacteriano de los extractos de
E. serpens, por €j. Brittner et al. (2001) demostraron el efecto antimicrobiano que los
extractos de partes aéreas tienen contra Staphylococcus lutea, S. aureus y
Escherichia coli. Payne et al. (2015) comprobaron el efecto de los extractos
acuosos, metandlicos y hexanicos contra cepas de Vibrio cholerae. En este mismo
trabajo también se observo el efecto antioxidante de dicha planta. Ademas, en un
estudio realizado por Cheruse, Baldini y Blanch (1983) se mostro el efecto diurético

de los extractos metandlicos.
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Figura |.6: Caracteristicas morfolégicas de Euphorbia serpens.

Ref: a, f: planta entera; b y g: hojas y estipulas; c, e, h, j y k: ciatios. Extraido del
Instituto de botanica Darwinién.

Composicién quimica

Son escasos los estudios quimicos sobre esta especie. Se sabe que la parte
aérea contiene fenoles, flavonoides, cianidinas, taninos y saponinas. En el latex se
encontraron diterpenos como tiglianos, ingenanos y dafnanos; resinas; caucho y

taninos (Alonso y Desmarchelier 2006). Ademas se estudid el porcentaje de n-
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alcanos, dénde Cs; con un 42,9% fue el mas representado, seguido por Csz con un
20,9%, luego Cy9 con 6,9 %, Cs, con 3,4 % y finalmente C ,7 con 1,6% (Bittner et al.

2001).

En un estudio quimiotaxonémico del género Euphorbia L. basado en los

patrones de sus flavonoides se determind la presencia de:

- Flavonoles, como quercetina (3",4", 5,7- tetrahidroxiflavonol) y derivados: 3",4",5-
trihidroxi-7-O-ramnosilflavonol; 3,4 -dihidroxi-7-O-glucosilflavonol; 3,4 ,57-
tetrahidroxi-3-O-glicosilflavonol; 3",4",5,7-tetrahidroxi-3-O-diglucosilflavonol; 3",4",7-
tetrahidroxi-3-O-ramnoglucosilflavonol. También se identificaron derivados del
kaempferol, como 4,5,7-trihidroxi-3-O-glucosilflavonol 'y 4°,5,7-trihidroxi-3-O-

diglucosilflavonol.

-Flavonas, como luteolina (3",4",5,7-tetrahidroxiflavona) y derivados: 3",4°,7-
trihidroxiflavona; 3°,4",5-trihidroxi-7-O-glucosilflavona; 3",4" 5-trihidroxi-7-O-
ramnoglucosilflavona; apigenina (4°,5,7-trihidroxiflavona) y sus derivados: 4°,5-
dihidroxi-7-O-glucosilflavona y 4°,5-dihidroxi-7-O-galactocosilflavona (Aqueveque et

al. 1999).

Se han realizados algunos estudios sobre la var. microphylla, sin embargo el
conocimiento fitoquimico de la var. serpens es casi nulo. En la var. microphylla se
determiné la presencia de hidrocarburos saturados lineales C,4 y Css flavonoides
como luteolina 7-O-glucésido, quercetina 3-O-galactdsido, vitexina, isovitexina,
luteolina y apigenina, y antocianinas como cianidina 3-O-glucosido (Galazar et al.
1983) y acido tanico (Barboza et al. 2009). Gratti, Ricco y Gurni (2007), no
encontraron taninos totales para E. serpens var. microphylla y sugieren que la falta

de estos compuestos en las especies de la Seccidon Anisophyllum resulta un
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caracter fitoquimico distintivo para la separacion del resto de las especies del

género.

Euphorbia schickendantzii Hieron. Antecedentes y estudio fitoquimico.
Estructura de los metabolitos identificados

Descripcion botanica

La especie fue descripta por primera vez por Hieronymus en 1881, y
posteriormente por Chodat y Wilczek en 1902 con el nombre de Euphorbia
evonymocarpa, siendo este nombre considerado como sinénimo. Son plantas de 10
a 40 cm de altura (Figura 1.7 a), glabras; raiz no tuberosa, de hasta 20 cm de
longitud por 0,3 a 1,8 cm de diametro; tallos de 20 cm de alto, entrenudos de 0,4 a
1,5 cm. Hojas inferiores obovadas, alternas, de 10 a 40 mm de longitud, por 5 a 15
mm de ancho; hojas superiores elipticas u obovadas, alternas u opuestas, de 15 a
30 mm de longitud por 5 a 10 mm de ancho, bordes enteros, raramente dentado, y
con pelos axilares (Figura 1.7 b). Estipulas glanduliferas, rapidamente caedizas.
Ciatios en pseudopleocasios 3-ramificados, terminales (Figura 1.7 d). Involucro
cilindrico o ligeramente acopado, de 2 a 5 mm de altura, por 0,5 a 2 mm de
didmetro; 4 nectarios erguidos, verdes, planos; lébulos tridentados, con pelos
(Figura 1.7 c). De 8 a 15 flores masculinas; bractéolas generalmente cilindricas.
Flores femeninas con perianto generalmente corto y craso; estilos cortos, adpresos,
bifidos hasta el tercio basal. Capsula subcénica, triqueta, de 3 a 5 mm de alto por 4
a 5 mm de diametro. Semillas lisas, ovoides, ligeramente subprismaticas, de 2 a 2,5
mm de altura por 1,8 a 2 mm de diametro (Instituto de Botanica Darwinion; Subils

1977).
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En la Pampa, en la regién del bosque de caldén, es la especie mas comun
(Figura 1.8), donde abunda en sitios modificados especialmente en suelos

cultivados (Steibel 1995).

Figura I.7: Caracteristicas morfologicas de Euphorbia schickendantzii.

Ref: A: Planta entera; B: Hoja; C: Involucro; D: Ciatio. Extraido del instituto de
Botanica Darwinion.

Figura 1.8: Ejemplar de Euphorbia schickendantzii.

Ref: Ejemplar recolectado por la autora para esta tesis. Fotografia tomada por la
autora.
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Efectos farmacoldgicos probados

Euphorbia schickendantzii tuvo efectos como aumentador de la permeabilidad
en piel de sapo, facilitando la administracion de farmacos por via transdérmica; este
efecto tuvo correlacion con su poder irritante (Alvarez y Borkowski 2007). El
moderado efecto irritante de su infusién fue probado previamente en otro estudio de
la misma autora (Alvarez et al. 2004). Ademas, se ha mostrado la actividad
antioxidante de sus extractos acuosos, metanolicos y de acetona (Alvarez et al.
2007). En un estudio realizado por Lamberti et al. (2009), donde se analiza el efecto
larvicida de 53 extractos hidroalcohdlicos de especies vegetales, se observo que E.

schickendantzii tenia inhibi6 la motilidad de larvas Il de Haemonchus spp.

Composicién quimica

Muy poco se conoce sobre la quimica de esta especie. Se han encontrado
flavonoides del tipo quercetina y antocianos basados en cianidinas. El contenido de
fenoles totales, expresado en mg de acido tanico por g de material vegetal seco fue
de 107,87 mg/g + 21,02 mg/g y los taninos totales fueron 42, 05 (Gratti, Ricco y

Gurni 2007).

Euphorbia collina. Antecedentes y estudio fitoquimico. Estructura de los
metabolitos identificados

Descripcién botanica

Euphorbia collina fue descripta por Phillipi en 1857. Es una especie polimorfa
constituida por 8 variedades y muy relacionada taxondmicamente con E.

portulacoides. De hecho 6 de sus variedades son también consideradas como
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subespecies o variedades de E.

portulacoides. En la tabla 1.2 se muestran las

subespecies y sus sinGnimos aceptados.

En esta tesis se trabajo con Euphorbia collina Phil. var. collina sinébnimo de

Euphorbia portulacoides subsp. collina (Phil.) Croizat.

Tabla 1.2: Sinonimias aceptadas de la especie Euphorbia collina.

Variedades de Euphorbia collina

Sinonimias aceptadas

E. collina Phil. var. collina

E. portulacoides L. subsp. collina (Phill.)

E. collina Phil. var. andina (Phil.)

Subils.

E. portulacoides L. subsp. major var. andensis
Croizalt.
E. andina Phil.

E. dasyclada Dusén.

E. collina Phil. var. chrysophylla

(Klotzsch et Garcke) Subils

Tithymalus chrysophyllus Klotzsch et Garcke.

E. chrysophylla (Klotzsch et Garcke) Boiss.

E. collina Phil. var. glaucescens

(Chod. et Wilczek) Subils

E. portulacoides L. var. glaucescens Chodat et

Wilczek

E. collina Phil. var. minor

(Hicken) Subils

E. portulacoides L. var. minor Hicken

E. collina Phil. var.

nahuelhuapina (Croizat) Subils

E. portulaciodes L. subsp. nahuelhuapina L.

E. collina Phil. var. patagénica

(Hieron.) Subils

E. patagOnica Hieron.

E. collina Phil. var. sphatulata

(Chodat et Wilczec) Subils

E. portulacoides L. var. sphatulata Chodar et

Wilczek
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Es una planta glabra; de raiz no ramificada, de hasta 12 cm de longitud y 2
cm de diametro; tallos crasos, de 8 a 30 cm de altura, entrenudos de 1 a 3,5 cm.
Hojas inferiores elipticas, u obovadas, de 5 a 25 mm de longitud por 5 a 10 mm de
ancho; hojas superiores elipticas, o rombicas, de 7 a 27 mm de longitud por 8 a 15
mm de ancho; ambas de bordes lisos (Figura 1.9 b y Figura 1.10 a). Sin estipulas.
Ciatios en pseudopleocasios; radios florales de 2 6 3 veces dicétomos. Involucros
acoplados, de 2 a 3 mm de altura por 2,3 a 3,5 mm de diametro; 5 nectarios verdes,
deltoides, horizontales o reflexos, con el borde externo revoluto; I6bulos
rectangulares, laciniados (Figura 1.9 ¢ y Figura 1.10 b). Flores masculinas en
namero de 25 a 30; bractéolas anchas, laciniadas. Flores femeninas con perianto
corto; estilos cortos, unidos en el tercio basal, bifidos en el tercio apical; estigma
capitado. Capsulas subconicas, de 3 a 4 mm de altura por 4 a 5 mm de didmetro.
Semillas subprismaticas, lisas, blancas, de 2 a 3 mm de altura por 1,8 a 2,2 mm de

didmetro (Subils 1977), (Figura 1.9 a).

Figura 1.9: Caracteristicas morfologicas de Euphorbia collina.

Ref: A: semilla; B: Planta entera; C: Ciatio. Extaido de Subils (1977).
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Figura 1.10: Ejemplares de Euphorbia collina.

Ref: a: Planta entera; b: Ciatio. Ejemplares recolectados para esta tesis por la
autora.

Efectos farmacoldgicos probados

Seugeiros et al. (2003) demostraron la actividad proteolitica de E. collina, la

cual estaria dada por peptidasas de tipo serina.

Composicién quimica

Se han encontrado flavonoides del tipo quercetina y antocianos basados en
cianidinas. La composicion de fenoles totales, expresado en mg de acido tanico por
g de material vegetal seco cambia entre las variedades, siendo de 188,8 mg/g a
56,11 mg/g. Los autores especulan que estas variaciones se deben a factores
ambientales. En particular para E. collina var. collina fue de 92,2 mg/g * 36,09
mg/g. Los taninos totales oscilaron en un rango de 83 a 4,6 segun la variedad, para

E. collina var collina fueron de 27,59 (Gratti, Ricco y Gurni 2007). En un screening
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para la identificacion de alcaloides, se observo la ausencia de los mismos, tanto en
E. collina como en E. portulacoides (Niemeyer 2014).
Debido a sus sinonimias, a continuacion se describenlos antecedentes

estudiados para E. portulacoides.

Composicion quimica descripta para Euphorbia portulacoides

En los estudios realizados por Bittner et al. 2001 y Morgenstern et al. 1996,
se encontraron fenoles del tipo floroacetofenonas (Figura 1.11, a, b, c y d) vy
diterpenos: dos del tipo kaurano (Figura 1.11, e y f), tres derivados de abietano
(Figura I.11, g, h, i, j y k), cuatro derivados de latiranos (Figura .11, I, m,ny i) y

uno derivado de ingenano (Figura 1.11, o).

En cuanto a sus flavonoides se sabe que contiene flavonoles y flavonas.
Dentro de los flavonoles se han descripto quercetina y sus derivados, a saber:
3",4",5 -trihidroxi-7-O-ramnosilflavonol; 3",4"-dihidroxi-7-O-glucosilflavonol; 3°,4", 5,7-
tetrahidroxi-3-O-ramnosilflavonol; 3",4", 5,7-tetrahidroxi-3-O-glucosilflavonol; 3",4",
5,7-tetrahidroxi-3-O-diglucosilflavonol; y derivados del kamferol:4, 5,7-trihidroxi-3-O-
diglucosilflavonol. Dentro de las flavonas se encontraron derivadas de la luteolina:
3°47,7-trihidroxiflavona y 37,4",5-trihidroxi-7-O-glucosilflavona (Aqueveque et al.
1999). También se estudi6 el porcentaje de n-alcanos, dénde Cs; con un 45,7% fue
el mas representado, seguido por Co9 con un 17,4%, luego Cs3 con 13,6 %, C,7 con

6,4 %, C 3, con 3,8% y finalmente C3, con 1,5 % (Bittner et al. 2001).
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Figura 1.11: Compuestos fendlicos y diterpénicos aislados de Euphorbia
portulacoides.

R Ac iBu MeBu Bz R H OH H R H OH

R H Ac R2 H Me H Me

Ref: I, m, n y fiderivados de latirano, g, h, i, j y k derivados de abietano, e y
f derivados del kaurano, o derivado de ingenano, a, b, ¢ y d floroacetofenonas.
Extraido de Bittner et al. 2001.
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Obijetivos

Objetivo general

Estudiar tres especies del género Euphorbia que se desarrollan en la

provincia de La Pampa empleadas por la medicina tradicional: E. serpens Kunth., E.

schickendantzii Hieron. y E. collina Phil.,, para evaluar la posible presencia de

actividad antimicrobiana, antiparasitaria, diurética y citotdxica, empleando modelos

experimentales in vivo e in vitro. Realizar estudios fitoquimicos para identificar los

grupos quimicos presentes y aislar e identificar compuestos con actividad

farmacoldgica.

Objetivos especificos

v

v

Recolectar partes aéreas de E. serpens Kunth., E. schickendantzii Hieron. y
E. collina Phill.

Realizar extracciones del material vegetal con solventes de diferente
polaridad.

Evaluar mediante ensayos in vivo e in vitro la presencia de actividad
antimicrobiana, antiparasitaria, diurética y citotoxica de los extractos
obtenidos.

Aislar componentes bioactivos mediante fraccionamiento bioguiado,
empleando métodos cromatograficos, especialmente cromatografia en
columna (Silica gel, sephadex LH-20), y cromatografia liquida de alta

performance (HPLC) en fase normal y fase reversa.
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CAPITULO 1

Evaluacion in vivo de la actividad diurética
de Euphorbia serpens, Euphorbia
schickendantzii y Euphorbia collina
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Capitulo 1

Evaluacion in vivo de la actividad diurética de Euphorbia serpens, Euphorbia

schickendantzii y Euphorbia collina

INTRODUCCION

Durante miles de afios, la humanidad ha utilizado diuréticos para reducir la
retencion de liquido causada por algunas enfermedades tales como, hipertensién
arterial, enfermedades cardiacas o sindrome premenstrual, entre otros. Aunque hay
un amplio stock de drogas sintéticas utilizadas como diuréticos, las mismas pueden
presentan contraindicaciones y efectos secundarios como alteraciones en el
equilibrio electrolitico, alcalosis, hipocalemia, somnolencia, trastornos hepaticos, etc.
Estos efectos colaterales fundamentan la busqueda de diuréticos naturales nuevos y
mas seguros para el paciente.

En la medicina tradicional, un gran nimero de infusiones y decocciones de
plantas son utilizados empiricamente para reducir la retencion de liquidos. Pero el
efecto diurético atribuido a estas plantas debe ser demostrado cientificamente, ya
gue la diuresis observada podria ser resultado del aumento de ingesta de liquidos
en forma de infusiones.

Euphorbia serpens, como su nombre vulgar lo indica, “yerba meona”, es una
planta ampliamente distribuida a nivel mundial, utilizada por la medicina popular por
sus propiedades diuréticas (Steibel et al. 2009). Sin embargo, se reportan escasos

estudios sobre esta propiedad (Cheruse et al. 1983).
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En este Capitulo se describen los ensayos realizados para evaluar la
actividad diurética de E. serpens, junto a dos especies adicionales del mismo

género, E. schickendantzii y E. collina, recolectadas en la Provincia de La Pampa.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccién y preparacion del material vegetal

Se realizaron expediciones durante los meses de enero y febrero de 2014
para recolectar ejemplares de E. serpens, E. schickendantzii y E. collina. EI material
recolectado fue identificado en la Facultad de Agronomia de la UNLPam por la
Catedra de Botéanica de la Facultad de Agronomia de la UNLPam segun Steibel
(1995) y Subils (1977). Un ejemplar de cada especie fue depositado en el Herbario
de la Facultad de Agronomia (SRFA).

Las muestras recolectadas fueron secadas a la sombra y examinadas para
verificar que estuvieran libres de contaminantes. Fueron conservadas en bolsas

individuales hasta el momento de la preparacion de los extractos.

Tabla 1.1: Datos de recoleccion del material vegetal estudiado.

Nombre Lugar de recoleccion Fecha de Peso seco | N° de
cientifico recoleccion recolectado referencia de
en kg. herbario
Euphorbia Vivero Forestal en Trenel. | 28 y 29 de | 2,660 H. Alvarez 1, 2y
serpens Acceso Pte. Peroén. | enero de 2014. 3 SRFA.

Trenel. La Pampa.

-35°41°16"

-64°07'58”
Euphorbia Extremo Norte de Reserva |1 'y 2 de | 0,875 H. Alvarez 5, 6 y
schickendant | Provincial Parque Luro. Febrero de 7 SRFA.
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zii -36°90°003” 2014

-64°28°082"

Euphorbia Ruta prov. 10. Camino de | Fecha 8 y 17 | 1,2 H. Alvarez 8, 9y
collina  var. | entrada a Colonia Emilio | de febrero de 10. SRFA
collina Mitre. La Pampa. | 2014
Coordenadas: -36°
207277

-66° 27" 898”

20

Obtencion de extractos de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y

Euphorbia collina

Obtencion de extractos acuosos de Euphorbia serpens, Euphorbia
schickendantzii y Euphorbia collina

Los extractos acuosos se obtuvieron por infusion, utilizando 10 g de partes
aéreas desecadas en 1.0 L de agua destilada a 80 °C y se dejé reposar durante 15
min (Valeta 1955). Después de filtrar se llevd a sequedad en rotavapor a 60 °C y se
liofilizé en tubos falcon de 50 ml (Esquema 1.1). Los tubos falcon fueron rotulados y
pesados para calcular el rendimiento. Los extractos se mantuvieron en frezeer a -18

°C hasta el momento de su utilizacion.

Obtencion de los extractos hidroalcohdlicos de Euphorbia serpens, Euphorbia
schickendantzii y Euphorbia collina

Los extractos hidroalcohodlicos se obtuvieron a partir de 10 g de material
vegetal, parte aérea, desecado y molido. El material vegetal se colocé en un
Erlenmeyer de 250 ml y se extrajo con 200 ml de una solucién de agua-alcohol (1:1,
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v/v) a temperatura ambiente durante 24 h con agitacion ocasional (2x). Los
extractos se juntaron y filtraron con papel de filtro y fueron llevados a sequedad en

rotavapor a 60 °C.

Obtencion de los extractos hexdnicos, de acetato de etilo y metandlicos de
Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina

Se colocaron 10 g de partes aéreas molidas en un Erlenmeyer de 250 mly se
extrajo por maceracion con 100 ml de hexano a temperatura ambiente durante 48 h
con agitacion ocasional (2x). Se filtré6 con papel de filtro, se reunieron los extractos
hexanicos y se llevaron a sequedad en rotavapor a 60 °C. Los restos de solvente
de extraccion se eliminaron totalmente en estufa a 40 °C durante 48 h. Se calcul6 el
rendimiento del extracto obtenido y se conservd en freezer a -18 °C hasta el
momento de los ensayos.

El marco residual de la extraccién con hexano se extrajo a continuacién con
acetato de etilo (2x) y luego con metanol (2x), utilizando el mismo procedimiento
descripto anteriormente, obteniéndose asi los extractos de acetato de etilo y

metanol respectivamente (Esquemal.l).
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Esquema 1.1: Obtencion de los extractos acuosos, hidroalcohdlicos, hexanico, de
acetato de etilo y metandlico de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y

Euphorbia collina.

Material vegetal

Alcohol-agua
Rotavapor

(1:1, v/v; 2x)

\4

Ex. hexanico

l Rotavapor

Ex. hexanico seco

Agua a 80 °C,
15 min Hexano (2x)
Rotavapory
liofilizado l
Marco
\ Acetato de etilo (2x)
v
Marco Ex. acetato de etilo
Metanol (2x) l Rotavapor
Ex. acetato de etilo seco
\ 4
Marco (se Ex. metandlico
descarta)
Rotavapor
i1l Ex. metandlico seco

Ex. acuoso seco

v

Ex. hidroalcohdlico seco

Se calcul6 el rendimiento de cada extracto para las tres especies analizadas,

expresado como porcentaje de materia seca, con la formula: (Peso de extracto x

100) /g de material vegetal seco.
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Tabla 1.2: Rendimientos de extractos expresados como porcentajes de peso seco.

Especie vegetal | % de % de extracto | % de % de % de extracto
extracto hidroalcohélico | extracto extracto de metanolico
acuoso hexanico acetato de

etilo

Euphorbia 25,8 23,8 1,9 1,9 11

serpens

Euphorbia 30,3 19 4 2,7 6,4

schickendantzii

Euphorbia 24 19 5,9 3,3 7,9

collina

Evaluacion de la actividad diurética de extractos acuosos de Euphorbia

serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina

Lahiette et al. (1998) y Marzocca (1997) informan que la “yerba meona”, E.
serpens, se administra en forma de infusion. Teniendo en cuenta estos
antecedentes se evalud la presencia de efectos diuréticos administrando infusiones
de las tres plantas estudiadas. Los extractos acuosos fueron obtenidos como se
indicé previamente.

Se utilizaron dos métodos empleando ratones Mus musculus, hembras,
BALB/c, provistos por el Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la

Universidad Nacional de La Pampa:

Método de recoleccion de orina empleando embudos modificados

Se siguié la metodologia utilizada por Chen et al. (2014). Se utilizaron 5
grupos de cinco ratones pertenecientes al mismo grupo etario, de 28-30 g de peso
corporal. Los animales fueron privados de alimento 12 h antes del ensayo y tuvieron
acceso al agua Ad libitum. Media hora antes de iniciar el ensayo se administré a
todos los animales por via oral (VO), con una sonda gastrica, 0,3 ml del excipiente

compuesto por solucion fisiolégica (ExSF). Los extractos fueron disueltos en un
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volumen final de 0,70 ml de ExSF y administrados por VO. El grupo control (GC)
recibié ExXSF. El grupo control positivo (GCP) recibié una dosis de furosemida de 20
mg/kg resuspendida en ExXSF. A los grupos tratados se les administré una dosis de
1.000 mg/kg de extractos acuosos de, E. serpens, E. schickendantzii y E. collina
resuspendidos en ExSF, conformando los grupos tratados GTs, GTsh y GTc

respectivamente.

Figura 1.1: Recoleccion de orina por embudos modificados.

a b

Ref: a: Se observa el colector de orina fabricado con embudos en tandem. La orina
se recolecta en tubos graduados ubicados debajo de cada embudo. b: Vista superior
de uno de los embudos modificados donde se observa en la parte inferior una rejilla
para retener la materia fecal, permitiendo el paso de la orina. La rejilla superior
contiene al animal en el receptéculo.

Cada animal fue colocado en los embudos modificados para recolectar la
orina separada de las heces (Figura 1.1). Se midi6é el volumen y densidad cada 1 h
durante 6 h. La densidad de la orina fue medida utilizando un refractometro de Abbe

E- Labshop RHC-200 (Rodriguez 2018).

Método de recoleccion de orina utilizando papeles de filtro

Los animales se agruparon y administraron como se explicé en el punto
anterior. Los ratones fueron colocados en recipientes de vidrio para evitar que se

movilicen fuera del papel de filtro colocado como piso para que absorban la orina

58



Capitulo 1

(Figura 1.2). Los papeles de filtro fueron pesados antes de colocarlos y luego de
retirarlos, después de cada miccion. Las diferencias de peso medidas en los
papeles de filtro, se utilizaron para estimar el volumen de orina excretado por cada
animal. La conversion del peso en volumen se realiz6 empleando como referencia
las densidades obtenidas en el ensayo descripto en el punto anterior, utilizando la
formula v = m / d; donde v es el volumen de orina; m, el peso de la orina excretada;

y d, la densidad media de orina.

Figura 1.2: Recoleccion de orina de ratones con papel de filtro.

Ref: a: Acondicionamiento de los animales para medir el volumen de orina
excretado utilizando papeles de filtro. b: Se observa un raton contenido sobre el
papel de filtro que ha absorbido la emisién de orina.

Evaluacion de la actividad diurética de extractos hidroalcoholicos de

Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina

Para medir el efecto diurético de los extractos hidroalcohdlicos se siguio la
metodologia utilizada por Chen et al. (2014), con modificaciones, empleando
ratones Mus musculus, hembras, BALB/c, provistos por el Bioterio de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa. Los extractos
hidroalcohdlicos fueron obtenidos como se indico previamente.

Se utilizaron 5 grupos. Cada grupo se conformo por 5 ratones pertenecientes

al mismo grupo etario, de 28-30 g de peso corporal. Los animales fueron privados
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de alimento 12 h antes del ensayo Yy tuvieron acceso al agua Ad libitum. Todos los
animales recibieron los tratamientos en un volumen final de 0,75 ml VO utilizando
una sonda gastrica.

El grupo control (GC), fue administrado con una solucion del excipiente
compuesto por carboximetilcelulosa al 0,5 % en solucion fisiolégica y Tween 80
(T80) al 0,05% en solucion fisioldgica (1:1, v/v) (ExCT). El grupo control positivo
(GCP) recibié una dosis de 20 mg/kg de furosemida resuspendida en EXCT. Los
grupos tratados recibieron dosis de extractos hidroalcohdlicos provenientes de 1 g
de planta entera de E. serpens, E. schickendantzii y E. collina, resuspendidos en el
EXCT, conformando los grupos tratados GTs, GTsh y GTc respectivamente.

Cada animal se colocé individualmente en embudos modificados (Figura 1.1)
para colectar la orina, separada de las heces, en tubos graduados de 15 ml. Se
midioé el volumen excretado cada 1 h durante 5 h. A cada colecta de orina se le

midio la densidad.

Evaluacion de la actividad diurética de extractos hexanicos, de acetato de etilo

y metandlicos Euphorbia serpens

Para medir el efecto diurético se siguié la metodologia utilizada por Chen et
al. (2014), con modificaciones. Los extractos hexanicos, de acetato de etilo y
metandlicos fueron obtenidos como se indic6 anteriormente.

Se conformaron grupos de 5 ratones Mus musculus, hembras, BALBI/c,
provistos por el Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Pampa pertenecientes al mismo grupo etario, de 28-30 g de peso
corporal. Los animales fueron privados de alimento 12 h antes del ensayo y tuvieron

acceso al agua Ad libitum. Todos los animales recibieron los tratamientos disueltos
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en un volumen final de 0,75 ml VO. Al grupo control (GC) se le administro el
excipiente compuesto por una solucién deTween 80 al 0,05 % en solucion fisiologica
(EXT). El grupo control positivo (GCP) recibié una dosis de 20 mg/kg de furosemida
resuspendida en EXT. Los grupos tratados recibieron una dosis de 500 mg/kg de
extractos hexanicos (GTh), de acetato de etilo (GTa) y metandlico (GTm) de E.
serpens resuspendidos con el EXT. El ensayo se desarroll6 utilizando la

metodologia descripta para evaluar los extractos hidroalcohdlicos.

Analisis estadistico

En todos los casos la excreciéon urinaria fue determinada en funcion del peso
corporal y relativizado a 10 g de peso, empleando la formula (10 x Volumen
Excretado /Peso corporal). Ademas, se determind el indice diurético utilizando la
férmula (Volumen excretado de orina cada 10 g de peso en el grupo tratado/la
media del volumen excretado de orina cada 10 g de peso en el grupo control
negativo)(Abdala et al. 2012). Los datos son expresados como la X = D.S. Los
resultados entre los Grupos fueron analizados empleando ANOVA con el software

Infostat.

RESULTADOS

Resultados de la evaluacion de la actividad diurética de extractos acuosos de
Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina

Método de recoleccion de orina empleando embudos modificados

En la Tabla 1.3 y Figura 1.3 se muestran las medias y los desvios estandar

del volumen excretado de orina cada 10 g de peso en 6 h y el indice diurético de
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ratones tratados con dosis de 1.000 ppm de extractos acuosos de las tres especies
vegetales estudiadas. No se encontrd efecto diurético de los extractos acuosos
(Duncan p < 0,05) ni aumento en el indice diurético respecto al GC, con el método
de embudos modificados. Se observa en la Tabla 1.3 que el extracto de E.
schickendantzii produjo una disminucion significativa del volumen de orina excretado

con respecto al GC.

Tabla 1.3: Volumen excretado de orina cada 10 g de peso en 6 h e indice diurético
de animales tratados con extractos acuosos de Euphorbia serpens, Euphorbia
schickendantzii y Euphorbia collina.

Tratamientos X+D.E indice diurético
Grupo tratado Euphorbia serpens 0,2 +0,09 AB 0,87
Grupo tratado Euphorbia schickendantzii 0,08 £ 0,08 A 0,34
Grupo tratado Euphorbia collina 0,16 £+ 0,11 AB 0,69
Grupo control 0,23+£0,09B 1

Grupo control positivo 0,56 +0,07C 2,43

Ref: Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05) test de Duncan.

Figura 1.3: Volumen excretado de orina cada 10 g de peso en 6 h en los diferentes
tratamientos.
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Tratamientos

Ref: GC: grupo control; GCP: grupo control positivo tratado con furosemida; GTs,
GTsh, GTc: grupos tratado con extractos acuosos de Euphorbia serpens, Euphorbia
schickendantzii y Euphorbia collina respectivamente.
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Método de recoleccion de orina utilizando papeles de filtro

En la Tabla 1.4 y Figura 1.4 se muestran las medias y los desvios estandar
del volumen excretado de orina cada 10 g de animal en 6 h, y el indice diurético de
ratones tratados con dosis de 1.000 ppm de extractos acuosos de las tres especies
vegetales estudiadas. No se encontraron diferencias significativas en el volumen
excretado por los animales tratados con los extractos (Duncan p < 0,05) respecto al

grupo control.

Tabla 1.4: Volumen excretado de orina cada 10 g de peso en 6 h e indice diurético
de animales tratados con extractos acuosos de Euphorbia serpens, Euphorbia

schickendantzii y Euphorbia collina.

Tratamientos X + DE indice diurético
Grupo tratado Euphorbia serpens 0,66 +£0,27 A 1,27
Grupo tratado Euphorbia schickendantzii 0,67 +£0,17 A 1,29
Grupo tratado Euphorbia collina 0,49+0,12 A 0,94
Grupo control 0,52+0,22 A 1,00
Grupo control positivo 0,99+0,18B 1,90

Ref: Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) con test de Duncan.
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Figura 1.4: Excreciéon urinaria medida como el volumen excretado cada 10 g de
peso en 6 h en los diferentes tratamientos.
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Ref: GC: grupo control; GCP: grupo control positivo tratado con furosemida; GTs,
GTsh, GTc: grupos tratado con extractos acuosos de Euphorbia serpens, Euphorbia
schickendantzii y Euphorbia collina respectivamente.

Resultados de la evaluacion de la actividad diurética de extractos

hidroalcohdlicos de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia
collina

En la Tabla 1.5 y Figura 1.5 se muestran las medias y los desvios estandar
del volumen excretado de orina cada 10 g de peso en 5 h y el indice diurético de
ratones tratados con extractos hidroalcohdlicos proveniente de 1 g de partes aéreas
de E. serpens, E. schickendantzii y E. collina. No se encontr6 efecto diurético

(Duncan p < 0,05) ni aumento en el indice diurético respecto al grupo control.
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Tabla 1.5: Volumen excretado de orina cada 10 g de peso durante 5 h e indice
diurético de animales tratados con extractos de Euphorbia serpens, Euphorbia

schickendantzii y Euphorbia collina.

Tratamientos X+D.E indice diurético
Grupo tratado Euphorbia serpens 0,09+ 0,04 A 0,4
Grupo tratado Euphorbia schickendantzii 0,05+ 0,05 A 0,2
Grupo tratado Euphorbia collina 0,03+ 0,03 A 0,12
Grupo control 0,24+0,14B 1

Grupo control positivo (furosemida) 0,39+0,13C 1,6

Ref: Las letras comparan las medias en las columnas. Diferentes letras en las
columnas indican diferencias significativas con el test de Duncan (p < 0,05).

Figura 1.5: Volumen excretado de orina cada 10 g de peso durante 5 h en animales
tratados con extractos hidroalcohdlicos de Euphorbia serpens, Euphorbia
schickendantzii y Euphorbia collina.
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Ref: GC: grupo control; GCP: grupo control positivo (furosemida); GTs, GTsh, GTc:
grupos tratado con extractos hidroalcohdlicos de Euphorbia serpens, Euphorbia
schickendantzii y Euphorbia collina respectivamente.
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Resultados de la evaluacion de la actividad diurética de los extractos hexanico,

acetato de etilo y metandlico de Euphorbia serpens

En la Tabla 1.6 y Figura 1.6 se muestran las medias y los desvios estandar
del volumen excretado de orina cada 10 g de animal en 5 h, y el indice diurético, de
los extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico de E. serpens. No se encontro
efecto diurético para los extractos ensayados (Duncan p < 0,05), ni aumento en el

indice diurético respecto al grupo control.

Tabla 1.6: Volumen excretado de orina cada 10 g de peso en 5 h e indice diurético
de animales tratados con extractos hexanicos, de acetato de etilo y metandlicos de

Euphorbia serpens

Tratamientos X+D.E indice diurético
Grupo tratado Euphorbia serpens hexano 0,13+0,11 BC 0,59
Grupo tratado Euphorbia serpens acetato de etilo 0,01+£0,1A 0,04
Grupo tratado Euphorbia serpens metanol 0,06 £ 0,04 AB 0,27
Grupo control negativo 0,22+ 0,05C 1
Grupo control positivo 0,36 +0,13D 1,64

Ref: Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05) con test de Duncan
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Figura 1.6: Volumen excretado de orina cada 10 g de peso en 5 h en los diferentes
tratamientos.
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Ref: GC: grupo control; GCP: grupo control positivo tratado con furosemida. GTh,
GTa, GTm: grupo tratado con extracto hexanico, acetato de etilo y metandlico de
Euphorbia serpens.
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DISCUSION

En las condiciones experimentales y dosis ensayadas no se observo la
actividad diurética de E. serpens descripta por Cheruse et al. (1983). Tampoco en
las especies E. schickendantzii y E. collina.

Aunque el uso etnobotanico de E. serpens es ampliamente citado, son muy
escasos los estudios cientificos que confirman esta actividad. Cheruse et al. (1983),
demostraron la presencia de efecto diurético de extractos acuosos y metandlicos en
esta planta empleando ratas blancas Wistar. Sin embargo, los ensayos llevados a
cabo en este trabajo de tesis, utilizando ratones Mus musculus BALB/c, no
evidenciaron efecto diurético. Si bien en este ensayo se utilizaron animales
diferentes al del trabajo citado, y furosemida como droga de referencia, los ratones
tratados con furosemida mostraron un aumento significativo del volumen de orina
excretado con respecto al grupo control en todos los ensayos, evidenciando la
sensibilidad del modelo experimental. Podria especularse que el efecto diurético se
expresa en ratas y no en ratones, pero también debe considerarse que las
caracteristicas edafolégicas que prevalecen en los lugares de recoleccion, podrian
ser la causa de los diferentes resultados (Bruneton 2001). Las plantas empleadas
por Cheruse et al. (1983) se recolectaron en inmediaciones de la ciudad de La Plata,
area que posee notables discrepancias con el Departamento Maracé de la Provincia
de La Pampa.

Los animales del grupo tratado con extracto hidroalcohdlico de E.
schickendatzii y el tratado con extracto de acetato de etilo de E. serpens murieron
luego de los ensayos, evidenciando la presencia de compuestos toxicos en dichos

extractos.
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CONCLUSIONES

- Los ensayos llevados a cabo empleando ratones Mus musculus BALB/c con
extractos de E. serpens (yerba meona), no permitieron confirmar el efecto diurético

gue le atribuye la medicina tradicional.

- Los ensayos realizados con las especies E. schickendantzii y E. collina tampoco

exhibieron efectos diuréticos.
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Capitulo 2

Evaluacion in vitro de la Actividad
antiparasitaria de Euphorbia serpens,
Euphorbia schickendantzii y Euphorbia
collina
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Capitulo 2

Evaluacion in vitro de la Actividad antiparasitaria de Euphorbia serpens, Euphorbia

schickendantzii y Euphorbia collina

INTRODUCCION

Los ensayos desarrollados en el Capitulo 1 para verificar el efecto diurético
reportado por Cheruse et al. (1983), dieron resultados negativos en Euphorbia
serpens, como asi también en las otras dos especies de Euphorbias, E.
schickendantzii y E. collina, recolectadas en la Provincia de La Pampa. En el
presente Capitulo se describen los ensayos realizados para determinar la presencia
de los efectos antihelminticos mencionados por Steibel et al. (2009) en E. collina.
Estos autores sefialan que esta planta es utilizada por la medicina tradicional como
antihelmintica. Por otro lado, E. schickendantzii, en un estudio realizado por
Lamberti et al. (2009), tuvo efecto inhibitorio sobre la motilidad de las larvas de
Haemonchus contortus.

Varios trabajos han reportado el efecto antihelmintico de otras especies del
género, por ej. Lone et al. (2012), mostraron que el extracto metandlico de E.
helioscopia tuvo efecto antihelmintico contra larvas Ill y huevos de H. contortus.
Adedapo et al. (2005) demostraron la actividad de E. hirta contra parasitos
intestinales caninos, entre ellos Ancylostoma caninum. E. huanchahana también
tuvo efecto antihelmintico sobre oxiuros patégenos en humanos (Salazar et al.
2007).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se llevaron a cabo ensayos para

evaluar in vitro la posible presencia de actividad antihelmintica de E. serpens, E.
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schickendantzii y E. collina, utilizando larvas de A. caninum. El efecto ovicida se

ensay0 empleando huevos de H. contortus.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion e identificacion de huevos de Ancylostoma caninum

El modelo biolégico utilizado para determinar la actividad antiparasitaria
consistié en exponer larvas Ill de A. caninum a distintos extractos in vitro.

Se recolectaron heces frescas de perros domeésticos y se determind la
presencia de huevos de A. caninum empleando la técnica de Willis (Willis 1921). Se
colocé 1 g de materia fecal en 10 ml de solucién sobresaturada de cloruro de sodio
de una densidad de 1,2 g/ml, se filtré la mezcla con una gasa y se coloc6 el liquido
en un tubo de ensayo con un portaobjetos en la parte superior. Se dej6 reposar 15
min para que los huevos y larvas flotantes puedan ser recuperados e identificados
en el microscopio Optico. Los huevos fueron identificados por la Céatedra de

Parasitologia de La Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLPam.

Obtencion de larvas 111 de Ancylostoma caninum

Las heces infectadas con huevos de A. caninum se cultivaron permitiendo la
maduracion y eclosién de los huevos y posterior desarrollo de larvas Ill (Fiel y
Steffan 1994). Se tomaron de 2 a 3 g de heces infectadas y se mezclaron en un
recipiente con telgopor granulado. Luego se tomo un vaso de plastico y se cortd a la
mitad quedando dos partes, A y B. La mitad inferior (A), fue perforada en el fondo
para permitir la entrada de aire y se colocaron la muestra de heces a cultivar

cubiertas por una gasa. Se tap6 empleando la mitad superior del vaso (B). La
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camara de incubacion se colocé dentro de otro vaso (C) con agua, quedando

constituida una camara humeda (Figura 2.1).

Figura 2.1: Método de obtencién de larvas Ill de Ancylostoma caninum.

c d

Ref: a: Vista frontal de los vasos mostrando los cortes realizados. Un vaso cortado
por la mitad y otro vaso no cortado. b: Vista frontal de los vasos mostrando el
encastre de la parte inferior y la superior del vaso cortado que contiene las heces. c:
Vista superior de los vasos mostrando las heces con Telgopor en la parte inferior del
vaso cortado por la mitad, y el agua en el vaso no cortado. d. Camara humeda. A:
Parte inferior del vaso cortado por la mitad, conteniendo las heces; B: Parte superior
del vaso cortado por la mitad conteniendo la gasa; C: Vaso no cortado, conteniendo
agua para mantener la humedad en el proceso de incubacion.

Las muestras se mantuvieron a 24 - 28 °C durante 10 dias. Una vez realizada
la incubacion, se colocé la muestra en una gasa, formando una bolsa. Y se

sumergié en un embudo con agua tibia donde permanecieron por 1 - 2 h con una
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manguera de goma en su extremo, obturando la salida de agua con un broche.
Pasado el tiempo de decantacion se libero el broche y se extrajeron los 3-4 cm de
liguido de la parte inferior que contenian la mayor concentracion de larvas infectivas
(Henriksen y Korssholm 1983). Las larvas se mantuvieron a 5 °C hasta el momento

de los ensayos.

Evaluacion de la actividad larvicida de extractos hexanicos, de acetato de etilo
y metandlicos de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia

collina

El ensayo se realizé siguiendo la metodologia utilizada por Kotze et al. (2004)
con modificaciones, las cuales consistieron en utilizar placas de 4 pocillos y agua
destilada como medio de cultivo. Los recipientes que contenian las larvas se
llevaron a temperatura ambiente y se homogeneizaron suavemente. En los grupos
tratados se expusieron larvas Ill de A. caninum a una concentracion de 30 mg/ml de
extractos hexanicos, de acetato de etilo y metandlico de las tres especies vegetales
y obtenidos segun se explicé en el Capitulo 1. En los grupos control se expusieron
larvas lll a los excipientes utilizados para cada extracto, a saber, una soluciéon de
alcohol al 10 % para extractos hexanicos y de acetato de etilo; y agua destilada para
extractos metandlicos. Las larvas se mantuvieron en estufa a 25 °C durante 48 h en
oscuridad.

Se realizaron 10 repeticiones, y se determind el nimero de larvas moviles
antes y después del ensayo, siendo estimuladas con agua caliente a 50 °C antes del
conteo, para asegurar que las mismas no estén en latencia. El efecto larvicida fue
determinado por observacion directa contando el nimero de larvas muertas durante

el ensayo, tanto en los grupos tratados como en los grupos controles.
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Con los extractos que mostraron actividad larvicida se repitieron los ensayos
siguiendo la metodologia descripta anteriormente. Las dosis utilizadas fueron de 15
mg/mly 7,5 mg/ml con 5 repeticiones.

Se realizé un test “t de Student” o un test de Wilcoxon, segun la normalidad

de los datos, para comparar cada grupo tratado con su grupo control.

Determinacién de la inhibicion de la migracion larval de extractos hexanicos,
de acetato de etilo y metandlicos de Euphorbia serpens, Euphorbia

schickendantzii y Euphorbia collina

La inhibicién de la motilidad en los ensayos de actividad larvicida fundamento
continuar con ensayos de inhibicion de la migracion larval.

Para determinar el efecto inhibitorio de la motilidad larval contra larvas
infectantes de A. caninum, se siguié la metodologia de Moreno et al. (2010), con
algunas modificaciones.

Se construyeron filtros con tubos de acrilico transparente de 20 mm de largo
y 9 mm de diametro interno a los que se les colocé una malla de nylon de 23 um en
uno de sus extremos. Se utilizaron placas de 24 pocillos (Figura 2.2). Se probaron
los extractos hexanicos, de acetato de etilo y metandlicos de E. serpens, E.

schickendantzii y E. collina
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Figura 2.2: Se muestran las placas de 24 pocillos y los filtros de 23 pum.

Ref: Linea 1: Primera linea de pocillos donde se colocan las larvas expuestas a los
diferentes tratamientos. Linea 2: segunda linea de pocillos donde se colocan los
filtros de 23 um. Linea 3: tercera linea de pocillos donde se colocan las larvas no
migradas para ser contabilizadas. Linea 4: Cuarta linea de pocillos.

Los extractos hexanicos y de acetato de etilo se diluyeron en etanol al 5 % y
los extractos metandlicos en agua destilada, para obtener una solucion final de 7,5
mg/ml. En cada pocillo de la primera linea (Figura 2.2) se agreg6é 1 ml de extracto
diludo y 1 ml de agua destilada con aproximadamente 100 larvas Il (L3)
suspendidas. Se realizaron seis repeticiones para cada extracto; un grupo control
(L3 expuestas a la solucién utilizada para disolver los extractos) y un grupo control
positivo (L3 expuestas a una solucién de ivermectina al 0,05 %, Meltra-Endectocida

®), (Figura 2.3).

78



Capitulo 2

Figura 2.3: Se muestran tres placas con extractos metandlicos de las tres especies
estudiadas y dos utilizadas como controles.

Las larvas fueron incubadas a 25 °C por 16 h, en contacto con los extractos.
Luego el contenido total de los pocillos (2 ml) se transfirid a los filtros localizados
dentro de los pocillos de la segunda fila de la placa. Las placas con los filtros fueron
incubadas a 25 °C por 18 h, para permitir la migracion a través de las mallas dentro
de la camara. Los filtros fueron removidos de las placas y se lavo su contenido
utilizando una piseta con agua destilada. Se contaron el numero total de larvas
determinando el nimero de larvas no migradas, tanto en los grupos tratados como
en los grupos controles.

Los datos se expresaron como numero de larvas no migradas, y fueron
analizados utilizando ANOVA y comparados con un test de Duncan (p< 0,05) con el

software InfoStat.
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Evaluacion del efecto inhibidor de la eclosion de huevos de Haemonchus
contortus de extractos hidroalcoholicos de Euphorbia serpens, Euphorbia

schickendantzii y Euphorbia collina

Recoleccion y preparacion de huevos de Haemonchus contortus

Tanto la recoleccion y el acondicionamiento de los huevos, asi como el
ensayo de eclosion fue realizado siguiendo el método utilizado por Lone et al. (2012)
con algunas modificaciones. Las heces fueron colectadas de corderos infectados y
lavadas de manera cuidadosa, agregando agua hasta obtener una mezcla
relativamente humeda. Esta mezcla fue filtrada a través de tamices de poros
decrecientes siendo el Gltimo de 25 um. Los huevos retenidos en el tamiz de 25 pm
fueron transferidos a un tubo falcon de 15 ml utilizando agua destilada. La muestra
se centrifugé durante 10 min a 3.500 rpm. El sobrenadante se elimind y se
resuspendieron los huevos en solucion sobresaturada de cloruro de sodio (CINa)
compuesta por 400 g de CINa en 1 L de agua. Se centrifugaron nuevamente y se
filtraron con el tamiz de 25 um, para luego recuperar los huevos limpios. La
concentracion de huevos se determin6 contando la cantidad en 4 alicuotas de 20 pl,

realizando el procedimiento por cuadruplicado.

Inhibicion de la eclosion de huevos de Haemonchus contortus

Para el ensayo de eclosién de huevos, se utilizaron placas multipocillos de
12 wells. Se colocaron aproximadamente 100 huevos por pocillo en un ml de agua
destilada, y se agregé 1 ml de concentraciones crecientes de los extractos
hidroalcohdlicos de las tres especies vegetales, a saber: 2.000 ppm, 1.000 ppm, 500

ppm y 250 ppm. Los huevos fueron incubados en estufa a 24,5 °C en oscuridad
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durante 24 h, posteriormente se determiné el numero de larvas en su primer estadio
(L1) y el numero de huevos no eclosionados presentes en el pocillo. Ademas, se
incluyd un grupo control, en el cual los huevos fueron incubados con agua destilada.
Cada concentracion fue replicada 6 veces (Figura 2.4). Los datos fueron
expresados como porcentaje de inhibicion de la eclosién para cada concentracion
de cada extracto vegetal, con la formula: (N° de huevos no eclosionados x 100) / (N°
de huevos no eclosionados + numero de larvas L1), y analizados utilizando ANOVA,

comparados con un test de Duncan (p< 0,05) con el software InfoStat.

Figura 2.4: Ensayo de inhibicion de la eclosion de huevos de Haemonchus
contortus.

&

\ N N A 4
- L~ < 2/

Ref: Se muestran las placas empleadas para el ensayo de inhibiciéon de la eclosién
de huevos de Haemonchus contortus en presencia de extractos hidroalcohdlicos de
Euphorbia serpens, Euphorbia schickendatzii y Euphorbia collina.
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RESULTADOS

Resultados de la evaluacion de la actividad larvicida de extractos hexanicos,
de acetato de etilo y metandlicos de Euphorbia serpens, Euphorbia

schickendantzii y Euphorbia collina

La Tabla 2.1 muestra el porcentaje de larvas Ill de A. caninum muertas luego
de ser expuestas a los extractos hexanicos, acetato de etilo y metandlicos de las
tres especies investigadas. Los datos mostraron diferencias significativas con
respecto al control (p < 0,01) en todos los extractos a una dosis de 30 mg/ml, con
excepcion del extracto metandlico de E. serpens. Mientras que dosis menores no

mostraron efectos.

Tabla 2.1: x £ DE, de los porcentajes de larvas Ill de Ancylostoma caninum muertas
después de la incubacion con extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico de
Euphorbia serpens, Euphorbia schickendatzii y Euphorbia collina expuestas a

concentraciones de 30, 15y 7,5 mg/ml.

Concentracion

Especie Extracto 30 mg/ml 15 mg/ml 7,5 mg/ml
Hexano 52,7+30,8* |6,6 +14,7 6+13,4

Euphorbia serpens | Acetato de etilo 66,6 +30,0* |9,6+9,0 0,8+1,7
Metanol 44,2 + 37,8 - -

: Hexano 60,4+280* [3+6,7 0,2+0,4

Euphorbia :

e Acetato de etilo 65,2+275* |3+£6,7 24+53
Metanol 63,5+19,6* |35+37,4 39,2+ 35,4
Hexano 64,7+254* |242+235 |54+58

Euphorbia collina | Acetato de etilo 61,0+388* |[5+11,2 7,6 £16,9
Metanol 46,8 +20,6* |356+24,7 |31,2+23

Ref: *Test t de Student (p < 0, 01). Nota: Las concentraciones de 15y 7,5 mg/ml de
extracto metandlico de Euphorbia serpens no se ensayaron porque no se
encontraron efectos con 30 mg/ml.
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Resultados del test de inhibicidén de la migracién larval de extractos hexanicos,

de acetato de etilo y metandlicos de Euphorbia serpens, Euphorbia

schickendantzii y Euphorbia collina

En la Tabla 2.2 se muestran las medias y los desvios estandar del nimero de
larvas no migradas de cada extracto ensayado. Puede observarse la actividad
inhibitoria en los grupos expuestos a extracto hexanico de E. schickendantzii y a los
extractos metandlicos de las tres especies vegetales (Duncan p < 0,05).

Tabla 2.2: Medias del nimero de larvas no migradas + DE de Ancylostoma caninum

con extractos hexanicos, acetato de etilo y metandlico de Euphorbia serpens,

Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina.

W Hexano Acetato de etilo Metanol
Especie

Euphorbia serpens | 28,67 +4,41 A 15,66 £ 2,65 A 62,67 + 14,57 AB
Euphorbia

schickendantzii 66,67 + 27,21 B 14,33+ 2,58 A 46,5+ 7,58 A
Euphorbia collina 48,17 £ 19,81 AB 175+ 3,33 A 69,83+ 19,65 B
Grupo control 30,33 +9,52 A 125+ 2,73 A 35+259C
Grupo control

positivo 101+17,48C 59,33+7,31B 99,17 £ 23,06 D

Ref: Las letras comparan las medias en las columnas. Diferentes letras en las
columnas indican diferencias significativas con el test de Duncan (p < 0,05).

Resultados de la actividad de Inhibicion de la eclosion de huevos de

Haemonchus contortus

La Tabla 2.3 muestra las medias de los porcentajes y los desvios estandar de
la inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus luego de ser expuestos a
extractos hidroalcohdlicos de las tres especies vegetales. El grupo control evidencié
diferencias significativas con los grupos tratados con extractos hidroalcdlicos de E.

collina a dosis de 1.000 ppm y 2.000 ppm.
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Tabla 2.3: Porcentaje de inhibicion de la eclosién de huevos de Haemonchus
contortus expuestos a diferentes concentraciones de extractos hidroalcohdlicos de

Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina

Tratamientos | Media + DE

GC 3,19 +1,99 A

GTser 250 5,29 + 3,37 A B C
GTser 500 3,86 + 0,96 A

GTser 1.000 7,18 + 3,45 A B C
GTser 2.000 8,43+ 495 A B C
GTschi 250 4,76 + 4,21 A B

GTschi 500 6,80 + 2,47 A B C
GTschi 1.000 | 7,48 +4,94 A B C
GTschi 2.000 | 544 + 3,33 A B C
GTcoll 250 5,25+ 3,50 A B C
GTcoll 500 6,21 +2,84 A B C
GTcoll 1.000 | 10,55 + 4,88 C
GTcoll 2.000 | 9,98 + 7,93 B C

Ref: GC: Grupo control.GTser 250, GTser 500, GTser 1.000, GTser 2.000, GTschi
250, GTschi 500, GTschi 1.000, GTschi 2.000, GTcoll 250, GTcoll 500, GTcoll
1.000, GTcoll 2.000; corresponden a los grupos tratados con extractos de Euphorbia
serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina a 250 ppm, 500 ppm, 1.000
ppm y 2.000 ppm respectivamente. Nota: Las letras comparan las medias en las
columnas. Diferentes letras en las columnas indican diferencias significativas con el
test de Duncan (p < 0,05).
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DISCUSION

Para determinar la presencia de efecto antiparasitario se ensayaron extractos
obtenidos de E. serpens, E. schickendantzii y E. collina. Esta Ultima especie ha sido
reportada por su empleo como antiparasitaria (Steibel et. al 2009), mientras que no
se hallaron antecedentes de uso tradicional de las otras dos especies ensayadas en
este trabajo. Sin embargo, un estudio in vitro realizado por Lamberti et al. (2009)
contra larvas Ill de H. contortus demostr6 que el extracto hidroalcohdlico de E.
schickendantzii inhibié la motilidad de las larvas. Este efecto antiparasitario hallado
sobre la motilidad larval es consistente con el efecto hallado contra larvas de A.
caninum y sugieren realizar otros ensayos para determinar el espectro
antihelmintico de esta especie vegetal.

Los estudios realizados in vitro empleando el test de motilidad larval y
eclosién de huevos con larvas Ill de A. caninum y H. contortus respectivamente,
permitieron confirmar el efecto antihelmintico de E. collina atribuido por la medicina
tradicional. Esta especie exhibié el mayor efecto antiparasitario, ya que mostro
actividad inhibitoria sobre la motilidad y la eclosion de huevos.

Aunque las resefias bibliogréafica sobre el efecto antiparasitario de E. serpens,
E. schickendantzii y E. collina son escasas, como se describio en la introduccion de
este Capitulo, se encontraron trabajos que determinaron la presencia de efecto
antihelminitico en otras especies del género Euphorbia (Adedapo et al. 2005;
Salazar et al. 2007; Lone et al. 2012), sin embargo distintas especies de un género
no necesariamente comparten los mismos metabolitos en cantidad y calidad. Por

esta razon tampoco expresan las mismas propiedades farmacoogicas (Evans 1995).
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Los extractos metandlicos obtenidos de las tres especies vegetales tuvieron
efectos contra helmintos, que podrian deberse a la presencia de taninos, fenoles,
flavonoides y saponinas (Capitulo 5), ya que otras especies vegetales con
metabolitos secundarios pertenecientes a estos grupos quimicos mostraron
propiedades antihelminticas (Eguale et al. 2011; Hernandez Villegas et al. 2012).

Debido a que el parasito adulto es el blanco principal de los metabolitos
secundarios de las plantas, seria deseable realizar los ensayos utilizando parasitos
adultos. Sin embargo, éstos no pueden ser mantenidos vivos fuera del hospedador
por mas de 24 h, lo cual es inadecuado para los test in vitro. Por ello, los test in vitro
se realizan usualmente con los estadios infectantes (Athanasiadou y Kyriazakis
2004). En este trabajo de tesis, se utilizd, como modelo bioldgico para determinar el
efecto larvicida e inhibidor de la motilidad larval, a larvas infectantes (larvas 1ll) de A.
caninum, a las cuales no se les quitd la cuticula externa, es decir no fueron
desenvainadas. En varios estudios en donde se ha utilizado el test de inhibicion de
la motilidad para comprobar efectos antiparasitarios, se utlizan larvas Il
desevainadas artificialmente utilizando hipoclorito de sodio. Este procedimiento se
realiza para asemejar las condiciones en las cuales se encuentran las larvas en el
intestino del hospedador. En la mayoria de los estudios que realizan este
procedimiento se trabaja con larvas de H. contortus, porque la vaina externa de esta
especie es facilmente observable en el microscopio 6ptico. Sin embargo, la
morfologia de A. caninum hace dificil la determinacion de la presencia o ausencia de
vaina, y la exposicion prolongada al hipoclorito de sodio afectar notablemente los
resultados de los ensayos (Gonzalez et al. 2010).

Por otro lado, el empleo de larvas envainadas en los ensayos podria

determinar una mayor potencialidad del compuesto con propiedades
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antihelminticas, ya que las larvas envainadas son mas resistentes al medio externo
porque la cuticula es una estructura de proteccion. Alonso Diaz et al. (2011),
demostraron que en larvas de H. contortus desenvainadas, la inhibicion de la
motilidad luego de ser expuestas a extractos vegetales era mayor respecto a larvas
envainadas sometidas a los mismos tratamientos. Resultados similares fueron
reportados por VonSon de Fernex et al. (2012). Es por ello que en este estudio se
utilizaron larvas Ill sin desenvainar. La sensibilidad del modelo experimental se
corrobor6 mediante el empleo de dos grupos controles. Para determinar la
concentracion de ivermectina a utilizar en nuestros ensayos como control positivo,
se realizaron varios ensayos cuyos datos no fueron mostrados en esta tesis. Se usé

como trabajo de referencia a (Kotze et al. 2004).
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CONCLUSIONES

- Los extractos hexanicos, de acetato de etilo y metandlicos de Euphorbia
schickendantzii y Euphorbia collina, y los extractos hexanico y de acetato de etilo de
Euphorbia serpens, mostraron efecto larvicida contra larvas 1ll de Ancylostoma
caninum a dosis de 30 mg/ml.

- Los extractos hexanicos, de acetato de etilo y metandlicos de Euphorbia serpens,
Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina, no mostraron efecto larvicida contra
larvas Ill de Ancylostoma caninum a dosis de 15 mg/mly 7,5 mg/ml.

- El extracto hexanico de Euphorbia schickendantzii y los extractos metandlicos de
Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina inhibieron la
motilidad de larvas Ill de Ancylostoma caninum.

- El extracto hidroalcohdlico de Euphorbia collina inhibié la eclosion de huevos de
Haemonchus contortus a dosis de 2.000 y 1.000 ppm.

- Los efectos antihelminticos de Euphorbia collina sobre la motilidad larval e
inhibicibn de la eclosion de huevos de Ancylostoma caninum y Haemonchus
contortus respectivamente, mostrados en estos ensayos, son consistentes con el

uso como antiparasitario de la medicina popular.
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Capitulo 3

Ensayos de citotoxicidad in vitro y toxicidad aguda en ratones

INTRODUCCION

En el Capitulo 2 se demostré el efecto antihelmintico contra larvas de
Ancylostoma caninum y huevos de Haemonchus contortus, que avalan el uso de
Euphorbia collina como antiparasitario en medicina tradicional. Esta especie también
se utiliza como errugativa (Conticello et al. 1997). E. schickendantzii y E. serpens,
ademas de aplicarse a las verrugas (Hieronymus 1881; Steibel 1997; Barboza et al.
2009; Muifio y Fernandez 2015) son causticas (Barboza et al. 2009), y E. serpens,
es utilizada especificamente como antitumoral (Soraru y Bandoni 1978). Estos
antecedentes expuestos por la medicina tradicional justifican evaluar la posible
presencia de efecto citotoxico.

La evidencia emergente ha demostrado que las especies de Euphorbia
exhiben propiedades anticancerigenas in vitro debido a la rica produccion de
constituyentes bioactivos. Esto respalda su utilizacion en la medicina tradicional
como anticancerigenos (Kemboi et al. 2020).

Los diterpenos presentes en varias especies de este género, como ser E.
kansui, E. ficheriana, E. nivulia, E. esula y E. poisonii, han demostrado fuerte
actividad citotoxica frente a diferentes lineas celulares (Kupchan et al. 1976; De-Ji et
al. 1991, Fatope et al. 1996; Ravikanth et al. 2003; Wang et al. 2006).

El test de letalidad de Artemia salina es un método ampliamente utilizado
para determinar citotoxicidad. Los autores de este método, McLaughlin et al. 1998,

realizaron estudios de toxicidad que demostraron que muchas especies de
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Euphorbiaceas tenian efectos antitumorales y concluyen que existe una correlacién
positiva entre el test de A. salina y el efecto antitumoral. Luego, utilizaron dicho test
en forma sistemética para la busqueda de sustancias con probable efecto
antitumoral en su laboratorio. Este método, por ser rapido, confiable y econémico,
se empled en esta tesis para detectar compuestos citotoxicos y/o antitumorales en
E. serpens, E. schickendatzii y E. collina.

Se llevaron a cabo estudios de toxicidad in vivo con extractos metandlicos,
hidroalcdlicos y hexanicos de E. collina con el objetivo de demostrar su inocuidad en
eventuales usos como fitofarmacos, ya que resultaron activos en ensayos

anteriores.

MATERIALES Y METODOS

Ensayos de citotoxicidad in vitro

Obtencion de larvas nauplio de Artemia salina

Para la obtencién de larvas en el segundo estadio de desarrollo, se colocaron
los huevos en cubas de eclosion (Figura 3.1), las cuales poseen dos camaras, una
oscura en donde se colocaron los huevos y la otra con luz donde se recolectaron las
larvas. Ambas camaras se separaron por medio de un tabique con agujeros de 2
mm de didmetro. En las cubas se colocé agua de mar artificial compuesta por una
solucion de 38 g/L de sal marina en agua destilada. Se incubé a 28 °C durante 48 h

con luz, hasta que las larvas alcanzaron el segundo estadio larval, larva nauplio.
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Figura 3.1: Disefio de la cuba de eclosion de huevos de Artemia salina.

Ref: a. Vista superior de la cuba de eclosion de huevos de Artemia salina. b.
Separacion de las camaras por medio de un tabique con perforaciones.

Test de letalidad de Artemia salina

Se empled el Test de letalidad de Artemia salina siguiendo el modelo de
McLaughlin et al. (1998).

El ensayo consisti6 en exponer 10 larvas en estadio nauplio en placas de
Petri de 3,5 cm de didmetro a extractos hexanico, de acetato de etilo y metandlico
de E. serpens, E. schickendatzii y E. collina. Cada extracto (Ex) se ensaydé en
concentraciones de 1 ppm; 10 ppm; 100 ppm y 1.000 ppm. Estos fueron obtenidos
como se indic6 en el Capitulo 1. Los extractos hexanicos y de acetato de etilo se
diluyeron en una solucién de DMSO en concentracion de 50 ul/5 ml (ExD) y los
metandlicos fueron disueltos con agua de mar artificial, compuesta por sal marina en
agua destilada a 38 g/L (ExAM). Se emplearon dos grupos controles: uno expuesto
a ExD (GCD) utilizado como grupo control para los tratamientos de extractos
hexanicos y de acetato de etilo, y un segundo grupo control expuesto a ExAM
(GCAM), utilizado como grupo control para los tratamientos de extractos

metandlicos. El grupo control positivo (GCPP), fue expuesto a podofilotoxina
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(PODOXIN Solucién Tépica 0,5 %, Lab. Pablo Cassara S.R.L. Av. Gral. Paz 14310

14400, Buenos Aires) a concentracion de 32 pg/ml (Krishnaraju et al. 2006). Los

grupos tratados se expusieron a los extractos de las tres especies disueltos en los

exipientes indicados anteriormente en concentraciones de 1 ppm; 10 ppm; 100 ppm

y 1.000 ppm, quedando conformados los grupos indicados en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1: Grupos y tratamientos utilizados en ensayos de letalidad sobre Artemia
salina de extractos de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia

collina.

Grupos
Tratamien

GC
D

GC
AM

GC
PP

GT
hl

GT
h2

GT
h3

GT
h4

GT
al

GT
a2

GT
a3

GT
a4

GT
ml

GT
m2

GT
m3

GT
m4

DMSO 50
pl/S mi

*

*

*

*

*

*

*

*

Agua marina
artificial

Podofilotoxin
a 32 ug/mi

Extracto a 1
ppm

Extracto a 10
ppm

Extracto a
100 ppm

Extracto a
1.000 ppm

*

*

*

Ref: GCD, grupo control DMSO50 ul/5 ml; GCAM, grupo control agua marina; GThl, GTh2, GTh3
y GTh4 grupos tratados con extracto hexanico a 1ppm, 10 ppm, 100 ppm y 1.000 ppm
respectivamente; GTal, GTa2, GTa3 y GTa4 grupos tratados con extracto de acetato de etilo a
1ppm, 10 ppm, 100 ppm y 1.000 ppm respectivamente; GTm1, GTm2, GTm3 y GTm4 grupos
tratados con extracto metandlicos 1ppm, 10 ppm, 100 ppm y 1.000 ppm respectivamente. Nota: El
Test de Letalidad indicado en la Tabla se repiti6 6 veces con 3 réplicas para cada una de las
especies vegetales.

Se realizaron 6 ensayos con tres réplicas cada uno. Las larvas expuestas a

las diferentes drogas se mantuvieron a 27 °C, durante 48 h con luz. Luego de los

ensayos se contaron el nimero de larvas muertas, y se compararon los grupos

controles con los grupos tratados, se utiliz6 ANOVA o el test de Wilcoxon,

dependiendo la normalidad de los datos.
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Los grupos que exhibieron diferencias significativas respecto los grupos

controles fueron expuestos a concentracion de 0,1 ppm.

Ensayos de toxicidad aguda en ratones

Los ensayos de toxicidad aguda se realizaron empleando ratones Mus
musculus hembras, BALB/c de 28-30 g de peso corporal, los cuales fueron
aclimatados en el laboratorio 7 dias antes de los ensayos. Todos los animales
recibieron alimento balanceado comercial y agua Ad libitum. Los protocolos
utilizados fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Cs.

Veterinarias de la UNLPam.

Se utilizaron 60 ratones (OECD 2001) distribuidos en 12 grupos de 5
animales cada uno. Los animales se dejaron en ayunas de alimento sélido 3 horas
previas al ensayo con acceso al agua Ad libitum. Los grupos tratados fueron
administrados con una dosis oral Unica de los extractos hexanico, metandlico e
hidroalcohodlico desecado de E. collina. El extracto hexanico fue reconstituido con
aceite de girasol. Los extractos metandlico e hidroalcohdlico con agua destilada. Se
administré un volumen final de 0,3 ml a cada animal utilizando una sonda

bucoesofagica.

Dosis: cada extracto fue administrado en concentraciones de 625 mg/kg,
1.250 mg/kg, 2.500 mg/kg y 5.000 mg/kg. Los ratones fueron observados a los 30,
60, 120, 240 y 360 minutos pos-administracion de los extractos para determinar si
se producian sintomas toxicos y durante los 14 dias siguientes cada 24 h con el fin
de evaluar el caracter reversible o irreversible de los efectos (Souza Brito 1994). Al

finalizar el estudio, se sacrificaron los animales administrados con la mayor dosis,
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5.000 mg/kg, utilizando dioxido de carbono e inmediatamente se realizaron las
necropsias para la extraccion de corazén, pulmén, bazo, higado y rifién. Las
muestras fueron remitidas en formol al 10 % al Laboratorio de Histopatologia
perteneciente a la Céatedra de Patologia General de la Facultad de Ciencias

Veterinarias de la UNLPam.

RESULTADOS

Evaluacion de la actividad citotdxica in vitro de los extractos hexanico, acetato

de etilo y metanolico de Euphorbia serpens

En la Tabla 3.2 se indica el numero de larvas nauplio que murieron al ser
expuestas a los diferentes extractos de E. serpens en concentraciones de 1, 10, 100
y 1.000 ppm.

No se encontraron diferencias significativas entre larvas expuestas al extracto
hexanico en concentraciones de 1, 10 y 100 ppm con respecto a los grupos
controles. Por su parte, la concentracion de 1.000 ppm no mostré diferencias
respecto al grupo tratado con podofilotoxina (Duncan p < 0,05).

El extracto acetato de etilo de E. serpens mostr6 en todas las
concentraciones diferencias significativas con respecto al grupo control (Kruskal
Wallis p< 0,05) y no hubo diferencias con el grupo control positivo.

El extracto metandlico de E. serpens no mostro diferencias significativas con
respecto al grupo control a la concentracion de 1 ppm mientras que a 100 y 1.000

ppm mostraron una citotoxicidad similar a podofilotoxina (Duncan p < 0,05).
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Tabla 3.2: Efecto de extracto hexanico, acetato de etilo y metandlico de Euphorbia

serpens sobre larvas nauplio de Artemia salina.

Tratamientos Grupos trate}dps con | Grupos Tratados Grupos Tratados con EXx.
Ex. Hexanico con Ex. de AcOET MeOH
X+D.E (D) X+D.E (K) X+D.E D)
GCAM 3+1,1 A 2,57+£0,79 |A 3,50+ 1,64 A
GCD 3,33+ 1,37 |A 2,14+£1,07 |A -
GCPP 8,17+1,72 B| 7,67+242 B 8,50 + 1,87 D
GT1 4+0,99 A 6,22 + 1,36 B 4,83+1,54 A|B
GT10 439+151 |A 6,17 £ 1,95 B 6,33+1,51 B|C
GT100 467+265 |A 75+1,31 B 7,39+1,71 C|D
GT1.000 6,83+1,71 B| 8,78+0,58 B 7,61+1,22 C|D

Ref: GCD: grupo control DMSO, GCAM: grupo control agua marina, GCPP: grupo
control positivo podofilotoxina, GT1, GT10, GT100 y GT1000: grupos tratados con
extracto a 1, 10, 100 y 1.000 ppm respectivamente, ACOET: acetato de etilo, MeOH:
metanol. X + D.E: media + desvios estandar de larvas nauplio muertas. Las letras
comparan las medias en las columnas. Diferentes letras en las columnas indican
diferencias significativas con el test de Duncan (D) o Kruskal Wallis (K) (p < 0,05).

Evaluacion de la actividad citotdxica in vitro de los extractos hexanico, acetato

de etilo y metandlico de Euphorbia schickendatzii

En la Tabla 3.3 se indica el nimero de larvas nauplio que murieron al ser
expuestas a extractos de E. schickendantzii en concentraciones 1, 10, 100 y 1.000
ppm.

Los extractos hexanico y acetato de etilo de E. schickendantzii, mostraron en
todas las concentraciones, diferencias significativas con respecto a los grupos
controles (Duncan p< 0,05). Al compararlos con el grupo control positivo no se
aun en su

observaron diferencias significativas, siendo ambos extractos,

concentracion mas baja (1 ppm), tan activos como la podofilotoxina.
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El extracto metanodlico de E. schickendantzii mostré efecto en todas las

concentraciones ensayadas, salvo a 1 ppm. El efecto a 1.000 ppm fue comparable

con el de la podofilotoxina (Duncan p < 0,05).

Tabla 3.3: Efecto de extracto hexanico, de acetato de etilo y metandlico de

Euphorbia schickendatzii sobre larvas nauplio de Artemia salina.

T GruE)c:.s :Irs)tgtr:i]?csocon Grupos t'roitgollzc? con Ex. Grupos trl\sjllteagas con Ex.

X #D.E (D X+D.E (D X+D.E (D)

GCAM 3,11+145 | A 2,83 1,94 A 3,71 £1,59

GCD 367173 | A 3,33+ 1,86 A -

GCPP 7,83 £2,99 B 9+1,73 B| 9,67+0,52 C

GT1 7,39+ 1,02 B 80,73 B| 5,84+1,07

GT10 8,33 + 1,49 B| 8,61+0,88 B| 8,00+1,23 B

GT100 8,55 +0,81 B| 9,17 +0,62 B 7,76 £1,63 B

GT1.000 9+1,1 B| 9,44+0,46 B| 9,76+042 C

Ref: GCD: grupo control DMSO, GCAM: grupo control agua
positivo podofilotoxina, GT1, GT10, GT100 y GT1000: grupos tratados con extracto a 1, 10,
100 y 1.000 ppm respectivamente, ACOET: acetato de etilo, MeOH: metanol, X + D.E: media +

desvios estandar de larvas nauplio muertas. Las letras comparan las medias en las columnas.

marina, GCPP: grupo control

Diferentes letras en las columnas indican diferencias significativas con el test de Duncan (D),

(p < 0,05).

Evaluacion de la actividad citotdxica in vitro de los extractos hexanico, acetato

de etilo y metanolico de Euphorbia collina

En la Tabla 3.4 se muestra el nUmero de larvas nauplio que murieron al ser

expuestas a los diferentes extractos de E. collina en concentraciones de 1, 10, 100 y

1.000 ppm.

Todos los grupos tratados con extracto hexanico de E. collina mostraron

efecto citotoxico comparable con la podofilotoxina (Duncan p < 0,05).
El extracto de acetato de etilo no mostro diferencias significativas respecto a
los grupos controles a concentraciones de 1 ppm, pero en las demas

concentraciones tuvo efectos comparables a la podofilotoxina (Duncan p < 0,05).
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El extracto metandlico tampoco mostrd diferencias significativas con respecto
al grupo conrol en concentracion de 1 ppm, pero si en las concentraciones mayores

(Kruskal Wallis p < 0,05).

Tabla 3.4: Efecto de extracto hexanico, acetato de etilo y metandlico de Euphorbia
collina sobre larvas nauplio de Artemia salina.

Tratamientos Grupos trata}dps con Grupos tratados con Ex. Grupos traatados con Ex.
Ex. Hexanico AcOET MeOH
X+D.E (D) X+D.E (D) X+D.E (K)
GCAM 3,83+£1,17 |A 4,13+ 0,64 A 4+11 A
GCD 3,00+1,79 |A 3,13+1,13 A -
GCPP 8,40+ 1,14 B| 8,60+1,34 C 9,6 +0,89 C
GT1 8,17 + 1,68 B| 7,39+1,39 B 565+1,11 |A| B
GT10 8,78+ 1,19 B| 8,78+ 1,03 C| 7,72+1,26 B|C
GT100 8,78 £ 0,86 B| 9,33+0,63 C | 817+0,81 C
GT1.000 9,39 £ 0,65 B| 9,34+0,67 C 911+1 C

Ref: GCD: grupo control DMSO, GCAM: grupo control agua marina, GCPP: grupo control
positivo podofilotoxina, GT1, GT10, GT100 y GT1000: grupos tratados con extracto a 1, 10,
100 y 1.000 ppm respectivamente, ACOET: acetato de etilo, MeOH: metanol, X + D.E: media
+ desvios estandar de larvas nauplio muertas. Las letras comparan las medias en las
columnas. Diferentes letras en las columnas indican diferencias significativas con el test de
Duncan (D) o Kruskal Wallis (K) (p < 0,05).

Evaluacion de la actividad citotdoxica in vitro de los extractos activos a

concentraciones de 1 ppm

El extracto acetato de etilo de E. serpens, los extractos hexanico, acetato de
etilo y metandlico de E. schickendantzii, y los extractos hexanico y acetato de etilo
de E. collina, mostraron diferencias significativas respecto a los grupos controles,
por ello fueron ensayados a concentracion de 0,1 ppm.

El extracto de acetato de etilo de E. serpens, no mostré efecto citotoxico en
concentracion de 0,1 ppm (Kruskal Wallis p < 0,05), (Tabla 3.5).

El extracto hexanico de E. schickendantzii en concentracion de 0,1 ppm,

mostro diferencias significativas con respecto a los grupos controles (Duncan p <
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0,05). El extracto de acetato de etilo no tuvo efecto (Kruskal Wallis p < 0,05), al igual
gue el extracto metandlico (Duncan p < 0,05), (Tabla 3.5).

Tanto el extracto hexanico como el extracto acetato de etilo de E. collina en
concentraciones de 0,1 ppm mostraron diferencias significativas respecto a los

grupos controles (Duncan p < 0,05), (Tabla 3.5).

Tabla 3.5: Efecto de extractos de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y
Euphorbia collina sobre larvas nauplio de Artemia salina en concentracion de 0,1

ppm

Euphorbia

Euphorbia schickendantzii Euphorbia collina
serpens
Tratamient|] Grupos tratados | Grupos tratados con | Grupos tratados con | Grupos tratados [Grupos tratados con Ex. | Grupos tratados con Ex.
0s con AcOET Ex. Hexanico Ex. AcCOET con Ex. MeOH Hexanico AcOET
X+DE K X+DE D X+DE K X+DE D X+DE D X+DE D
GCMA | 350+235 [A 200+137A 35+£235 |A 440171 | A 533+1,63| A 35£235 | A
GCD 233+£151 [A 183+1,47|A 233+x151 |A - 383214 A 233+x151(A
GCPP 9,83 +0,41 B[9,83+0,41 C| 9,83+0,41 B 9,90 + 0,32 B [9,83+0,41 C [9,83£0,41
GT0,1 | 2,33+121 (A 6,50 + 1,64 B 433+0,63 (A 49+140 |A 7,00+1,1 B 6,33+1,72 B

Ref: GCD: grupo control DMSO, GCAM: grupo control agua marina, GCPP: grupo
control positivo podofilotoxina, GTO, 1: grupos tratados con extracto a 0,1 ppm. X +
D.E: media * desvios estandar de larvas nauplio muertas, ACOET: acetato de etilo,
MeOH: metanol. Las letras comparan las medias en las columnas. Diferentes letras
en las columnas indican diferencias significativas con el test de Duncan (D) o
Kruskal Wallis (K), (p < 0,05).

Ensayo de toxicidad aguda en ratones, de extractos hexanico, metandlico e

hidroalcohdlico de Euphorbia collina en ratones

Todos los animales tratados con las distintas dosis de los extractos
sobrevivieron el ensayo. No se observaron alteracion en el comportamiento y
aspecto de los animales.

Durante las necropsias no se observaron alteraciones en el aspecto ni
tamafio de los dérganos internos. En los estudios histopatoldgicos de bazo, rifion,
pulmon, corazén e higado no se hallaron anomalias microscopicas, mostrando los

tejidos aspecto normal.
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DISCUSION

Ensayos de citotoxicidad in vitro de los extractos hexanico, acetato de etilo y
metanolico de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia

collina

Todos los extractos demostraron diferencias significativas con respecto a los
grupos controles en los ensayos in vitro, indicando la presencia de actividad
citotéxica, que podria corresponderse con la actividad errugativa, caustica y
antitumoral descrita en la medicina tradicional para E. collina, E. schickendantzii y E.
serpens respectivamente. Al igual que en los ensayos de actividad antihelmintica, E.
collina result6 la especie mas promisoria como citotdxica, ya que evidencié la mayor
actividad incluso a la menor concentracion (0,1 ppm). El grado de letalidad fue
directamente proporcional a la concentracion de los extractos.

Los extractos hexanicos y de acetato de etilo de las especies ensayadas
tuvieron mayor citotoxicidad, esto podria deberse a la presencia de compuestos
isoprenoides hallados en los estudios fitoquimicos descriptos en el Capitulo 5. Estos
compuestos son comunes en las especies de la Familia Euphorbiaceas (Shi et al.
2008). Otros autores demostraron efectos citotoxico y/o antitumoral de terpenos
extraidos de diferentes especies de Euphorbias (Kupchan et al. 1976; DE-JI et al.
1991; Fatope et al. 1996; Valente et al. 2003; Ravikanth et al. 2003; Wang et al.
2006).

Varios de los extractos ensayados tuvieron efectos comparables al grupo
control positivo incluso en dosis muy bajas (1 ppm). En este trabajo se utiliz6 como
grupo control positivo una solucion de podofilotoxina, este compuesto es un lignano
extraido de la planta Podophyllum peltatumy. Es un potente inhibidor de la
polimerizacién de la tubulina, empleado como tratamiento tOpico para verrugas
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genitales causadas por algunos tipos de virus del papiloma humano (VPH) y otras
verrugas externas (Xu, Lv y Tian 2009).

Se utilizaron dos grupos controles, uno con DMSO disuelto en agua de mar
artificial, y otro s6lo con agua de mar, y fueron comparados entre si, ya que el
DMSO puede llegar a ser toxico para los sistemas vivos e influir en los resultados de
los ensayos (McLaughlin et al. 1998). Esta situacion, frecuentemente es ignorada en
estudios donde utilizan A. salina como modelo biolégico.

Si bien este método fue desarrollado para determinar el LCso a partir del
analisis Probit, haciendo una regresion entre las dosis de los diferentes compuestos
y el nimero de organismos muertos, dicho andlisis no utiliza los grupos controles
para sus estimaciones, con lo cual el nUmero de organismos muertos por diferentes
factores que pueden darse en cualquier ensayo biolégico, no son considerados.
Ademas, para el correcto uso del andlisis Probit, los datos deben seguir una
distribucién Normal. Es por ello, que en este trabajo de tesis se optd por un ANOVA
0 su analogo test de Wilcoxon, comparando los grupos controles entre si y con los
grupos tratados (Milhem et al. 2008).

En base a el trabajo realizados por McLaughlin et al. 1998, podrian
profundizarse los estudios orientados a determinar la presencia de compuestos
activos contra células tumorales, ya que el ensayo de letalidad de A. salina, es un
ensayo general de amplio uso que determina el efecto letal de los materiales en
larvas, y de esta manera se predice su habilidad para producir la muerte de células

cancerigenas en cultivo de tejidos.
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Ensayos de toxicidad aguda en ratones

Los ensayos realizados no mostraron cambios histopatolégicos en bazo,
riion, corazon, pulmon e higado de raton, lo cual indicarian que los extractos
hexanico, metandlico e hidroalcohodlico desecado de E. collina administrado en una
dosis Unica de 5.000 mg/kg, no son toxicos.

El ensayo de toxicidad en ratones con extractos de E. collina, fue realizado
teniendo en cuenta que varias especies del género han sido reportadas por
presentar toxicidad, por ej. extractos acuosos de E. prostrata produjeron dafios
hepaticos (Tala et al. 2015) y el extracto etanolico de E. bibona mostré actividad
citotoxica y hepatotoxica (Athmouni et al. 2018).

Cada medicamento posee efectos no deseados, pero un compuesto
farmacolégicamente activo valioso debe tener un equilibrio aceptable entre los
efectos terapéuticos y los efectos toxicos o adversos (Munari et al. 2010). Dosis de
5.000 mg/kg de extractos hexanico, metandlico e hidroalcohdlico de E. collina, no
produjeron toxicidad en ratones, estos resultados apoyan el uso de extractos de E.
collina como antiparasitario y citotoxico. Aunque deben realizase otros estudios para

asegurar la inocuidad en animales superiores.
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CONCLUSIONES

- El extracto hexanico de E. serpens evidencié citotoxicidad so6lo a dosis de 1.000
ppm, mientras que el extracto metandlico lo hizo a dosis de 100 ppm y 1.000 ppm.
El extracto de acetato de etilo mostroé citotoxicidad a 1, 10, 100 y 1.000 ppm.

- Los extractos hexanico y de acetato de etilo a 1, 10, 100 y 1.000 ppm de E.
schickendatzii mostraron efecto citotdxico. El extracto metandlico a dosis de 10, 100
y 1.000 ppm.

- El extracto hexanico de E. collina mostr6 efecto citotéxico a 1, 10, 100 y 1.000
ppm, mientras que los extractos de acetato de etilo y metandlicos lo hicieron a dosis
de 10, 100y 1.000 ppm.

- El extracto de acetato de etilo de E. serpens, no mostré efecto citotdxico en
concentracion de 0,1 ppm.

- El extracto hexanico de E. schickendantzii en concentracion de 0,1 ppm evidencio
efecto citotoxico, pero los extractos de acetato de etilo y metandlico a la misma
concentracion no tuvieron efecto.

- El extracto hexanico y el extracto acetato de etilo de E. collina en concentraciones
de 0,1 ppm mostraron efecto citotéxico.

- Los extractos hexanico, metandlico e hidroalcoholico desecado de E. collina
administrados en una dosis Unica 5.000 mg/kg no resultaron toxicos en ratones en

las condiciones de estos ensayos.
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Capitulo 4

Evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana de Euphorbia

serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina

INTRODUCCION

Considerando que Euphorbia serpens y E. schickendatzii se utilizan en la
medicina popular para cicatrizar y cauterizar heridas (Steibel et al. 2009 y Barboza
et al. 2009), se evalué la presencia del posible efecto antimicrobiano.

Especies del género Euphorbia evidenciaron efecto contra algunas cepas
bacterianas en ensayos in vitro, por ej. E. serpens contra Staphylococcus lutea,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Bhakuni et al. 1974, Bittner et al. 2001), y
sus extractos etandlico, acuoso y hexénico contra Vibrio cholerae (Payne et al.
2015). Los extractos acuosos y metanodlicos de E. hirta contra Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae; el extracto metandlico de E.
tirucalli contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogene,
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae (Parekh y Chanda 2006); y fracciones del
extracto metanolico de E. mili contra Staphylococcus epidermidis y Klebsiella
pneumoniae (Rauf et al. 2014).

Hasta el momento se encuentran escasos registros de la actividad antifungica
de E. serpens (Ahmad 2009), y nula de E. schickendantzii y E. collina. Sin embargo,
se ha demostrado la capacidad fungicida de algunas especies de este género. El
extracto etanadlico de hojas de E. hirta, por ej., tuvo efecto contra fitopatégenos (Rao
et al. 2010). El extracto hidroalcoholico de E. tirucalli fue activo, especificamente,

contra Fusarium sp. (Sartori et al. 2013). El trabajo de Hua et al. (2017) demostro la
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actividad antifangica del peplusol (terpeno aislado de E. peplus) contra hongos
fitopatdogenos. Otro ejemplo es el agitanino, compuesto aislado de E. antisyphilitica,
con actividad contra varias cepas fangicas, entre ellas Fusarium oxysporum
(Ascacio-Valdes et al. 2013). Y los extractos hidroalcohdlicos de E. heterophylla
exhibié escasa actividad antifungica contra Aspergillus niger (Fred-Jaiyesimi y Abo
2010).

Teniendo en cuenta estos antecedentes en especies del género Euphorbia,
en este Capitulo se describen los ensayos realizados para evaluar la capacidad

antibacteriana y antifangica de E. serpens, E. schickendantzii y E. collina.

MATERIALES Y METODOS
Evaluacioén de la actividad antibacteriana

Se ensayaron los extractos hexanicos, de acetato de etilo y metandlicos de E.
serpens, E. schickendantzii y E. collina, los cuales se obtuvieron como se indicé en
el Capitulo 1. De los extractos hexanicos y de acetato de etilo se tomaron 20 mg y
se diluyeron en 2 ml de etanol. De esta solucion se tomé 1 ml y se diluyé en 9 ml de
agua destilada estéril. Del extracto metandlico, se tomaron 10 mg y se
resuspendieron en 10 ml de agua destilada estéril. Se obtuvieron asi diluciones de

1.000 ppm de cada extracto que fueron utilizadas para realizar los bioensayos.

Preparacion de cepas bacterianas

Se trabajé con 6 cepas, cuatro Gram negativas: Escherichia coli ATCC
25922 (sensible a B-lactamicos); Escherichia coli ATCC 35218 (resistente a f-

lactdmicos); Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y Klebsiella pneumoniae ATCC
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700603, y dos Gram positivas: Staphylococcus aureus ATCC 25923
y Staphylococcus epidermidis, aislado de un caso clinico.

Previo a los ensayos se realizé un antibiograma para seleccionar el
antibidtico de referencia. Para las bacterias Gram negativas se probo penicilina,
estreptomicina, amikacina, gentamicina, cloranfenicol, trimetoprima, sulfametoxazol
y norfloxacina, de los cuales se utilizé norfloxacina (Britania S.A 136-5239, 10 ug)
para E. coli (Figura 4.1a) y estreptomicina (Britania S.A 064-5239, 300 ug) para K.
pneumoniae y P. aeruginosa (Figura 4.1b). Para Gram positivas se probé penicilina,
eritromicina, bacitracina y ampicilina, de los cuales se escogiod eritromicina (Britania

S.A 153-5239, 15uQ), (Figura 4.1c).

Figura 4.1: Antibiogramas realizados para eleccion de antibidticos en las diferentes
cepas bacterianas.

a b c
Ref: a. Escherichia coli resistente a b-lactamicos; b. Pseudomona aeruginosa; c.
Staphylococcus epidermidis.

Se realizé un cultivo de cada cepa para disponer de organismos en fase de

crecimiento 24 horas antes de cada ensayo.

Para determinar la actividad antibacteriana se utilizaron dos métodos:

Método de difusion en pocillos

La actividad antimicrobiana se evalu6 empleando el método de Kirby Bauer

modificado. La modificacion consistié en remplazar los discos de papel por pocillos
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perforados en el agar, en los cuales se deposito el extracto a ensayar, de acuerdo
con la metodologia descripta por Ahmad et al. (1998). Los medios de cultivos
fueron preparados colocando 25 ml de agar Mueller Hinton (Britania S.A B02-137-
06) en cada placa de Petri de 100 mm de didmetro. Las placas fueron sembradas
con una suspension bacteriana de cada una de las especies a ensayar en solucion
fisiologica estéril correspondiente al 0,5 en la escala de Mc Farland (Perrilla 2004).
En cada placa de agar se perforaron 5 pocillos periféricos de 5 mm de didmetro. En
cada pocillo se colocaron 100 ul, ya sea de extracto a ensayar o de solvente,
utilizado como control. Por cada especie vegetal se probaron los tres extractos, y los
solventes utilizados (agua y etanol-agua 1/10). En la parte central de la placa se
colocé un disco del antibidtico previamente definido en el antibiograma como control
positivo (Figura 4.2).

Las placas se cultivaron en estufa por 24 h a 37 °C, y se realizé la lectura de
los halos de inhibiciébn midiendo el diametro, incluyendo el pocillo. Los experimentos

se realizaron por cuadruplicado.
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Figura 4.2: Actividad antimicrobiana. Método de pocillo.

Ref: Ensayo realizado con extractos de Euphorbia schickendantzii contra
Staphylococcus epidermidis.

Método de dilucion en placa

Este método se realizé segun la metodologia utilizada por Ardoino (2014). Se
le adicionaron 200 pl de extractos a una concentracion de 1.000 ppm, a placas de
Petri de 60 mm de diametro con 10 ml de agar Mueller Hilton. Seguidamente se
inoculd el medio, utilizando una suspensién bacteriana en solucion fisiol6gica
correspondiente a 0,5 en la escala de Mc farland (Figura 4.3 a). Ademas, se sembr6
una placa control sin extracto para verificar crecimiento con cada cepa y una placa
control positiva con el antibidtico de referencia para cada cepa, para verificar
inhibicion del crecimiento (Figura 4.3 b). Los experimentos se realizaron por
triplicado. Las placas fueron cultivadas durante 24 h a 37 °C, para luego observar la

presencia o no de crecimiento bacteriano.
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Figura 4.3: Actividad antimicrobiana. Método de dilucion en placa.

a b
Ref: a. Ensayo realizado con extractos de Euphorbia serpens contra
Staphylococcus epidermidis; b. Placa control positivo con antibiético de referencia.

Evaluacién de la Actividad antifangica

Preparacion del indculo fiingico

El in6culo empleado en los ensayos de actividad antifangica estuvo
constituido por microconidios recuperados de un cultivo de Fusarium verticillioides
(LABI6). La cepa mencionada se conserva en la coleccion del Laboratorio de
Biologia de Agentes Bioactivos y Fitopatdgenos (LABIFITO — FBQF - UNT). Los
microconidios se extrajeron de cajas de Petri que contenian colonias de 7 dias de
edad crecidas en medio agar extracto de malta peptona modificado (EPm), el cual
consistio en 2 % de agar, 2 % de sacarosa, 1,5 % de extracto de malta 'y 0,5 % de
peptona. Para la extracciéon se lavé las cajas de Petri con 2 ml de solucion salina,
compuesta por NaCl al 0.9 % p/v, disuelta en agua destilada estéril. Se determiné la
densidad de esporas en camara de Neubauer bajo microscopio 6ptico, y se preparo
una suspensién de 2 a 5 x 10° microconidios/ml en solucién salina. Se tomé una
alicuota de 0,5 ml de la suspensién y se diluyé con 55 ml de medio EPm
conteniendo 0,8 % de agar a 40 °C. La suspension resultante con una concentracion
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de 2 a 5 x 10* microconidios/ml se denomina de aqui en adelante como:

“suspension de trabajo”.

Bioautografia por siembra puntual de extractos de Euphorbia serpens,
Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina

Extractos de E. serpens, E. schickendantzii y E. collina se obtuvieron por extraccion
secuencial con solventes de polaridad creciente de acuerdo a lo mencionado en
Capitulo 1. De esta manera se recuperaron tres extractos (hexano, acetato de etilo y
metandlico) procedentes de cada especie vegetal investigada. Posteriormente, la
actividad antifangica de los mismos se ensayé mediante bioautografia de siembra
puntual en cromatofolios de silica gel 60 F254 (Merck), de 4 cm x 7,5 cm, contra F.
verticillioides. Para ello se marcaron 5 puntos en la superficie de cada cromatofolio
(Figura 4.4). En dos puntos se sembraron los controles; uno con 150 pl solvente
(C), sea hexano, acetato de etilo o metanol, y otro control con 20 ug de Ketoconazol
(CP). Tres puntos se destinaron a la siembra de extractos vegetales de igual
polaridad (sean hexanicos, acetato de etilo o metandlicos) procedentes de las tres
especies vegetales. La cantidad de materia seca sembrada por extracto fue la
misma para todos ellos al ser ensayados en un mismo cromatofolio. Las cantidades
ensayadas fueron de 500 y 1.000 pg. Previo a la siembra, los cromatofolios se
esterilizaron sumergiéndolos en alcohol al 96 %, y posteriormente se secaron bajo
flujo laminar. Se necesitaron 6 cromatofolios para ensayar los extractos sembrados
en las cantidades mencionadas. Una vez sembrados los cromatofolios, se vertio
sobre el mismo 6 ml de la suspension de trabajo. Las placas inoculadas se
incubaron en cajas de Petri a 30 °C durante 72 h. La presencia de compuestos

bioactivos se evidencio por la aparicion de zonas sin crecimiento fungico. Cada
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ensayo de bioautografia se realizo por triplicado.

Figura 4.4: Actividad antifingica. Esquema de cromatofolio de silica gel con puntos
de siembra.

Extracto 1 Extracto 3
® e
4 cm
Extracto 2
Control ® L ®
Ketoconazol
(C)
7,5cm

Figura 4.5: Actividad antifangica. Cromatofolios de silica gel sembrados con 1.000
Kg de cada uno de los extractos a ensayar.

Ref: HEser: extracto hexanico de Euphorbia serpens; HEsch: extracto hexanico de
Euphorbia schickendantzii; HEcol: extracto hexanico de Euphorbia collina; AEser:
extracto de acetato de etilo de Euphorbia serpens; AEsch: extracto de acetato de
etilo de Euphorbia schickendantzii; AEcol: extracto de acetato de etilo de Euphorbia
collina; MEser: extracto metandlico de Euphorbia serpens; MEsch: extracto
metandlico de Euphorbia schickendantzii; AEcol: extracto metandlico de Euphorbia
collina.C: Control. Ket: ketoconazol.
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Bioautografia de cromatogramas en capa fina de extractos metandlicos de
Euphorbia collina y Euphorbia schickendantzii

Los extractos metandlicos de E. schickendantzii y E. collina se ensayaron
contra F. verticillioides mediante bioautografia de cromatogramas de capa fina. En
cada cromatofolio se sembraron 2.000 pg de los extractos metandlicos a evaluar.
Dos cromatofolios fueron sembrados con extracto de E. schickendantzii y dos con
extractos de E. collina, en una linea de 1,5 cm. Los cromatofolios se desarrollaron
utilizando como fases moviles:

1) Cloroformo: metanol: acido férmico (73:20:7).
2) Cloroformo: acetato de etilo: metanol: &cido formico (35:42:20:3)

El remanente de solventes presente en los cromatogramas se evaporo
completamente en asepsia dentro de una campana de flujo laminar durante 12 h.
Luego, 5,5 ml de medio EPm, conteniendo 0,8 % de agar y 500 pl de la suspension
de trabajo, se distribuyeron uniformemente sobre cada placa. Las placas se
incubaron a 30 °C durante 72 h. La aparicion de zonas sin crecimiento fungico indico

la presencia de compuestos antifiingicos.

Bioautografia por siembra puntual de grupos de fracciones obtenidas por
cromatografia en columna de Euphorbia collina

El extracto seco de acetato de etilo se disolvié en 2 ml del mismo solvente, la
solucion se transfirio al recipiente donde se encontraba el extracto hexanico seco, al
cual finalmente se le agregd 18 ml de hexano. Los 20 ml finales de extracto
hexanico y de acetato de etilo juntos de E. collina se utilizaron para ser fraccionados
por cromatografia en columna de silica gel 60 de 230-400 mesh (Capitulo 5). La

composicion de las fracciones se monitore6 mediante cromatografia de capa fina.
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Las mismas se agruparon segun el patron de manchas que presentaron, en los
grupos: G10-11, G12-17, G18-23, G24-29, G30-36 y G37-46. Estos ultimos se
ensayaron mediante bioautografia por siembra puntual contra F. verticillioides,
siguiendo el procedimiento descripto anteriormente para extractos vegetales,

ensayandose 1.000 ug de materia seca por punto de siembra (Figura 4.4). Cada

ensayo bioautogréfico se realizo por triplicado.

Ensayos de microdilucion contra Fusarium verticilliodes

Los extractos metandlicos de E. schickendantzii y E. collina, el extracto
acetato de etilo de E. collina y la fraccion G10-11 se sometieron a ensayos de
microdilucién en medio liquido contra F. verticillioides. El ensayo se llevé a cabo
utilizando la suspension de trabajo preparada en medio YES (20 g/L de extracto de
levadura, 150 g/L de sacarosa, 0,5 g/L de sulfato de magnesio). Los ensayos se
realizaron en policubetas de fondo plano de 96 celdas. En cada celda, se adicioné
100 pl de la suspension de trabajo y 100 pl de una dilucidn de extracto, fraccién o
fungicida sintético preparada en medio YES. El volumen final en cada pocillo fue de
200 pl. Los extractos y la fraccion G10-11 se ensayaron en series de diluciones a la
mitad comprendidas entre 2.000 a 62,5 uyg/ml. También se realizaron controles de
crecimiento y esterilidad. Cada tratamiento, extractos, fraccion G10-11 y controles
se ensayaron por triplicado en cada microplaca. Las microplacas se incubaron 72 h
a 25-26 °C. Luego, se midio la absorbancia de los pocillos a 630 nm. Las lecturas de
absorbancia se convirtieron a porcentajes de inhibicion de crecimiento fangico.
Posteriormente, estos valores se sometieron a analisis de Probit, interpolandose las

concentraciones necesarias para inhibir el 30 % y 50 9%, Clzg y Clsg,
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respectivamente, del crecimiento de F. verticillioides. El analisis de Probit se realizo

empleando el programa XLSTAT.

RESULTADOS

Evaluacion de la actividad antibacteriana de extractos hexanicos, de acetato
de etilo y metandlicos de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y

Euphorbia collina

Método de difusion en pocillos

Los extractos de E. serpens ensayados por el método de difusion en pocillos
no provocaron halos de inhibicibn contra ninguna de las cepas. Los extractos
metandlicos de E. schickendantzii y E. collina mostraron halos de inhibicion contra
S. epidermidis. El extracto de acetato de etilo de E. collina present6 halos de
inhibicién contra S. aureus. Todos los antibidticos empleados produjeron halos de

inhibicién contra las cepas empleadas (Tabla 4.1).

Método de dilucion en placa

No se observo inhibicion del crecimiento en ninguno de los tratamientos.
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Tabla 4.1: Evaluaciéon de la actividad antibacteriana de extractos hexanico, acetato
de etilo y metandlico de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia
collina.

Microorganismo Serpens schickendantzii de referencia
Ext. | Ext. Ext.| Ext. Ext.

Ext. | AcO | MeO |Ext.| Ac | MeO | Ext.| AcO | Ext. Norfloxacina
Hex Et H |Hex|OEt| H |Hex| Et |MeOH

Gram negativas

Escherichia coli
sensible a [3-
lactamicos - - - - - - - - - 355+1,3

Escherichia coli
resistente a 3-

lactamicos - - - - - - - - - 34+0,5
Estreptomici
na
Pseudomona
aeruginosa - - - - - - - - - 31,25+1,5
Klebsiella
pneumoniae - - - - - - - - - 31,25+25
Gram positivas Eritromicina
Staphylococcus 8,6 +
aureus - - - - - - - 10,47 - 30+1,4
Staphylococcus 10,2 12,7+
epidermidis - - - - - |15 - - 1,7 285+1,3

Ref: Los numeros corresponden a la x + DE de los diametros de los halos de
inhibicién de las 4 repeticiones, expresados en milimetros; -: Sin actividad; Ext. Hex:
extracto hexanico; Ext. AcCOEt: extracto acetato de etilo; Ext. MeOH: extracto
metandlico.

Evaluacion de la actividad antifungica de extractos hexanicos, de acetato de
etilo y metandlicos de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y

Euphorbia collina
Bioautografia por siembra puntual de extractos de Euphorbia serpens,
Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina

Las bioautografias en siembra puntual de los extractos de Euphorbia
indicaron que solamente los constituyentes extraidos con acetato de etilo y metanol

de E. collina, y los extraidos con metanol de E. schickendantzii presentaron
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actividad antifungica sobre F. verticillioides. En todos los casos, la actividad
antifingica se manifestd en las siembras efectuadas con 1.000 pg de extracto seco
(Figura 4.6).

Figura 4.6: Actividad antifungica. Bioautografia de siembra puntual de extractos de

Euphorbia ensayada sobre Fusarium verticillioides.

Ref: a y b: Bioautografias sembradas con 500 pg y 1.000 ug respectivamente de extracto
hexanico de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina. ¢ y d:
bioautografias sembradas con 500 pg y 1.000 pg respectivamente de extracto de acetato de
etilo de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina. e y f:
bioautografias sembradas con 500 pug y 1.000 pg respectivamente de extracto metandlico
de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina. HEser: extracto
hexanico de Euphorbia serpens; HEsch: extracto hexanico de Euphorbia schickendantzii;
HEcol: extracto hexanico de Euphorbia collina; AEser: extracto de acetato de etilo de
Euphorbia serpens; AEsch: extracto de acetato de etilo de Euphorbia schickendantzii;
AEcol: extracto de acetato de etilo de Euphorbia collina; MEser: extracto metandlico de
Euphorbia serpens; MEsch: extracto metandlico de Euphorbia schickendantzii; AEcol:
extracto metanolico de Euphorbia collina; C: control; ket: ketoconazon.
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Bioautografia de cromatogramas en capa fina de extractos metandlicos de
Euphorbia collina y Euphorbia schickendantzii

Las bioautografias de cromatogramas de capa fina del extracto de E. collina
indicaron actividad antifingica contra F. verticillioides. Las zonas de supresion de
crecimiento microbiano se ubicaron en Rf = 0,95 en el sistema de corrida clorofomo:
metanol: acido formico (73:20:7); y Rf = 0,3, en el sistema de corrida clorofomo:
acetato de etilo: metanol: acido formico (35:42:20:3). Los cromatogramas con
ambos sistemas de solventes también evidenciaron inhibicion en el origen
cromatografico (Figura 4.7 y 4.8 d). Los extractos metandlicos de E. schickendantzii

no manifestaron actividad antifangica (Figuras 4.9d y 4.10 d).

Figura 4.7: Cromatogramas Yy bioautograma obtenidos a partir del extracto
metanolico de Euphorbia collina con cloroformo: metanol: &cido férmico (73:20:7).

3 _)}. a

Al

a b c d
Ref: Los cromatogramas se observaron a: a simple vista, y bajo luz ultravioleta de
b: 254 nm y c: 365 nm. d: Bioautograma mostrando inhibicién de crecimiento en
Rf=0,95 y el origen. Con circulos punteados se indican las zonas de menor
crecimiento fangico.
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Figura 4.8: Cromatogramas y bioautograma obtenidos para el extracto metandlico
de Euphorbia collina con cloroformo: acetato de etilo: metanol: acido foérmico

(35:42:20:3).

a b c d
Ref: Los cromatogramas se observaron a: a simple vista, bajo luz ultravioleta de b:
254 nm y c: 365 nm. d: Bioautograma mostrando inhibicion de crecimiento desde el
origen hasta Rf= 0,3. Con circulos punteados se indican las zonas de menor

crecimiento fungico.

Figura 4.9: Cromatogramas y bioautogramas obtenidos para el extracto metandlico
de Euphorbia schickendantzii, con cloroformo: metanol: ac. formico (73:20:7).

a b C
Ref: Los cromatogramas se observaron a: a simple vista, y bajo luz ultravioleta de
b: 254 nm y c: 365 nm. d: Bioautograma sin inhibicion de crecimiento flngico.
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Figura 4.10: Cromatogramas y bioautogramas obtenidos para el extracto metandlico
de Euphorbia schickendantzii, con cloroformo: acetato de etilo: metanol: 4c. férmico
(35:42:20:3).

a b o d
Ref: Los cromatogramas se observaron a: a simple vista, y bajo luz ultravioleta de
b: 254 nmy c: 365 nm. d: Bioautograma sin inhibicion de crecimiento fungico.

Bioautografia de siembra puntual de grupos de fracciones de cromatografia
de columna de Euphorbia collina

Las bioautografias en siembra puntual de los grupos de fracciones
recuperados de la cromatografia en columna del extracto de acetato de etilo de E.
collina analizados indicaron que solamente G10-11 y G12-17 contenian
constituyentes antifingicos sobre F. verticillioides (Figura 4.11). El grupo G10-11
presentdé una mancha con Rf similar al del lupeol. Los constituyentes del grupo G12-
17 presentaron Rf menores a este triterpeno (Figura 4.12). A ambas fracciones se
les realizé cromatografia gaseosa acoplado a espectrometria de masa y fueron

analizadas por HPLC (ver Capitulo 5).
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Figura 4.11: Bioautografia de siembra puntual de grupos de fracciones de columna
de extractos de Euphorbia collina ensayados sobre Fusarium verticillioides.

Ref: C: control; Ket: ketoconazol; G10-11, G12-17 y G30-36: grupos de fracciones
de columna de mezcla de extractos hexanico y de acetato de etilo de Euphorbia
collina. Nota: Se observa inhibicion del crecimiento fungico en las zonas de siembra
de las fracciones G10-11y G12-17.

Figura 4.12: Cromatografias en capa fina de las fracciones extraidas de la
cromatografia en columna de extractos hexanicos y de acetato de etilo de Euphorbia
collina.

4 6 s [l 5 5 7 col ol i35 |

Activo

Activo Inactivo

a b c
Ref: a: TLC (cromatografia de capa fina) de las fracciones (Frs) 4; 6; 8; 10, con
solvente de corrida hexano: acetato de etilo (88:12). b: TLC de las Frs. 1; 3; 5; 7; 9;
11; 13; 15, con solvente de corrida hexano:acetato de etilo (88:12). c: TLC de las Fr.
15; 17; 19; 21; 23; 27; 29. Con solvente de corrida hexano-acetato de etilo (88:12).
Col: colesterol.
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Ensayos de microdilucion de extractos de acetato de etilo y metandlicos de
Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina; y fraccion
G10-11 contra Fusarium verticillioides

En la Tabla 4.2 se presentan los valores de Clzy y Clsp de los extractos
metanolicos y de acetato de etilo de E. collina, E. schickendantzii y E. serpens, y el
grupo G10-11 proveniente del extracto de acetato de etilo de E. collina, al ser
ensayados contra F. verticillioides. La fraccion G10-11 fue el Unico capaz de
alcanzar 50% de inhibicién de crecimiento fungico.
Tabla 4.2. Valores de concentraciones inhibitorias del 30% (Clzo) y 50% (Clso) de
crecimiento fungico obtenidos para extractos metanolicos y acetato de etilo de las
especies de Euphorbia, al ser ensayados contra Fusarium verticillioides. Se incluye

también la fraccion G10-11 procedente de extracto acetato de etilo de Euphorbia
collina.

Clso(pg/ml)* Clso(ug/ml)
Extractos metandlicos
E. collina 834 (734-889) > 2000
E. schickendantzii 675 (523-790) > 2000
E. serpens > 2000 > 2000
Extractos acetato de etilo
E. collina 951 (780-1120) > 2000
E. schickendantzii > 2000 > 2000
E. serpens > 2000 > 2000
Fracciones de extracto acetato de
etilo (E. collina)
G10-11 233 (215-247) 898 (750-998)
Tebuconazol 0,03 (0,01-0,05) 0,06 (0,04-0,07)

! Los limites de confianza superior e inferior correspondientes a las concentraciones
inhibitorias (Cl) se indican entre paréntesis.
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DISCUSION
Actividad Antibacteriana

Mediante el método de difusion en pocillo, el extracto de acetato de etilo de E.
collina mostré halos de inhibicién contra S. aureus, y los extractos metandlicos de E.
collina y E. schickendantzii, contra S. epidermidis. Si bien, estos halos fueron
menores a los producidos por los antibiéticos de referencia, el tamafio del halo de
inhibicion es influenciado por varios factores, entre ellos, la capacidad de difusion
del compuesto y cantidad de inoculo. Es por ello que existe una mala correlacion
entre el tamafio de los mismos y la eficacia clinica de las sustancias, siendo
necesarios estudios in vivo para determinar el poder antibacterial de estos extractos
(Ramirez y Castafio 2009).

El mayor halo de inhibicion fue producido por el extracto metandlico de E.
collina contra S. epidermidis. Los extractos metandlicos de otras especies de
Euphorbia han mostrado inhibicion del crecimiento bacteriano contra algunas de las
cepas probadas en este trabajo de tesis. Por e]. extractos metandlicos E. hirta y E.
tirucalli, mostraron actividad contra S. epidermidis (Parekh y Chanda 2006) y
extractos metandlico y alcohdlicos de E. milii mostraron halos de inhibicion contra K.
pneumoniae y S. epidermidis (Rauf et al. 2014). Se cree que estos efectos son
debido a la presencia de taninos y flavonoides los cuales han demostrado actividad
antibacteriana en estudios previos (Daglia 2012; Singh 2003). Tanto en nuestro
trabajo como en el de Rauf las fracciones que mostraron afecto antibacteriano
contienen taninos y flavonoides (Capitulo 5), ya que ambos tipos de compuestos

son solubles en solventes organicos polares. Ademas, el agar agar es muy soluble
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en agua y por lo tanto los compuestos solubilizados en metanol podrian llegar a
tener mayor tasa de difusién en este medio que los hexanicos y de acetato de etilo.

De las especies estudiadas en este trabajo, sOlo se encontraron
antecedentes de E. serpens. El extracto metandlico de partes aéreas de E. serpens,
no produjo halos de inhibicion contra las cepas ensayadas en este trabajo, sin
embargo, inhibid el crecimiento de S. lutea, S. aureus y E. coli con dosis de 10
mg/ml en pruebas de difusién por disco, y de Vibrio cholerae en concentraciones
comprendidas entre 3,9 y 12,3 mg/ml en ensayos de microdiluciéon (Bhakuni et al.
1974; Payen et al. 2015).

El método de Kirby Bauer utiliza variables conocidas, permitiendo la
interpretacion de resultados mediante la comparacién con una tabla patrén. Entre
las variables pueden mencionarse, la concentracion de la droga en el disco, la
sensibilidad de la bacteria, la composicion y volumen del medio, el tiempo y la
temperatura de incubacion, el coeficiente de difusion de la droga en el agar y la
concentracion del inéculo bacteriano (Bauer et al. 1966). En estos ensayos fue
posible controlar las variables referidas al medio de cultivo, mientras que resultaron
desconocidas algunas propiedades del extracto, como por ejemplo, el coeficiente de
difusion.

Se generaron interrogantes acerca de la influencia de la composicion quimica
del extracto sobre la difusion en agar, ya que podria interferir en la interpretacion del
tamafo del halo. Los ensayos de difusion son semicualitativos debido a que indican
actividad antibacteriana en la medida en que las sustancias involucradas sean
capaces de difundir en el medio hidrofilico. Esta circunstancia podria llevar a

interpretaciones de resultados erroneas al medir solamente el halo de inhibicion, por
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este motivo se evaluaron los extractos por dos métodos; método de difusion en
pocillos y método de dilucién en placa.

Ninguno de los extractos que mostraron halos de inhibicién en el método de
difusion en pocillos, mostraron inhibicion del crecimiento en el método de dilucion en
placa. Estas discrepancias entre los resultados obtenidos por diferentes métodos
para evaluar la actividad antibacteriana de un mismo extracto, fue observada por

otros autores (Boya nova 2005; Ardoino 2014).

Actividad antifungica

Al igual que lo observado en los ensayos para determinar actividad
antibacteriana de extractos de E. serpens, E. schickendantzii y E. collina, las
extracciones realizadas con acetato de etilo y metanol en E. collina y metanol en E.
schickendantzii permitieron recuperar compuestos antifingicos, aunque en bajas
cantidades.

Los valores de MIC100 de extractos entre 0,05 y 0,5 mg/ml indican una fuerte
actividad antimicrobiana, mientras que los valores de MIC100 entre 0,6 y 1,5 mg/ml
o superiores a 1,5 mg/ml revelan una actividad de moderada a débil (Sartoratto et al.
2004). Es decir, un IC50 mayor a 0,75 mg/ml indica una leve actividad
antimicrobiana. En este contexto tanto los extractos como la fraccion G10-11
muestran leve actividad contra F. verticillioides.

De los extractos bioactivos, se selecciono el extracto de acetato de etilo de E.
collina para continuar con un fraccionamiento bioguiado en busca de los
compuestos antifingicos, debido a la menor complejidad demostrada en las

cromatografias de capa fina previas a los ensayos, y, por lo tanto, mayor
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probabilidad de elucidar el compuesto responsable de la actividad, quedando los
extractos metandlicos para futuras investigaciones.

Las fracciones obtenidas por cromatografia en columna del extracto de
hexano y acetato de etilo de E. collina, fueron puestas a prueba mediante siembra
puntual, y se observé actividad en la fraccion G10-11, la cual presenta mayor
actividad incluso que el extracto del cual procede, siendo la Unica que alcanzo la
inhibicién del 50 % del crecimiento fungico. La fraccion G10-11 fue estudiada para
analizar sus componentes principales (ver Capitulo 5), resultando ser una mezcla de
51% ciclartenol (CA) y 49% 24-metilenocicloartanol (24MCA), concluyendo que
estos triterpenos pentaciclicos son los responsables de la actividad antifangica.

Estos triterpenoides pentaciclicos son intermediarios en la biosintesis vegetal
de fitoesteroles y se encuentran en mayor cantidad en las partes aéreas de varias
especies de Euphorbia (De Pascual et al. 1987; Zare et al. 2015). Aceites de CA 'y
24MCA poseen propiedades farmacéuticas como antiinflamatoria y antioxidante
(Abidi 2001; Zhang et al. 2017), pero su efecto sobre F. verticilloides es informado
por primera vez en este trabajo. Otros autores demostraron que CA posee actividad
moderada a débil contra aislados clinicos de Candida albicans, Trichophyton
mentagrophytes y Aspergillus niger (Ragasa et al. 2004), y fue inactivo sobre las
bacterias S. aureus y Bacillus subtilis, mientras que 24MCA mostré una fuerte
actividad contra Plasmodium falciparum (Bickiia et al. 2007).

Se ha descripto el efecto antifingico de extractos diclorometanicos de E.
serpens contra A. flavus y Microsporum canis (Ahmad 2009), siendo este trabajo la
primera vez que se reporta a E. schickendantzii y E. collina con actividad

antifungica.
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CONCLUSIONES:

- Los extractos metandlicos de E. collina y E. schickendantzii, y el extracto de
acetato de etilo de E. collina, mostraron actividad contra Staphylococcus epidermidis
y Staphylococcus aureus respectivamente, confirmando la presencia de efecto
antimicrobiano en estas especies de Euphorbias.

- Los extractos metandlicos de E. collina y E. schickendantzii y el extracto de acetato
de etilo de E. collina mostraron actividad antifingica contra Fusarium verticillioides.

- El extracto metandlico de E. collina mostré dos zonas de inhibicion del crecimiento
fungico en cada uno de los sistemas de solventes utilizados en los ensayos de
Bioautografia. Con sistema de solvente cloroformo: metanol: acido férmico (73: 20:
7); se observd una zona a un Rf= 0,95 y otra en el origen de siembra y con sistema
de solvente cloroformo: acetato de etilo: metanol: acido férmico (35:42:20:3); se
observé una zona a un Rf=0,3 y otra en el origen de siembra.

- Las fracciones G10-11 y G12-17 recuperadas de la cromatografia en columna de
los extractos hexanico y de acetato de etilo de E. collina, mostraron actividad
fungicida contra Fusarium verticillioides.

-La fraccion G10-11 alcanz6 la inhibicion del 50% del cultivo de Fusarium

verticillioides, siendo incluso mas efectivo que el extracto del cual se recuperé.
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Capitulo 5

Identificacion de grupos quimicos y metabolitos secundarios de
Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia

collina, responsables de las acciones farmacologicas

INTRODUCCION

En el metabolismo de las plantas hay una variedad de moléculas organicas
gue no tienen una funcidon directa en procesos especificos como respiracion,
fotosintesis o transporte de nutrientes, se denominan metabolitos secundarios
(Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril 2009). Estos metabolitos secundarios son
compuestos sintetizados por las plantas como defensa ante agentes patégenos, del
ataque por insectos y animales herbivoros, o bien para atraer insectos
polinizadores. Se agrupan en tres grupos quimicos principales, de acuerdo a las
rutas mediante las cuales son sintetizados: compuestos nitrogenados, terpenoides y
compuestos fendlicos (Brusotti et al. 2013). Los metabolitos secundarios no estan
todos presentes en todas las especies vegetales. Ya que no se sintetizan en forma
generalizada, su produccién suele estar acotada a un grupo taxondémico en
particular (Pérez Alonso y Jiménez 2011). Hay ademas variedad estructural dentro
de un mismo grupo de metabolitos secundarios, originadas por diferentes
reacciones quimicas, lo que lleva a que aparezcan diferentes concentraciones de
los mismos entre especies diferentes y entre distintos érganos de una misma planta

e incluso entre individuos de una misma poblacion (Sepulveda Jiménez et al. 2003).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios cuya accion en las
plantas es la defensa frente a patdgenos vegetales, animales e insectos herbivoros
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y distintos factores de estrés medioambientales (Singh et al. 2003; Daglia 2012). De
acuerdo a su estructura quimica se los puede dividir en flavonoides y no
flavonoides. A los flavonoides se los divide en flavonoles, flavonas, flavanonas,
antocianinas, flavanoles e isoflavonas. En el grupo de los no flavonoides los mas
importantes son los acidos fendlicos, los estilbenos y los lignanos. Los terpenoides
incluyen como compuestos de interés a los aceites esenciales, las saponinas y
cardendlidos (Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril 2009). Los compuestos
nitrogenados incluyen a los alcaloides y glucésidos cianogenéticos. Estos ultimos
son los metabolitos secundarios considerados mas importantes en cuanto a sus
funciones de defensa de las plantas (Pérez Alonso y Jiménez 2011).

Las plantas de la familia Euphorbiaceae son bien conocidas por la
diversidad quimica de sus constituyentes isoprenoides (Jury et al. 1987). Dentro de
este grupo, diterpenos con esqueleto jatrofano, latirano, tigliano o ingenano (Figura
5.1) con diferentes grupos funcionales como hidroxilos libres o esterificados, grupos
carbonilo, dobles enlaces, epoxido, etc., son frecuentes en los miembros del género

Euphorbia (Vasas y Hohmann 2014).
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Figura 5.1: Principales diterpenoides de la familia Euphorbiaceae.
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Ref: a. latiranos, b. tiglianos, c. ingenanos y d. jatrofanos. Extraido de Wright (1961).

Otros compuestos caracteristicos son los alcoholes triterpénicos que se
encuentran en el latex, y han sido utilizados como marcadores quimiotaxonémicos
(Rahman 2016). Se aislaron también otros compuestos como ser sesquiterpenoides,
floracetofenonas, cerebrésidos, gliceroles, esteroides y flavonoides (Shi et al.
2008).

Los extractos o compuestos puros aislados de Euphorbia spp. se han
utilizado para el estudio de diversas actividades, incluyendo la antiproliferacion,
modulabilidad de la resistencia a multiples farmacos, actividad citotdxica, actividad
antimicrobiana, antiinflamatoria, etc. La conocida actividad irritativa de la piel,
proinflamatoria y promotora de tumores de los extractos de muchas especies de
Euphorbia y géneros relacionados se atribuye a la presencia de diterpenos macro y

policiclicos del tipo mostrado e la Figura 5.1 (Cateni et al. 2003).
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Son también componentes relevantes de Euphorbia los diterpenoides
policiclicos con un anillo comdn 6,6,6-triciclico. Estos compuestos mostraron
inhibicion del crecimiento de microorganismos (Sutthivaiyakit et al. 2000).

Noori et al. (2008) identificaron varios flavoniodes, entre ellos rutina,

guercetina, kaempferol y miricetina, de 17 especies de Euphorbias (Figura 5.2).

Figura 5.2: Algunos de los flavonoides presentes en plantas del género Euphorbia.
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Ref: a. rutina (flavonoide glicosilado), b. quercetina, c. kaempferol y d. miricetina.

Se han encontrado metabolitos secundarios como quercetina, flavonol y acido
tanico en especies de Euphorbias presentes en Argentina como E. collina var.
andina, E. schickendantzii, E. serpens var. serpens y E. serpens var. microphylla.
Estos compuestos presentaron actividad diurética, antilitica, antibacteriana y contra

verrugas cutaneas y herpes (Barboza et al. 2009; Mali y Panchal 2013).
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Con el objetivo de determinar los grupos quimicos presentes en un extracto
se realiza una marcha fitoquimica. Este procedimiento incluye una serie de métodos
de deteccion de los diferentes grupos quimicos de la especie vegetal a estudiar
basados en extracciones con solventes y la posterior aplicacion de pruebas de
coloracion para determinar la posible presencia de alcaloides, flavonoides, taninos y
saponinas entre otros (Lock de Ugaz 2001).

En este Capitulo se describe la marcha fitoquimica realizada para
caracterizar los grupos quimicos presentes en extractos de E. serpens, E.
schickendantzii y E. collina, y la identificacion de metabolitos secundarios con

actividad antifungica.

MATERIALES Y METODOS

Reacciones de caracterizacion de familias quimicas de Euphorbia serpens,

Euphorbia schickendatzii y Euphorbia collina

Las reacciones de caracterizacion de familias quimicas presentes en partes
aéreas de E. serpens, E. schickendantzii y E. collina se llevaron a cabo siguiendo el
protocolo indicado en el esquema 5.1. Se obtuvieron las Fracciones A; B;
cloroformica C; acuosa D; E; acuosa F; claroformica G, y los Residuo C y E. A las
Fracciones y Residuos obtenidos se les realizaron las reacciones de caracterizacion

gue se detallan a continuacion:
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Esquema 5.1: Fraccionamiento de extractos hidroalcohdlicos de Euphorbia serpens,
Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina, para identificar grupos quimicos.

20 g de material vegetal en 200 ml de
Etanol al 70 % durante 72 h

Ex. Alcohdlico al 70%

Taninos
Fenoles Fraccién A
Flavonoides |&€—
Carbohidratos
Lipidos |[<€—

Se secé 50 mly
retomé con 5 ml
(3x) de HCI 1%

Filtrado acido B
Fraccién B

Insoluble A

Se alcalinizé con
NH4OH. Se extrajo
con 5 ml de CHCL3
(4x).

Marco

Fraccion cloroférmica G

Fraccién cloroférmica C

Fraccion acuosa D

5ml CHCl3(4x) —>| Lipidos
Se filtr6 Flavoniodes
I Esteroides
—> | Proteinasy péptidos
—> | Flavoniodes
—> | Fenoles

‘ Glucésidos cardioténicos

é

Flavoniodes

Glucésidos cardiotdnicos

Se lavé con 15 ml de CHCIs
CyHsOH (3:2) (2X)

Fraccién E

Fraccidn

acuosa F

Esteroides

Se secd con sulfato anhidro,
y 1 ml se llevd a sequedad.

Seco

Se disolvié en 1,4 ml de HCI

all%

Residuo C

Alcaloides

Residuo E

v

5 ml de CHCl3

Flavonoides

Leucoantocianidinas

0,2 ml
0,2 ml

02ml —>
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—> Seseco y resuspendid con etanol

—> )
Flavoniodes

—> Sesecd y resuspendidé con HCl 1 %>

Glicdsidos esteroides

9

Glucésidos cardiotdnicos

Se secd y resuspendié con HCl 1%—>

Alcaloides
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FRACCION A

Taninos y OH fendlicos

Se desecaron calentando a bafio Maria 2 ml de la Fracciéon Ay 2 ml de tintura
madre de Hamamelis sp. utilizada como control positivo. El residuo seco se disolvio

en 0,5 ml de agua destilada y se le realizaron las siguientes reacciones:

Reaccion de FeCl3

A 0,2 ml de las soluciones anteriores y de la Fraccién D se le agregaron 2
gotas de FeCl; al 1% acuoso. La aparicion de coloracién varia de acuerdo a la
cantidad y posicibn de los oxhidrilos fendlicos presentes: amarilla, indica la
presencia de 1 -OH, verde grisaceo indica 2 -OH adyacentes y azul negro 3 —OH

adyacentes.

Reaccidn con gelatina
A 0,2 ml de las soluciones se le agregaron 0,2 ml de una solucién de gelatina
al 1,5 % en solucién acuosa de NaCl al 10 %. La aparicion de turbidez hasta

precipitado abundante indica la presencia de taninos.

Flavonoides

Reaccion de Shinoda

Se tomaron 0,5 ml de las Fracciones A, cloroférmica C, acuosa D, acuosa F,
cloroférmica G y 0,2 ml del Residuo E resuspendido en etanol. Se utilizé rutina al
0,1; 0,25 y 0,5 % en etanol como control positivo. Se agregé una granalla de Mg,

mas 4 gotas de &cido clorhidrico concentrado a cada una de las soluciones, y se
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espero la disolucién de la granalla. Se observé la aparicion de coloracibn marron,
pardo rojiza o rosada. La aparicion de una tonalidad desde rosado tenue hasta

guinda indica la presencia de flavonoides.

Hidratos de carbono

Reaccion con fenol

Se adicionaron 0,125 ml de una solucién acuosa de fenol al 5% a: 0,5 ml
de la Fraccién A (seca retomada con agua) y; 0,5 ml de una decoccion realizada con
0,5 g de material vegetal en 10 ml de agua, llevada a ebullicion durante 2 minutos y
luego filtrada. Se agreg6 0,6 ml de H,SO,4 concentrado y se observé la aparicién de
coloracion. La presencia de color naranja-pardo indica la presencia de azucares. Se

utilizé dextrosa al 0,5 % como control positivo.

Lipidos

Exposicion a vapores de lodo

Se sembré una alicuota de la Fraccidon A, la Fraccién cloroférmica G y aceite
vegetal como control positivo en papel de filtro. Se dejé secar y se expuso a vapores
de l,. Se observo la aparicion de coloracion. La presencia de coloracion marron-

naranja indica la presencia de lipidos.
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FRACCION CLOROFORMICA C

Glucosidos cardiotonicos

Reaccion de Kedde

La reaccion se llevé a cabo mediante dos métodos:
1- A 0,2 mlde la Fraccién C, Fraccién D y Residuo seco E (resuspendido en 0,2
ml de etanol al 50%) se le afiadi6 0,1 ml de una solucién &cido 3,5-
dinitrobenzoico preparada disolviendo un gramo del mismo, en 100 ml de una
solucién 0,5 N de hidrato de potasio en metanol acuoso (50 % v/v). Cuando la
reaccion es positiva, aparece una coloracion purpura estable.
2- Se prepararon dos soluciones por separado:
A. Solucion I: &cido 3,5 dinitrobenzoico al 2% en metanol.
B. Solucion Il: KOH al 5,7 % en agua destilada.
Sobre 0,2 ml de la Fraccion C (llevado previamente a seco y retomado con
0,2 ml de etanol), y la Fraccién D, se agregé 0,1 ml del reactivo (preparado con
voliumenes iguales de las soluciones | y Il). La aparicion de coloracion purpura o

violeta persistente indica la presencia de cardendlidos.

Flavonoides

Se evaluaron mediante la reaccion de Shinoda como se indico

anteriormente.
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Esteroides y triterpenos

Reaccion de Liebermann- Burchard

Se mezclaron 18 ml de anhidrido acético con 2 ml de &cido sulfarico
concentrado en medio anhidro. Se tomaron 0,5 ml de la Fraccion cloroférmica C, el
Residuo seco E resuspendido en 0,2 de acido clorhidrico, y la Fraccion cloroférmica
G. En paralelo se corrieron cuatro controles positivos, extractos diclorometanicos de
Crataegus sp.; extractos butandlico de Crataegus sp.; extracto diclorometanico de
Aesculus hippocastanum y extracto butanolico de Aesculus hippocastanum. Se
agregaron 0,5 ml del reactivo de Liebermann-Burchard. La reaccion se considera
positiva si aparece una coloracién verde oscura que al poco tiempo del agregado del
reactivo, pasa a negra. La formacion de colores azul-verdoso indica la presencia de

esteroides; la coloracion rosada a purpura evidencia compuestos triterpénicos.

RESIDUO C

Alcaloides

Se tom6 1 ml del Residuo C, se llevé a sequedad, y se resuspendio en 1,
4 ml de HCl al 1 %, de esta solucion se extrajo 0,2 ml para la reaccion de Mayer, 0,2
ml para la reaccion de Dragendorff y 0,2 ml para la reaccion con acido picrico.
Ademas, se extrajo 1 ml de residuo E, se llevo a sequedad, y se resuspendi6 en 1
ml de HCl al 1 %, de la misma forma se extrajo 0, 2 ml para la reaccién de Mayer, 0,
2 ml para la Dragendorff y 0,2 ml para la reaccion con acido picrico.
A- Reactivo de Mayer. Se prepara una solucién de 13,6 g de cloruro mercurico en
600 ml de agua y otra de 50 g de yoduro de potasio en 100 ml de agua. Se
mezclan ambas con agitacion y se completan a 1.000 ml con agua.
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B- Reactivo de Dragendorff. Se suspenden 0.8 g de subnitrato de bismuto en 40
ml de agua y se afiaden 10 ml de &cido acético glacial. Al mismo tiempo se
prepara otra soluciéon de 20 g de yoduro de potasio en 50 ml de agua. Se
mezclan las dos soluciones anteriores, se afiaden 200 ml de &cido acético
glacial y se lleva a 1.000 ml con agua.
C- Acido picrico. Se disuelven en caliente 20 g de acido picrico en 1.000 ml de
agua, se deja enfriar y se emplea la solucion sobrenadante.
La reaccion de Mayer sobre el Residuo C se repitid a la gota en portaobjeto,
y las reacciones de Dragendorff y acido picrico en este residuo se confirmaron en
placa de toque, donde se coloc6 50 pl del extracto y una gota del reactivo
correspondiente.
Se utiliz6 como control positivo quinina al 5,0 %, 0,25 % y 0,1 % en solucién
de HCl al 1 %.
La reaccion se considera positiva cuando se observa un precipitado o

turbidez en el tubo.

FRACCION ACUOSA D

Proteinas y péptidos

Reaccion de Biuret

Se tomé 1 ml de la Fraccion acuosa D y se le agregd 1 ml del reactivo de
Biuret. El mismo se prepard0 mezclando partes iguales de una solucion acuosa de
CuSOq4 al 0,25 % (0,25 g en 100 ml de agua caliente) y una solucion acuosa de

NaOH al 10%.
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La aparicion de coloracion violeta-parpura o violeta-rosada indica la

presencia de péptidos y/o proteinas.

Flavonoides, Fenoles y Glucdsidos Cardiotonicos

Se evaluaron mediante las reacciones de Shinoda, FeCl; y Kedde

respectivamente, como se indico arriba.

RESIDUOE

Leucoantocianidinas

Se coloco 0,2 ml del Residuo E resuspendido en etanol en un tubo de
ensayo, y se agregaron 2-3 gotas de &cido clorhidrico concentrado, se calent6 a

ebullicién. La reaccion es positiva si la solucion toma coloracion rojiza.

Flavonoides, Glicosidos esteroides, Glucosidos cardiotonicos y Alcaloides

Se evaluaron mediante las reacciones de Shinoda, Liebermann-Burchard,

Kedde y con los reactivos de Mayer, Dragendorff y &cido picrico, respectivamente.

FRACCION F

Flavonoides

Se evaluaron mediante la reaccién de Shinoda como se indico

anteriormente.
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FRACCION CLOROFORMICA G

Lipidos, flavonoides, esteroides y triterpenos

Se llevo a cabo por medio de la exposicibn a vapores de lodo, la

reaccion de Shinoda y la reaccion de Liebermann- Burchard respectivamente.

REACCIONES DIRECTAS

Glucosidos cianogénicos

Reaccion de Guignard

Se tomaron 0,5 g de cada especie vegetal, se pulverizaron y colocaron
en tubos de ensayo. Se agreg6d agua destilada hasta cubrir el material vegetal y 5-6
gotas de cloroformo. Se colocé una tira de papel picrosddico en la porcion superior
del tubo, sin que toque los bordes o tapa. EIl papel picrosédico fue preparado
previamente embebiendo un papel de filtro con carbonato de sodio al 5% y &cido
picrico al 0,5 % en agua. Paralelamente se corrié un control positivo con semillas de
manzana. El ensayo se considera positivo cuando el papel cambia a rojo luego de

24 h.

Saponinas

Poder afrégeno

Se humecté 0,5 g pulverizados de las tres especies vegetales en estudio con
10 ml de agua destilada durante toda la noche, mas dos controles positivos:
Aesculus hippocastanum y Solidago chilensis. Luego se calentaron las muestras a

bafio Maria durante 30 minutos, y se filtraron en caliente con papel de filtro. Se tomo
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1 ml de estas soluciones y se coloco en un tubo de hemdlisis. Se tap6 y agitd
fuertemente durante 15 segundos. Se midi6 la espuma producida al inicio, a los 5

min y a los 15 min.

Poder emulsificante

Se humectaron 0,5 g pulverizados de las tres especies vegetales en
estudio con 10 ml de agua destilada durante toda la noche, mas dos controles
positivos: Aesculus hippocastanum y Solidago chilensis. Luego se calentaron las
muestras a bafio Maria durante 30 minutos y se filtraron en caliente con papel de
filtro. Se afadié 1 ml de cloroformo a 1 ml de la muestra. Se agité y .se procedi6 de
igual manera en otro tubo, sustituyendo la muestra por agua. Luego de agitar por 15
segundos se dej6 en reposo, y se midio el tiempo en que ambas fases tardan en

Separarse.

Proteinas - aminogrupos

Reaccion de Ninhidrina

Se agregaron a 0,5 g de cada especie vegetal, 10 ml de agua destilada, y
se llevaron a ebullicion durante dos minutos. Se filtraron las muestras en caliente y
se concentraron a 5 ml finales. Se agreg6 una gota de las soluciones anteriores
sobre papel de filtro y se dejé secar. Luego se agregé una gota de solucion
etandlica de ninhidrina al 2 %. Ademas, se hizo en paralelo un blanco de reactivo, y
un control positivo con triptofano en etanol al 50 %. La reaccion se considera

positiva con una coloracion violeta de mayor intensidad que el blanco de reactivo.
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Alcaloides

Extraccion acida

Se colocaron 0,5 g del material vegetal con 10 ml de una solucion de
HCI al 1%, se calent6 la suspension una hora a 70 °C en bafio Maria. Luego se
enfriod, filtré y redujo la solucion a 2,5 ml finales. De la solucidn resultante se extrajo
0,2 ml de cada planta y para cada reactivo: Mayer; Dragendorff y acido picrico. La

reaccion se considera positiva si se observa precipitado.

Separacion por cromatografia en columna de extractos hexanicos y acetato de

etilo de Euphorbia collina y Euphorbia schickendantzii

Determinacion de las condiciones cromatogrdficas

Se realizaron cromatografias en capa fina (TLC) para determinar las condiciones
apropiadas para la separacién de los compuestos presentes en los extractos
estudiados utilizando cromatografia en columna. Se compararon los perfiles
cromatograficos de los extractos hexanicos y de acetato de etilo de E. serpens, E.
schickendantzii y E. collina. Como solvente de corrida se utiliz6 una mezcla de
hexano (hex): acetato de etilo (AcOEt) en relacion 80:20 (Figura 5.3-a) y 85:15
(Figura 5.3-b). Para las tres especies se observd que tanto el extracto hexanico
como el extracto de AcOEt tenian un perfil muy similar, y por ello, se reunieron
ambos extractos de cada especie para realizar el fraccionamiento por cromatografia

en columna (Figura 5.3).
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Figura 5.3: Cromatografia en capa fina de extractos hexanicos y de acetato de etilo
(AcOEt) de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina.

A ser A.schi H.coll Acoll 'Lser Aser .schi Aschi

a b

Ref: a. Se observa la similitud en los perfiles cromatograficos del extracto hexanico
y de acetato de etilo (AcOEt) de Euphorbia collina. Solvente de corrida hexano:
AcOEt 80:20. b. Se observa la similitud en los perfiles cromatograficos de los
extractos hexanicos y de AcOEt de Euphorbia serpens y Euphorbia schickendantzii.
Solvente de corrida hexano: AcOEt 85:15. A.ser: extracto AcOEt de Euphorbia
serpens; A.schi: extracto de AcOEt de Euphorbia schickendantzii; A.coll: extracto
AcOEt de Euphorbia collina; H.ser: extracto hexanico de Euphorbia serpens; H.schi:
extracto hexanico de Euphorbia schickendantzii; H.coll: extracto hexanico de
Euphorbia collina.

Se ensayaron varias proporciones de los solventes hex y ACOEt para obtener
el Rf (Relacion de frente = distancia recorrida por el compuesto/ distancia recorrida
por el solvente) de los compuestos de interés y luego utilizar esta informacion para
realizar la cromatografia en columna.

Se inicié con una mezcla de solventes hex: ACOET (4:1), obteniéndose un

Rf= 0,61 para la mancha mas destacada del extracto hexanico de las tres especies

(Figura 5.4).
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Figura 5.4: Cromatografia en capa fina de extractos hexanicos de Euphorbia
serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina, con solvente de corrida
hexano: acetato de etilo (4:1).

Manchas con Rf= 0,61

H.ser. H.schi Col H.coll

Ref: H.ser: extracto hexanico de Euphorbia serpens; H.schi: extracto hexanico de
Euphorbia schickendantzii; Col: colesterol (compuesto de referencia); H.coll:
extracto hexanico de Euphorbia collina.

Se disminuyé la polaridad de la mezcla a hex: AcOEt (85:15), obteniéndose
ahora un Rf= 0,40 para el compuesto mayoritario (Figura 5.5). Se observa que la
mancha mayoritaria de los tres extractos analizados tiene idéntico Rf al lupeol, un

triterpeno pentaciclico que junto al colesterol se utilizan en nuestro laboratorio como

referencias de polaridad.
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Figura 5.5: Cromatografia en capa fina de extractos hexénicos de Euphorbia
serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia collina, con solvente de corrida
hexano: acetato de etilo (85:15).

Manchas con Rf=0,4

H. ser H.schi Lup H.coll

Ref: H.ser: extracto hexanico de Euphorbia serpens; H.schi: extracto hexanico de
Euphorbia schickendantzii; Lup: Lupeol (compuesto de referencia); H.coll: extracto
hexénico de Euphorbia collina.

Finalmente se ensay6 con una mezcla hex: AcCOET (88:12), obteniéndose un
Rf= 0, 28 para la mancha mayoritaria de los extractos hexanicos analizados (Figura

5.6). Un valor de Rf= 0, 3 se considera adecuado para realizar cromatografia en

columna.
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Figura 5.6: Cromatografia en capa fina del extracto hexanico de Euphorbia collina,
con solvente de corrida hexano: acetato de etilo (88:12).

- W

Manchas con Rf= 0,28

|

Ref: Lup: Lupeol; H.coll: extracto hexanico de Euphorbia collina.

Separacion por cromatografia en columna de extractos hexanico y de acetato

de etilo de Euphorbia collina

Se realizé una cromatografia en columna con silica gel Merck 230-400 mesh
(75 g), previamente activado en estufa a 150 °C durante 1 h. La columna fue
empaquetada con hex.

Se sembraron 1,07 g de extracto hexanico y 1,03 g de extracto de AcOEt de
E. collina, que fueron disueltos en 20 ml de una mezcla hex: AcOEt (90:10).

Se inicio el desarrollo de la columna con una mezcla inicial de hex: AcOEt
(88:12), se recogieron 42 fracciones de 20 ml cada una y luego se aumento
gradualmente la polaridad del solvente de elucion hasta 80:20 hasta finalizar la
recoleccion de las fracciones. Todas las fracciones fueron monitoreadas por TLC
para visualizar el proceso de separacion y para agrupar las fracciones segun

similitud de sus perfiles cromatograficos (Figura 5.7).
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Figura 5.7: Cromatografias en capa fina de las fracciones obtenidas de la
cromatografia en columna de extractos hexanico y acetato de etilo reunidos de

Euphorbia collina.
Cc

13 5 7col 911 13 15

a b

26 28 30 32 34 36 38 40 40 42 44 46 48 50 52

c d

Ref: a: Cromatografia de capa fina (TLC) de las fracciones (Frs). 1; 3; 5; 7; 9; 11;
13; 15; solvente de corrida hexano (hex): acetato de etilo (AcOEt) (88:12). b: TLC de
las Frs. 4; 6; 8; 10; solvente de corrida hex: AcOEt (88:12). c: TLC de las Frs. 15;
17; 19; 21; 23; 27; 29; solvente de corrida hex: AcOEt (88:12). d: TLC de las Frs. 26;
28; 30; 32; 34; 36; 38; 40; solvente de corrida hex: AcOEt (3:1). TLC de las Frs. 40;
42; 44; 46; 48; 50; 52; solvente de corrida hex: AcOEt (3:1). Col: colesterol

(referencia).
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Separacion por cromatografia en columna de extractos hexanico y de acetato

de etilo de Euphorbia schickendantzii

Se realiz6 una cromatografia en columna con silica gel Merck 230-400 mesh
(75 g), previamente activada en estufa a 150 °C durante 1 h. La columna fue
empaquetada con hex.

Se sembraron 0.84 g de extracto hexanico y 0.63 g de extracto de AcOEt de
E. schickendantzii reunidos, que fueron disueltos en 20 ml de una mezcla hex:
AcOEt (90:10).

Se inicid la corrida cromatografica con una mezcla hex: AcOEt (88:12), y se
recogieron 25 fracciones, luego se aumento la polaridad a 85:15 hasta la fraccion
33, finalmente se utilizé hex: AcOEt (80:20) hasta finalizar la separacion de los
compuestos. Todas las fracciones fueron monitoreadas por TLC para visualizar el
proceso de separacién y para agrupar las fracciones segun similitud de sus perfiles

cromatograficos (Figura 5.8).

Aislamiento e identificacion de compuestos antifungicos provenientes de los

extractos hexano y acetato de etilo de Euphorbia collina

La fraccibn G10-11 proveniente de la columna madre de E. collina fue
testeada en ensayos de microdilucién contra Fusarium verticillioides (ver Capitulo

4).
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Figura 5.8: Cromatografias en capa fina de las fracciones obtenidas de la
cromatografia en columna de extractos hexanicos y de acetato de etilo reunidos de
Euphorbia schickendantzii.

11 13 15 Lup 1719 21 17 19 21 Col 23 25 E.sch

25 27 29 Col 31 33 35 5 37 39 Col 41 43 E.sch 43 45 47 Col 49 51 E.sch

Ref: a: Croatografia de capa fina (TLC) de lasfracciones (Frs) 1; 3; 5; 7; 9; 11;
solvente de corrida hexano (hex): acetato de etilo (AcCOEt) (88:12). b: TLC de las
Frs. 4; 6; 8; solvente de corrida hex: AcOEt (85:15). c: TLC de las Frs. 11; 13; 15;
17; 19; 21; solvente de corrida hex: ACOEt (85:15). d: TLC de las Frs. 17; 19; 21; 23;
25; solvente de corrida hex: AcOEt (80:20). e: TLC de las Frs. 25; 27; 29; 31; 33; 35;
solvente de corrida hex: AcOEt (80:20). f: TLC de las Frs. 35; 37; 39; 41; 43;
solvente de corrida hex: AcOEt (80:20). g: TLC de las Frs. 43; 45; 47; 49; 51
solvente de corrida hex: AcOEt (75:15). Lup: Lupeol (referencia); Col: colesterol
(referencia) E.schi: Extracto hexanico de Euphorbia schickendantzii.

La fraccion G10-11 fue evaporada bajo presion reducida a 60 °C, el residuo

seco se solubilizé en diclorometano y luego inyectada en un cromatégrafo gaseoso
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Thermo Electron Model trace GC ultra (Thermo Electron Corp, Madison, WI)
acoplado a columna DB-5 (fenil metil siloxano; con una pelicula de 30 m x 0,25 mm
ID, 0,25 pum de espesor, utilizada como fase estacionaria), y acoplado a un
espectrometro de masa ThermoElectron Model Polaris Q (Thermo Electron Corp,
Madison, WI). Como fase movil se utilizé helio a un flujo de 1 ml/min; relacion de
separacion: 10:1; volumen de inyeccién: 1 pl; temperatura programada: 100 °C
durante 4 min, 100-280 °C (con aumento de 10 °C/min), 300 °C (12 min); analisis de
masa: trampa de iones; tipo de ionizacién: impacto de electrones a 70 eV; método
de adquisicion: analisis completo: 50-500 a.m.u; tiempo de ionizacién: 0.25 min. Los
constituyentes del grupo G10-11 se identificaron mediante la comparacion de sus
patrones de fragmentacion de masas de espectros con los almacenados en la base
de datos de Wiley/NIST y los datos previamente publicados (Zare et al. 2015). El
indice de retencion de cada compuesto identificado se calculé en relacion a los n-
alcanos (Aristimufio Ficoseco et al. 2014).

El residuo seco de G10-11 se disolvi6 en una solucién de isopropanol en
acetonitrilo al 4 % y luego se filtr6 con una membrana PTFE de 0,22 um. El filtrado
se utiliz6 en multiples inyecciones de HPLC acoplado a un detector ultravioleta fijado
en 210 nm (Masohan y Bhatia, 1996) y equipado con una columna IB-SIL 5 C18
(250 x 10 mm, 5 pm) de Phenomenex. Las inyecciones se realizaron a través de un
inyector Rheodyne equipado con un bucle de 500 pl. El flujo fue de 2,8 ml/min. Las
fracciones F1 y F2 correspondientes a los picos se recogieron y secaron a presion
reducida. Una pequeia alicuota de las fracciones F1 y F2 se disolvieron en
diclorometano y se inyectaron en un GC-MS para verificar su composicion.

La fraccion G10-11 fue analizada con espectroscopia infrarroja (IR), el

espectro FTIR (Fourier Transformed Infrared Spectra) fue obtenidos en un
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espectrometro Perkin Elmer GX21 en la regiébn de 4000-400 cm-1 (espectral

resolucién: 4 cm-1) en pelicula (film) usando ventanas de NaCl (cloruro de sodio) o

de ZnSe (seleniuro de zinc).

RESULTADOS

Tabla 5.1: Resultados de las reacciones de caracterizacion realizadas a la fracciéon
alcohdlica al 70 % de Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia

collina.

Fraccion A

Taninos (Fig. 5.9 ay b)

Hidroxilos Fendlicos (Fig.
5.9 b)

Flavonoides (Fig. 5.10)

Hidratos de carbono (Fig.
5.11)

Lipidos (Fig. 5.12)
Fraccion C

Glucosidos cardiotonicos
Flavonoides

Esteroidales y triterpenos

Residuo C

Alcaloides

Fraccion acuosa D
Proteinas y péptidos
Flavonoides (Fig. 5.13)
Glucésidos cardiotonicos

Hidroxilos Fendlicos (Fig.
5.14)
Residuo E

Glucdsidos Flavonoides
(Fig. 5.15)
Leucoantocianidinas
Esteroidales y triterpenos
Glucodsidos cardioténicos
Alcaloides

Euphorbia
serpens

+++

++
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++

++
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+++
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Fraccion F
Flavonoides (Fig. 5.16) -

Fraccién cloroféormica G

Flavonoides -
Esteroidales y triterpenos +
(Fig. 5.17)

Lipidos (Fig. 5.12) +++

Reacciones directas

Glucosidos cianogenéticos -
Saponinas (poder afrdgeno)

(Fig. 5.18)

Tiempo 0 (Aesculus 5mm
hippocastanum 4 mm de

altura y Solidago chilensis

15 mm de altura)

Tiempo 5 min (Aesculus 3 mm
hippocastanum 4 mm de

altura y Solidago chilensis

10 mm de altura)

Tiempo 15 min (Aesculus 2,5 mm
hippocastanum 4 mm de

altura y Solidago chilensis 6

mm de altura)

Saponinas (poder +
emulsificante) (Fig. 5.19)

Proteinas- aminogrupos ++
(Fig. 5.20)

Alcaloides -

+
++
4 mm
2 mm
1 mm
+
++

4 mm

3 mm

2 mm

Ref: -: negativo; +: positivo leve; ++: positivo moderado; +++: positivo alto.
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Figura 5.9: Ensayo de taninos en Fracciones A.

Ref: a: Reaccion de gelatina, la aparicién de turbidez indica la presencia de taninos.
a-1: Reaccién en Fraccion A de Euphorbia serpens; a-2: Reaccion en Fraccion A de
Euphorbia schickendantzii; a-3: Reaccion en Fraccion A de Euphorbia collina y a-4:
Reaccion en Fraccion A de Hamamelis sp. b: Reaccion de FeCls, la aparicion de
color (junto con la turbidez en A) indica la presencia de taninos. b-1: Reaccion en
fraccion A de Euphorbia serpens; b-2: Reaccion en Fraccion A de Euphorbia
schickendantzii; b-3: Reaccidén en Fraccion A de Euphorbia collina y b-4: Reaccién
en Fraccion A de Hamamelis sp.

Figura 5.10: Ensayo de flavonoides en Fracciones A.

Ref: En la foto se observa el ensayo de flavonoides mediante la reaccién de
Shinoda sobre las Fracciones A de: 1. Euphorbia serpens; 2: Euphorbia
schickendantzii; 3: Euphorbia collina; 4: Rutina 0,5%; 5: Rutina 0,25 % y 6: Rutina
0,1%. La coloracion rojiza indica la presencia de flavonoides.
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Figura 5.11: Ensayo de carbohidratos en Fracciones A.

Ref: En la foto se muestra el ensayo de carbohidratos sobre la Fraccion A mediante
la reaccion de fenol, la reaccion es positiva si se observa coloracion rojiza parda. 1:
Reaccién sobre Fraccion A de Euphorbia serpens; 2: Reaccion sobre Fraccion A de
Euphorbia schickendantzii y 3: Reaccién sobre Fraccién A de Euphorbia collina.

Figura 5.12: Ensayo de lipidos en Fraccione Ay Fracciones cloroférmicas G.

Ref: La coloracién marrén luego de la exposicion a lodo, indica la presencia de
lipidos. 1: Reaccion sobre Fraccion A de Euphorbia serpens; 2: Reaccién sobre
Fraccion cloroférmica G de Euphorbia serpens; 3: Reaccion sobre Fraccion A de
Euphorbia schickendantzii; 4: Reaccion sobre Fraccion cloroférmica G de Euphorbia
schickendantzii; 5: Reaccion sobre Fraccidon A de Euphorbia collina; 6: Reaccién
sobre fraccion cloroférmica G de Euphorbia collina; 7: Control positivo.
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Figura 5.13: Ensayo de flavonoides en Fraccion acuosa D de Euphorbia collina.

Ref: Ensayo realizado mediante la reaccion de Shinoda, la reaccién es positiva con
la aparicion de coloracion rojiza. 1: Reaccién sobre Fraccién D de Euphorbia collina;
2: Reaccion sobre rutina 0,25 %.

Figura 5.14: Ensayo de fenoles en fracciones acuosas D.

Ref: Ensayo realizado mediante la reaccién de FeCls, la presencia de coloracion
marrén-negruzca indica tres OH adyacentes. 1: Reaccion sobre Fraccion acuosa D
de Euphorbia serpens; 2: Reaccidon sobre Fracciébn acuosa D de Euphorbia
schickendantzii; 3: Reaccidén sobre Fraccién acuosa D de Euphorbia collina y 4:
Reaccion sobre tintura de Hamamelis sp.

Figura 5.15: Ensayo de flavonoides sobre el Residuo E de Euphorbia serpens.

Ref: En la reaccion de Shinoda, la presencia de coloracion rosada indica la
presencia de flavonoides.
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Figura 5.16: Ensayo de flavonoides en Fraccion acuosa F de Euphorbia collina.

Ref: Reaccion de Shinoda sobre: 1: Fraccién acuosa F de Euphorbia collina; 2:
Rutina al 0,1 %. La presencia de coloraciobn rosada indica la presencia de
flavonoides.

Figura 5.17: Ensayo de esteroides y triterpenos en Fracciones cloroférmicas G.

Ref: En la reaccion de Liebermann-Burchard, la presencia de coloracion verde
azulada indica la presencia de grupos esteroides. 1: Reaccion sobre la Fraccion
cloroférmica G de Euphorbia serpens; 2: Reaccion sobre la Fraccién cloroférmica G
de Euphorbia schickendantzii; 3: Reaccion sobre la Fraccion cloroférmica G de
Euphorbia collina.

Figura 5.18: Ensayo directo de Saponinas, poder afrégeno.

Ref: Ensayo realizado en 1: Euphbrbia serpens-; 2. Euphorbia schickendantzii; 3:
Euphorbia collina; 4: Solidago chilensis; 5: Aesculus hippocastanum.
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Figura 5.19: Investigacion directa de saponinas, poder emulsificante.

ks

Ref: Ensayo realizado sobre 1: Euphorbia serpens; 2: Euphorbia schickendantzii, 3:
Euphorbia collina; 4: Solidago chilensis y 5: Aesculus hippocastanum.

Figura 5.20: Ensayo directo de proteinas-aminogrupos.

Ref: La coloracion violeta indica la presencia de proteinas o aminogrupos. 1:
reaccion sobre Euphorbia serpens; 2: reaccién sobre Euphorbia schickendantzii: 3:
reaccion sobre Euphorbia collina; 4: reaccion sobre el control negativo; 5 reaccion
sobre gelatina y 6: reaccion sobre triptéfano.

Tabla 5.2: Fracciones agrupadas segun perfiles cromatograficos, provenientes de la
columna madre realizada sobre los extractos hexano y acetato de etilo de Euphorbia
collina.

Fracciones | Peso en mg | Observaciones

4-5 76

6-8 60 Manchas con Rf similar al lupeol.

9 47 Mancha con Rf similar al lupeol.

10-11 74 Manchas con Rf similar al lupeol. Enviada a IR
12-17 60
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18-23 28 Manchas a la altura del colesterol.

24-29 16

30-36 21,5 Manchas debajo del Colesterol. Se formaron cristales.
37-46 20,1

47-52 47,7

53-58 35,6

Tabla 5.3: Fracciones agrupadas segun perfiles cromatograficos, provenientes de la
columna madre realizada sobre los extractos hexano y acetato de etilo de Euphorbia
schickendantzii.

Fracciones | Pesoenmg | Observaciones

2-3 48,6

4-5 1179

6-8 132 Manchas con Rf similar al Lupeol.
9-14 53,6

15-20 38,1 Manchas a la altura del colesterol.
21-39 40,2

40-47 27,5

48-55 42,5

Elucidacion de moléculas bioactivas provenientes del extracto hexanico y de

acetato de etilo de Euphorbia collina

El anélisis de GC-MS mostro que la fraccidon G10-11 era una mezcla de 51 %

de cicloartenol (CA) y un 49 % de 24-metilenocicloartanol (24MCA), (Figura 5.21 y

Tabla 5.4). Estos compuestos fueron recuperados por HPLC en las fracciones F1 y

F2. El analisis GC-MS de F1 y F2 indicé que estaban constituidas por un 98 % de

cicloartenol y un 97 % de 24-metilenocicloartanol respectivamente (Figura 5.22,

Figura 5.23 y Figura 5.25).
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El espectro IR (Figura 5.24) muestra la presencia de grupos —OH (alcohol),

enlaces olefinicos (C=C) con hidrégenos vinilicos y grupo carbonilo de cetona

saturada, esta ultima posiblemente como producto minoritario. Las estructuras son

coincidentes con triterpenos tipo cycloeucalenol y analogos.

Figura 5.21: Cromatograma de GC-MS de fracciones G10-11.
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Tabla 5.4: Andlisis de la agrupacién de la fraccion G10-11 mediante cromatografia
gaseosa acoplada a espectrometria de masas.

indice Coincid [M'] Principales iones de fragmentacién, m/z (%) Compuesto
aritmético | encia | m/z (%)
2816 96% 426 | 55 (45), 69 (100), 81 (42), 95 (60), 107 (44), 109 Cicloartenol
(11) | (45), 121 (37), 135 (34), 147 (32), 161 (25), 173
(29), 187 (14), 203 (15), 217 (6), 231 (9), 243
(6), 259 (4), 271 (14), 286 (25), 297 (5), 315 (5),
339 (11), 365 (14), 393 (27), 408 (19), 426 (7)
3108 93% 440 | 55 (92), 69 (100), 81 (66), 95 (96), 107 (79), 121 24-metilen
(10) | (63), 135 (54), 161 (39),175 (51), 203 (42), 216 cicloartanol
(21), 229 (9), 245 (8), 285 (9), 300 (31), 353 (8),
379 (24), 407 (43), 422 (28), 440 (10), 339 (3),
397 (2)
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Figura 5.22: Espectro de masas de impacto electronico de la sefial a 14,708 min
(arriba), y la comparacion con el espectro de libreria de mayor similitud (abajo).

Identificado como cicloartenol.
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Figura 5.23: Espectro de masas de impacto electronico de la sefial a 15,283 min
(arriba), y la comparacion con el espectro de libreria de mayor similitud (abajo).
Identificado como 24-metilencicloartanol.
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Figura 5.24: Espectro IR de fracciones G10-11 de Euphorbia collina.
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Figura 5.25: Estructuras de los triterpenos identificados en Euphorbia collina.

cicloartenol 24-metilencicloartanol
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DISCUSION

En este trabajo se determiné la presencia de metabolitos secundarios
tales como: compuestos esteroidales, triterpenos, flavonoides, taninos, fenoles y
saponinas, en partes aéreas de las tres especies vegetales estudiadas. Ademas, se
hallaron lipidos, proteinas e hidratos de carbono.

En concordancia con nuestro trabajo, se ha reportado la presencia en E.
serpens de: flavonoides (cianidinas); terpenos (diterpenos y derivados del lupeol)
(Alonso y Desmarchelier 2006; Bittnet et al. 2001); taninos; fenoles y saponinas
(Alonso y Desmarchelier 2006). En esta tesis se estudio E. serpens var. serpens,
gue a diferencia de los estudios realizados por Gratti, Ricco y Gurni (2007), en la
variedad microphylla, si se hallaron taninos.

Muy poco se conoce sobre la composicion quimica de E. schickendantzii.
Otros autores también han encontrado, flavonoides (quercetina y antocianos
basados en cianidinas), fenoles y taninos (Gratti, Ricco y Gurni 2007).

En concordancia con este trabajo, para E. collina var. collina, Gratti, Ricco y
Gurni (2007), describen la presencia de flavonoides (del tipo quercetina y antocianos
basados en cianidinas), fenoles y taninos. Bittner et al. (2001) y Morgenstern et al.
(1996), describen para E. portulacoides (sinénimo de E. collina, ver introduccion
general), fenoles (tipo floroacetofenonas) y diterpenos (kauranos, abietanos,
latiranos e ingenanos). EI mismo grupo de trabajo, en un estudio realizado por
Aqueveque et al. (1999), informan flavonoides (quercetina y derivados; y derivados
del canferol) y flavonas (derivados de luteolina).

Por ultimo, en un screening para la identificacion de alcaloides, se observo la
ausencia de los mismos, tanto en E. collina como en E. portulacoides (Niemeyer
2014). Aunque en estos trabajos no se especifica la variedad ni subespecie, los

174



Capitulo 5

metabolitos encontrados coinciden con los hallados en esta tesis para E. collina var.
collina.

En el Capitulo 2 se informa el efecto antiparasitario de los extractos
metandlicos de las tres especies estudiadas, y hexanico de E. schickendatzii. Otras
familias vegetales con metabolitos secundarios similares mostraron actividad
antiparasitaria. Los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de plantas como Laucas
martinicensis y Albizia gummifera, las cuales presentan polifenoles, taninos,
triterpenos y saponinas en sus partes aéreas han tenido actividad antihelmintica, ya
sea como larvicidas u ovicida (Eguale et al. 2011). Otras especies como Phytolacca
icosandra conteniendo flavonoides, esteroides, terpenos y saponinas, presentaron
gran actividad antihelmintica contra H. contortus (Hernandez Villegas et al. 2012).

En el Capitulo 3 se observo que los extractos hexanicos y de acetato de etilo
de las tres plantas en estudio, mostraron citotoxicidad, esto podria deberse a la
presencia de metabolitos secundarios de baja polaridad tales como triterpenos y
compuestos esteroidales hallados en las especies estudiadas. Otros estudios han
demostrado el poder citotoxico de esteroides y triterpenos pertenecientes a
Euphorbias. En el trabajo de Zhang et al. (2013), esteroides aislados, tres de tipo
colestano y tres de tipo ergostano, de partes aéreas de E. altotibetic tuvieron efecto
contra dos lineas celulares cancerosas. Wei et al. (2021), aislaron 6 triterpenos de la
raiz de E. fischeriana con moderada actividad citotéxica, entre ellos, un triterpeno ya
identificado; dos nuevos cicloartanos; un nuevo lanostano; un nuevo tirucalleno; un
nuevo damareno. Y cinco triterpenos de tipo cicloartano obtenidos de partes aéreas
de E. dendroide, tuvieron de alta a moderada actividad contra diferentes lineas

celulares cancerosas (Hassan et al. 2020).
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En el Capitulo 4 se inform6 el efecto antimicrobiano de los extractos
metandlicos de E. collina y E. schickendantzii, y extracto de acetato de etilo de E.
collina. De los compuestos polares hallados en la marcha fitoquimica preliminar
tienen reconocida accion antimicrobiana los fenoles sencillos, flavonoides y taninos,
gue podrian ser los responsables de la actividad antibacteriana hallada en los
extractos metandlicos (Cowan 1999). Los taninos tienen una reconocida accion
antiséptica por su accion bactericida, bacteriostatica y antifangica (Kuklinski 2000).
En cuanto a los compuestos no polares presentes, los terpenoides alteran la
estructura de la membrana celular, lo que lleva a la lisis y muerte celular (Cowan
1999). Los triterpenoides pentaciclicos aislados de la fraccion G10-11, la cual
mostré la actividad antifingica mas potente, son intermediarios en la biosintesis
vegetal de fitoesteroles y fueron reportadas en altos contenidos en la parte aérea de
varias especies de Euphorbia (De Pascual et al. 1987; Zare et al. 2015). En cuanto a
su mecanismo de accion, CA y 24MCA podrian actuar como otros triterpenos
pentaciclicos, interactuando con los constituyentes de la membrana plasmatica,
aumentando su permeabilidad y favoreciendo la entrada de sustancias

extracelulares y la fuga de solutos celulares (Haraguchi et al. 1999).
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CONCLUSIONES

Se identificaron taninos, compuestos fendlicos, flavonoides, compuestos
esteroidales, saponinas, carbohidratos, lipidos y proteinas en los extractos
etandlicos de E. serpens, E. schickendantzii y E. collina.

De la cromatografia en columna de extractos hexanico y de acetato de etilo
de E. collina resultaron 58 fracciones en total, que se agruparon en segun
similitud de perfiles cromatograficos.

Las fracciones 6 a 11 provenientes de la cromatografia en columna de
extractos hexénico y de acetato de etilo de E. collina, presentaron manchas
con Rf y color de revelado similar al lupeol lo que sugiere la presencia de
triterpenos.

Las fracciones 18 a 23 provenientes de la cromatografia en columna de
extractos hexanico y de acetato de etilo de E. collina, presentaron manchas
con Rf y color de revelado similar al colesterol indicando la presencia de
fitosteroles.

Las fracciones 30 a 36 provenientes de la cromatografia en columna de
extractos hexanico y de acetato de etilo de E. collina, presentaron manchas
con Rf por debajo del colesterol y formaron cristales.

De la cromatografia en columna de extractos hexanico y de acetato de etilo
de E. schickendantzii resultaron 55 fracciones en total, que se agruparon en
segun similitud de perfiles cromatogréficos.

Las fracciones 6 a 11 provenientes de la cromatografia en columna de
extractos hexanico y de acetato de etilo de E. schickendantzii, presentaron

manchas con Rf y revelado similar al lupeol indicando que son triterpenos.
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Las fracciones 15 a 20 provenientes de la cromatografia en columna de
extractos hexanico y de acetato de etilo de E. schickendantzii, presentaron
manchas con Rf y revelado similar al colesterol indicando la presencia de
fitosteroles.

En la fraccion 10-11 proveniente de la cromatografia en columna de extractos
hexanico y de acetato de etilo de E. collina se identificaron dos compuestos

mayoritarios: cicloartenol y 24-metilenocicloartanol.
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CONCLUSIONES

En este trabajo de Tesis se estudiaron efectos farmacologicos atribuidos por la
medicina tradicional a Euphorbia serpens, Euphorbia schickendantzii y Euphorbia
collina, recolectadas en la Provincia de La Pampa. Los resultados de los ensayos

permitieron llegar a las siguientes conclusiones:

- No se pudo demostrar la presencia de efecto diurético en ratones tratados con
extractos acuosos, hidroalcohdlicos, hexanicos, de acetato de etilo y metandlicos de
Euphorbia serpens, especie utilizada como diurética por la medicina tradicional.
También se investigd la presencia de este efecto en extractos acuosos e
hidroalcolicos de E. schickendantzii y E. collina con resultado negativo. Se concluye

gue ninguna de estas especies produce efecto diurético en ratones.

- Los extractos metandlico e hidroalcohdlico de E. collina inhibieron la motilidad de
larvas Il de Ancylostoma caninum, y la eclosion de huevos de Haemonchus
contortus respectivamente. Estos resultados son consistentes con el efecto
antiparasitario atribuido por la medicina tradicional y con la presencia de triterpenos,

taninos, fenoles, flavonoides y saponinas identificadas en estudios fitoquimicos.

- Utilizando larvas nauplio de Artemia salina como modelo biol6gico se determiné
gue las tres especies estudiadas mostraron efecto citotoxico. ElI mayor efecto lo
evidencio el extracto hexanico de E. collina. La citotoxicidad podria relacionarse con

el uso tradicional de estas plantas como antiverrucoso y caustico.

- Se aislaron dos compuestos terpénicos; cicloartenol y 24-metilenocicloartanol de

los extractos hexanico y de acetato de etilo de E. collina que poseen actividad
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antifingica. Ensayos in vitro determinaron que estos extractos inhiben el crecimiento

de Fusarium verticillioides.

- Los extractos hidroalcolicos de E. schickendantzii y de acetato de etilo de E.
serpens que se utilizaron en los ensayos para evaluar el efecto diurético, resultaron

toxicos en las dosis empleadas, causando la muerte en los ratones tratados.

- E. collina fue la especie que mostro la mayor actividad biolégica en los ensayos
realizados para determinar el efecto antiparasitario, antimicrobiano y citotoxico sin

evidenciar toxicidad en ratones.
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