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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar las propiedades fitoquimicas,
antibacterinas y molusquicidas de extractos de tallos de cardon (Euphorbia
lactea Haw.) presentes en la provincia de Matanzas. Los tallos fueron lavados y
secados en estufa a 45°C y luego pulverizados. Se prepararon extractos
etandlicos (90%) y acuosos a partir de 100 g de materia seca, los cuales se
filtraron y concentraron. Se determinaron las cantidades relativas de varias
clases de metabolitos secundarios y se cuantificé el contenido de carbohidratos
totales, azlcares reductores y proteinas solubles totales en ambos extractos. Se
evaluo la actividad antimicrobiana contra cepas bacterianas Gram + y Gram -
mediante la técnica de los pocillos y ademdas, se determin6 la actividad
molusquicida del latex de esta planta en diferentes diluciones en medio acuoso.
Como resultado de la caracterizacion fitoquimica se observo la presencia de
terpenos, flavonoides, saponinas, esteroides, taninos, cumarinas y glucosidos
cardiotonicos en extractos etandlicos y acuosos de Euphorbia lactea Haw. El
extracto etandlico fue el mejor solvente para la extraccion de los azlcares totales
y reductores, mientras que la extraccion de proteinas fue superior en el extracto
acuoso. Los extractos etandlicos mostraron una mayor actividad antibacteriana
frente a Proteus sp. y Staphylococcus aureus. EI latex de E. lactea Haw.
evidencié una actividad molusquicida elevada frente a los caracolillos Zachrysia
sp., con una mortalidad de 90 y 85% con las diluciones 1/50 y 1/100, a las 24 h
de aplicado el latex. Euphorbia lactea Haw. es una euforbidcea comun en los
campos cubanos con diferentes principios bioactivos, los cuales son importantes
para el tratamiento de enfermedades infecciosas en humanos y animales, asi
como para el control de moluscos plagas en los organopdgicos y otras

modalidades de la agricultura urbana.
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1. INTRODUCCION

El reino vegetal constituye una fuente de compuestos quimicos con
diferentes principios bioactivos, utiles para el desarrollo de las industrias médico-
farmacéutica, alimentaria y del sector agropecuario (Devi et al.,, 2017).
Numerosos investigadores se dedican al estudio fitoquimico de especies
vegetales y de las actividades biolégicas de los metabolitos secundarios, con el
objetivo de resolver problemas actuales como la resistencia a antibioticos
convencionales, que desarrollan numerosos microorganismos patégenos que

afectan a humanos y animales (AinilFarhan et al., 2013).

Los plaguicidas botanicos también estan en el centro de atencion de los
investigadores agricolas, ya que constituyen una alternativa mas barata y
amigable con el medioambiente, que los productos quimicos tradicionales
(Barrueta et al., 2017). La literatura avala humerosas especies vegetales con
potencialidades para el desarrollo de nuevos productos con actividades
fungicidas y plaguicidas, que pueden contribuir a un mejor manejo de las plagas
y a evitar las pérdidas econdmicas por afectaciones al rendimiento y a la calidad
de los cultivos (Augusto et al., 2015; Chauhan y Singh, 2015a; Pereira et al.,
2017).

Los moluscos estan entre las plagas de mayor incidencia en las distintas
modalidades productivas de la agricultura urbana, como los organopénicos, los
huertos intensivos, las parcelas y los autoconsumos. Estos organismos producen
defoliaciones especialmente en las hortalizas de hojas y su control representa
un reto en la actualidad (Campanioni et al., 1997).

El género Euphorbia (Euphorbiaceae) posee numerosas especies a las
cuales se les atribuyen diversas propiedades como antimicrobiana,
antiinflamatoria, anticancerigena, antiviral, antidiarreica y molusquicida
(Iboraheim et al., 2013; Samidurai y Nisha, 2014; Oso y Ogunnusi, 2017). Estas
actividades estan relacionadas con la presencia de varios metabolitos
secundarios con diversas actividades biologicas como los alcaloides, los

terpenos, los taninos y las saponinas, entre otros (Mali y Panchal, 2017).
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Problema cientifico:

Se desconocen las propiedades fitoquimicas, antibacteriana y molusquicida

de extractos de Euphorbia lactea Haw presentes en la flora matancera.

Hipotesis cientifica:

El estudio fitoquimico, microbiol6gico y molusquicida de extractos de
Euphorbia lactea Haw presentes en la provincia de Matanzas, permitira evaluar
las propiedades que presenta esta especie para el control de enfermedades

bacterianas de origen animal y moluscos plagas.

Objetivo general:

Evaluar las propiedades fitoquimicas, antibacteriana y molusquicida de
extractos de Euphorbia lactea Haw presentes en la provincia de Matanzas.

Objetivos especificos:

v' Caracterizar las propiedades fitoquimicas de extractos acuosos y
etandlicos del tallo de Euphorbia lactea Haw.

v Determinar las propiedades antibacterianas de extractos de tallo de
Euphorbia lactea Haw frente a cepas Gram negativas y Gram positivas.

v Determinar la actividad molusquicida del latex de Euphorbia lactea Haw.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Familia Euphorbiaceae

La familia Euphorbiaceae es una de las mas amplias dentro de las llamadas
plantas con flores. Esta compuesta por mas de 300 géneros y 2 000 especies
(NOzbilgin y Saltan, 2012). Entre las especies de mayor importancia econémica
estan Ricinus communis L. (aceite de castor), Croton tiglium L. (aceite de croton),
Manihot esculanta Crantz (yuca), Hevea brasiliensis Willd. ex. A. Juss (arbol del
corcho), Euphorbia tetragonal, Euphorbia triangularis (gomas inferiores) y
Euphorbia resinifera (O. Berg) H. Karst (euforbién), entre otras (Singh y
Geetanjali, 2015). Ademas, incluye varias especies toxicas de Euphorbia que se
utilizan en la farmacopea de numerosos paises, para el tratamiento de varias

enfermedades.

Las euforbiaceas poseen un tallo suculento y son propias de las sabanas y
los semidesiertos africanos. Tienen un aspecto muy parecido al de ciertas
cactaceas, con hojas reducidas a un par de estipulas transformadas en espinas.
Las flores e inflorescencia son muy variadas, con perianto doble como los que
se encuentran en la planta tropical oleifera Jatropha curcas L. y en muchas
especies del género Croton. Las flores masculinas poseen un nimero elevado
de estambres o solo uno, y las femeninas tienen el ovario bipartido o tripartido,
con tres estaminodios (Botta et al., 1990).

2.2. Género Euphorbia

El género Euphorbia L. es el mas numeroso dentro de la familia con mas de
2 000 especies (Serkan y Gulcin, 2012) y el tercero entre las plantas con flores
(Pascal et al.,, 2017). Se encuentra distribuido ampliamente en ambos
hemisferios y abarca desde morfologias suculentas tipicas de los desiertos,

hasta arboles, lianas trepadoras y pequefias herbaceas.

Presenta flores simplificadas, reunidas en una inflorescencia denominada
“ciatio”, el cual consiste en una flor femenina apical desprovista de perianto, en
la mayoria de las especies largamente pediceladas, rodeada por cinco grupos

de flores masculinas también pediceladas y sin perianto. La inflorescencia en su
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conjunto queda encerrada por cinco hipsofilos o bracteas, entre cada dos de
éstas se inserta una glandula eliptica o semilunar con caracter de nectario. Los
frutos son capsulas denominadas tricoca, cuyas paredes se desprenden por

completo de una columnita central y lanzan las semillas.

Algunas especies del género Euphorbia se utilizan desde la antigiedad
como plantas medicinales para el tratamiento de enfermedades de la piel,
migrafia, parasitos intestinales y para eliminar las arrugas. Se utilizan diferentes
partes como las raices, las semillas, el latex, el tallo, la corteza y las hojas
(Serkan y Gulcin, 2012).

Las propiedades curativas de las euforbiaceas se relacionan con la
presencia de varias clases de metabolitos secundarios, entre los que se
encuentran los constituyentes isoprenoides. Los diterpenos son abundantes
dentro del género con diferentes estructuras esquéleticas. Ademaés, se
encuentran otros compuestos con distintos principios bioactivos como los
sesquiterpenos, los flavonoides, los taninos y los esteroides (Jassbi, 2006; Shi
et al., 2008; Noori et al., 2009). Los compuestos aislados como los extractos
poseen diversas actividades biolégicas como antimicrobiana (Valente et al.,
2004), antiinflamatoria (Fernandez-Arche et al., 2010; Shih et al.,, 2010),
molusquicida (Shi et al., 2008) anticancerigena (Sun y Liu, 2011; Wang et al.,
2012), antiviral, antidiarreica (Jassbi, 2006; Shi et al., 2008) y antioxidante (Battu
et al., 2011).

2.3. Euphorbia lactea Haw. (carddn)
2.3.1. Ubicacion taxonémica
Euphorbia lactea Haw. se clasifica de la manera siguiente (Strasburger et al.,
1971):
Reino: Plantae
Division: Spermatophyta
Subdivisién: Magnoliophytina

Clase: Magnoliatae
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Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Geénero: Euphorbia

Especie: Euphorbia lactea Haw.

2.3.2. Caracteristicas botanicas

El cardén es un arbusto cactiforme, muy ramificado, de color verde oscuro,
espinoso, con jugo lechoso y de 2 a 5 m de alto. Las ramas son triangulares,
gruesas y carnosas, con las caras de 3 a 6 cm de ancho, plano-convexas y los
angulos dentados, comprimidos en el margen (Figura 1). Las espinas son cortas,
gruesas, divergentes, de 4 a 6 mm de largo (Roig et al., 1988). El cardén se
propaga sexualmente por semillas o vegetativamente por fragmentos de tallo
(PIER, 2016). Las hojas y las estipulas estan representadas por espinas o

diminutas bracteas caducas (Figura 2).

Figura 1. Planta de Euphorbia lactea Haw. Fuente:
https://www.biolib.cz/en/image/id54947/
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Figura 2. Hojas reducidas de Euphorbia lactea Haw. Fuente:

http://www.succulents.us/euphorbia.html.

Las inflorescencias son cimas laterales o terminales, subsésiles, con pocas
flores o con flores solitarias, los involucros estan subtendidos por bracteolas
dilatadas (Figura 3). Las glandulas del involucro son enteras y no apendiculadas.

El fruto consiste en capsulas gruesas y las semillas no presentan cartncula.

Figura 3. Flor de Euphorbia lactea Haw. Fuente:

https://www.ecured.cu/Archivo:Flor_cardon.jpg

Euphorbia lactea Haw se comercializa ampliamente como planta ornamental
y debido a la presencia de espinas se utiliza como barrera fisica en sembrados
(USDA-ARS, 2016). La savia se utiliza en la India y en Africa para el tratamiento

6
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de verrugas y en China en enfermedades de la piel. En la India también utilizan
esta planta para tratar el reumatismo, para los dolores de muela e interiormente
diluido como purgante en los casos de constipacion fuerte. La corteza de la raiz

es purgante y la resina tiene propiedades acres y narcoticas (Roig, 1988).
2.3.3. Usos y propiedades biolégicas de las euforbiaceas

Las euforbiaceas son utilizadas como materia prima para la obtencion de
gomas, aceite de recino y tapioca (Hohmann y Molnar, 2004). Tradicionalmente
estas plantas son empleadas como purgantes, analgésicos y antiinflamatorios,
antipiréticos, antimicrobianos, antiparasitarios, en el tratamiento de la tos y el
asma, para problemas de reumatismo, contra el cancer y como remedios para
otros malestares (Betancur-Galvis et al., 2002; Ilyas et al., 2003; Bigoniya et al.,
2010).

El latex de algunas especies de Euphorbia se utiliza en el tratamiento contra
enfermedades de la piel, la gonorrea, la migrafia, los parasitos intestinales y las
verrugas (Singla y Pathak, 2009). El latex y sus componentes aislados presentan

propiedades molusquicidas, pesticidas y citotoxicas (llyas et al., 2003).

En la Tabla 1 se muestran algunos usos o propiedades de las euforbiaceas

y las partes de la planta que son utilizadas.

Tabla 1. Propiedades y/o usos de algunas especies de Euphorbia spp.

Especie de Parte de la o
] o Uso terapéutico Autores
Euphorbia planta utilizada
o ) o Polat vy  Saitil
E. myrsinites L. Latex Antelmintico.
(2012)
Saneamiento de Lo
) . Altundag y Ozturk
E. armena Prokh. Latex heridas y
- (2011)
constipacion.
Saneamiento de
E. coniosperma | Latex y partes | heridas, mordidas de _
_ ) _ Sezik et al. (2001)
Boiss. aéreas serpientes y
escorpiones.
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_ Parte aérea vy | Antibacteriana y | Jianbo et al.
E. macrorrhiza .
raices antitumoral. (2012)
Diurética,
o _ . _ Kumara et al.
E. nerrifolia L. Hojas antiinflamatoria y

anticancerigena.

(2011)

B _ Jassbi (2006);
Antiinflamatoria, _
) Salmasi et al.
, o antitumoral,
E. microsciadia i _ (2011),
_ Parte aérea Inmunomodulatoria, )
Boiss o Ghanadian et al.
antiviral 'y  contra _
. _ (2012); Nouri et
parasitos intestinales.
al. (2017)
Antiinflamatoria, )
E. aphylla Ibraheim et al.

Brouss ex Willd

Parte aérea

antipirética y

antibacteriana.

(2013)

E. heterophylla L.

Hojas

de

infecciones del tracto

Tratamiento

respiratorio, de la piel

y contra la malaria.

Okeniyi et al.
(2012)

Hoja y corteza

Antioxidante y

anticancerigeno.

Munro et al
(2015)

_ ] i Mali y Panchal
E. tirucalli L. Corteza y tallo Fracturas oseas.
(2017)
o Caxito et al.
Tallo Citotoxico.
(2017)
Euphorbia cooperi | Latex y parte| = El-sherei et al.
i Citotoxico.
N.E.Br. aérea (2015)

2.3.4. Propiedades fitoquimicas de las euforbidceas

Las euforbiaceas fueron examinadas fitoquimicamente por numerosos
autores. Entre los compuestos aislados se encuentran los alcaloides como
imidazoles, pirimidinas, pirolidinas, piridinas, piperidinas, quinolizidinas,
quinazolonas, isoquinolinas, morfinandienonas, indoles y guanidinas. Otro grupo

importante son las sustancias terpenoides como sesquiterpenos, diterpenos y

8
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triterpenosos. Entre los compuestos flavonoides son particularmente abundantes
las flavonas y los flavonoles. Estos metabolitos constituyen la familia mas
numerosa y se encuentran distribuidos en una amplia gama de taxa vegetales
(Figura 4, Anexo 1) (N6zbilgin y Saltan, 2012).

Las cumarinas se observaron en relativamente pocas euforbidceas y los
lignanos solamente en los géneros Jatropha y Phyllanthus. Otros compuestos
presentes en Euphorbia spp. son los taninos hidrosolubles, los fenantrenos, las
quinonas, los compuestos polifendlicos, los alcoholes de acidos grados de
cadena larga e hidrocarburos y diferentes tipos de aminoacidos (Devi et al., 2017;
Mali y Panchal, 2017). Estas sustancias fueron aisladas del latex y de diferentes

partes de la planta como la corteza, las flores, las hojas, las raices y los tallos.

O .‘O O .
HO fem \ HO ‘
~, F— i
I H vy L o (o) OH
‘ I / 1 OH HO— —4
| H \ / - OR »
/ o OH OH HO 0Glc
Diterpenos Compuestos fenolicos
OH
3 _OH
(54 g //-'7"\'.,_ ‘5';'_ HO O o
N [~ |
19 J \.\ \_~~_ * ] l
/l‘\ X 14 (',/’l |53 | | 9]
p v \1‘/ | 5 {. OH O : GicO é) 0 O
NN HOOH
. SN0 c _
umarina
Triterpeno RO\/E -
Flavonoide

Figura 4. Estructura quimica de algunos compuestos quimicos aislados de
Euphorbia spp. Fuente: Da-Song et al. (2014) y El-sherei et al. (2015). La Tabla
2 muestra las principales familias de metabolitos secundarios observados en

extractos de euforbiaceas.
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Tabla 2. Principales grupos de metabolitos secundarios presentes en

extractos de diferentes especies de euforbiaceas.

Especie Parte de la Metabolito Autores
planta
Hoja Flavonoides,
flobataninos y taninos.
Euphorbia nerrifolia | Hoja Flavonoides, Kumara et al.
L. flobataninos, (2011)
saponinas, fenoles,
terpenos, cardendlidos.
Euphorbia aphylla | Parte aérea Fenoles, flavonoides, | Ibraheim et al.

Brouss ex Willd

esteroides, taninos.

(2013)

Euphorbia Hoja Polifenoles 'y &cido | Keerthana et al.

heterophylla L. ascorbico (2014)

Euphorbia lactea | Latex Terpenos, alcaloides, | Samiduraiy Nisha

Haw taninos, saponinas, | (2014)
flavonoides.

Euphorbia tirucalli | Parte aérea Flavonoides, Mali y Panchal,

L. diterpenos, esteroides, | (2017)

alcaloides y taninos

Euphorbia Hoja Esteroides, glucésidos | Kumar et al.
tithymaloidus cardioténicos, (2015)
flavonodies, polifenoles,
taninos
Hoja y tallo Esteroides, flavonoides, | Dhanapal et al.
Euphorbia hirta L. alcaloides, saponinas (2017)

Planta completa | Saponinas, taninos, | Devi et al. (2017)
alcaloides, esteroles,
terpenoides, fenoles.
Euphorbia Planta completa | Fenoles, flavonoides, | Sisodiya y
thymifolia L. fenoles, saponinas, | Shrivastava
diterpenes. (2017)
Euphorbia Parte aérea Terpenoides, Venumadhav y
caducifolia Haines glucésidos, taninos, | Seshagirirao
fenoles, flavonoids vy | (2017)

saponinas
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Los constituyentes mas importantes del latex de muchas especies de
Euphorbia son los diterpenos y los triterpenos, principalmente en forma de
ésteres. Estos compuestos le confieren propiedades irritantes y corrosivas, que
puede provocar quemaduras dolorosas en la piel. La naturaleza toxica de las
euforbidceas hace que muchos descarten los usos diferentes de estas plantas,
a pesar de las multiples potencialidades terapéuticas que presentan las mismas
(Bigoniya et al., 2010).

La composicion del latex de E. lactea Haw. es muy diversa, con la presencia
de compuestos toxicos y de principios bioactivos como los diterpenos y los
triterpenos (Ferrerira et al., 2002). El latex de esta especie es venenoso y
caustico para los humanos, el ganado, los gatos, los perros y los animales
salvajes. No debe ponerse en contacto con los 0jos ya que puede causar
ceguera, ni con orificios como la boca o las membranas mucosas ya que es muy
irritante (PROTA, 2016). Sin embargo, los triterpenos pueden tener propiedades
biolégicas importantes. La evaluacion la capacidad antiinflamatoria de un
triterpeno tetraciclico aislado del latex de E. lactea Haw, mostré que la aplicacion
tépica del mismo suprimié con efectividad el oedema en la oreja de ratones
(Fernandez-Arche et al., 2010).

2.4. Uso de extractos vegetales en el control de plagas y enfermedades
como alternativa a los productos quimicos tradicionales

Para prevenir o suprimir las afectaciones por las plagas, se desarrollan
diferentes innovaciones relacionadas con las practicas agronémicas, el manejo
de la diversidad floristica, la aplicacion de plaguicidas minerales y bioquimicos,
el control biolégico, el uso de las trampas rusticas de captura, entre otras
(Vazquez et al., 2005).

Existen diversos productos biol6gicos y técnicas alternativas para el control
de plagas en los cultivos, pero su utilizacion adn se encuentra restringida por
diversos factores; entre los cuales se destaca la escasa cultura de los
agricultores con el uso de pesticidas botanico, por lo que utilizan casi
exclusivamente pesticidas quimicos, debido a la eficacia de estos productos
(Bettiol, 2006).
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El uso de extractos vegetales posee gran importancia en la actualidad para
el control de plagas. Estos productos son aplicados como preventivos para
contrarrestar el ataque de las plangas y tienen como ventaja que respetan el
principio de la no perturbacion de los agroecosistemas y las preparaciones no
son costosas (Barrueta et al.,, 2017). Por otra parte, el uso de estos
biopreparados puede contribuir a disminuir el uso excesivo de agroquimicos y

con ello reducir los gastos por importaciones de estos productos.

Las potencialidades que ofrece la naturaleza para el desarrollo de nuevos
plaguicidas botanicos es enorme, si se considera el porcentaje bajo de especies
gue estan estudiadas. En la actualidad existen diversas especies vegetales
Cuyos extractos acuosos presentan actividades insecticidas, lo cual constituye
una opcidn para el agricultor ya que puede obtener el bioinsecticida con medios
propios de forma artesanal (Ortega et al., 2013, Pefa et al., 2013 y Martinez et
al., 2014).

2.4.1. Actividad antibacteriana, fungicida e insecticida de Euphorbia spp.

Numerosos trabajos avalan las potencialidades de este género como fuentes
de agentes antibacterianos, fungicidas e insecticidas. Diferentes extractos de E.
fusiformis mostraron actividades notables contra diferentes cepas patogénicas
Gram positivas y Gram negativas (Natarajan et al., 2005). El extracto metanélico
fue el de mayor efectividad, seguido por el aceténico y el cloroférmico, mientras
que los extractos acuosos y etandlicos mostraron bajas actividades. Las raices
evidenciaron los mejores resultados en comparaciéon con las hojas. Los
resultados de este estudio justificaron el uso de esta planta en la medicina
tradicional para el tratamiento de fiebre, infecciones de heridas y desordenes
intestinales. De manera similar, los extractos etandélicos de las partes aéreas de
Euphorbia hirta L. también evidenciaron un amplio espectro de actividades
contra diferentes especies bacterianas (Sudhakar et al., 2006).

El estudio fitoquimico y biologico de diferentes extractos de Euphorbia
aphylla Brouss ex Willd, mostré diversas propiedades asociados a la presencia

de metabolitos secundarios especificos. Entre los extractos evaluados (hexano,
cloroformo y etanol), el ultimo evidencio la mayor actividad inhibitoria contra las
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bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus) y Gram
negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa). El extracto etandlico
fue el anico que manifestd propiedades fungicidas contra Geotrichum candidum
(Ibraheim et al. 2013).

La evaluacion de las propiedades antibacteriana de extractos metandlicos
de hojas de Euphorbia heterophylla L., frente a diferentes cepas evidencié una
actividad alta contra S. aureus, Streptococcus pneumoniae, P. aeruginosa,
Klebsiella pnuemoniae y Salmonella typhi, la cual fue dependiente de la
concentracion. La dosis letal minima para estos microorganismos fue 80 mg.mL-
1 (Oso y Ogunnusi, 2017). La actividad antibacteriana de E. heterophylla L. fue
relacionada con la presencia de varios metabolitos secundarios presentes en sus
hojas como fenoles, saponinas, taninos y flavonoides (Cushnie y Lamb, 2005;
Ebana et al., 2005). De manera similar, la actividad antibacteriana de los
extractos de numerosas euforbiaceas fue relacionado con la presencia de varias
clases de metabolitos secundarios como taninos, flavonoides, polifenoles y

terpenos (Draughon, 2004).

Una investigacion realizada sobre el conocimiento y empleo que se tenia en
las diferentes unidades agricolas en la provincia de Cienfuegos, Cuba, sobre las
plantas fitoplaguicidas y/o repelentes en este territorio, mostré que en el
municipio de Abreus los agricultores utilizaban Euphorbia lactea Haw para el
control de plagas (Ortega et al., 2008).

En estudios realizados por Barrueta et al. (2017) sobre el efecto insecticida
de extractos acuosos de tallos de Euphorbia lactea Haw sobre Plutella xylostella
L. en el cultivo de la col (Brassica oleracea L.); estos autores obtuvieron
resultados promisorios en escala de laboratorio y en condiciones de campo, con
una mortalidad superior al 60% segun se considera para los extractos botanicos
(Tarqui, 2007). Trabajos similares con esta especie evidencido un efecto
insecticida similar contra Diabrotica balteatal Le Conte en condiciones
semicontroladas (Rosello et al., 2012).

Sobrino et al. (2016) obtuvieron una eficacia aproximada al 60% contra P.

xylostella L. en Brassica oleracea L. con extractos de Furcraea hexapetala
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(Jacq.). En otros trabajos relacionados, el extracto metandlico de raices de
Euphorbia kansui Slliou tuvo un efecto pesticida contra Nilaparvatal ugens Stal y
Tetranychus urticae Koch, el cual fue relacionado con la presencia de dos
diterpenos en el extracto (Dang et al., 2010). Geng et al. (2011) observaron que
la aplicacion de diterpenos aislados de Euphorbia fischeriana Steud inhibié la

actividad alimentaria de adultos de Sitophilus zeamais y Tribolium castaneum.

El latex de las euforbiaceas es de gran interés para el control de plagas. Los
extractos con etilacetato realizados a partir de latex de Euphorbia lactea Haw,
mostraron un efecto insecticida contra larvas de diferentes especies de
mosquitos (Anopheles stephensi Liston, Culex quinquefasciatus Say y Aedes
aegypti L.), con valores de DLso de 21,01, 25,65 y 49,69 mg/L, respectivamente.
Por otra parte, el extracto no mostro nocividad contra depredadores naturales de
estas larvas como Notonecta sp., Nepa cincera, Dytiscus harrissiand y Lithocerus
indicus. El efecto letal se relaciond con la presencia de sesquiterpenoides

triciclicos (Samidurai y Nisha, 2014).

Los extractos de E. heterophylla L. preparados con etanol y n-hexano
tuvieron un efecto insecticida contra Macrosiphum rosae (Hemiptera: Aphididae)
y Atta sexdens rubopilosa L. (Hymenoptera: Formicidae). La comparacién entre
ambos extractos evidencié que frente a M. rosae, el n-hexano tuvo valores de
mortalidad mas elevados, mientras que frente a A. sexdens rubopilosa el extracto
etandlico fue el mas efectivo. Estos resultados evidencian que el efecto
insecticida puede estar relacionado con metabolitos secundarios, que tienen

diferentes estructuras quimicas y grados de solubilizacién (Diniz et al., 2014).

Azoui et al. (2016) observaron un efecto insecticida del latex de Euphorbia
bupleuroides Kralik frente a Blattella germanica (Dictyoptera: Blattellidae). Estos
autores relacionaron este efecto con la toxicidad que presentan los ésteres
diterpenos vy triterpenos tipicos del género Euphorbia (Vimal y Das, 2014). La
Tabla 3 resume la actividad antibacteriana, fungicida e insecticida observada con

extractos de diferentes euforbiaceas.
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Tabla 3. Propiedades antibacterianas, fungicidas e insecticidas de extractos de

euforbiaceas.

Actividad antibacteriana
Especie Extracto Organismo Autores
E. macrorrhiza | Parte  aérea vy | Staphyloccocus aureus y | Jianbo et al.
L. raices Escherichia coli. (2012)
S. ureus, E. coli
Klebsiella pneumonie, | Kumara et al.
E. nerrifolia L. Hojas Proteus wvulgarius vy | (2011)
Pseudomonas
fluroscens.
E. coli, Pseudomonas
E. aphylla i _ _
_ Parte aérea | aeruginosa, S. ureus, | Ibraheim et al.
Brouss ex Willd ]
(etanol) Bacillus cereus y | (2013)

Micrococcus luteus.

Euphorbia
heterophylla L.

Hojas (agua)

S. ureus, E. coli,
K. pneumonie y

P. aeruginosa

Okeniyi et al.

(2012)

Hojas (methanol)

S. aureus, K.
pnuemoniae,
Streptococcus
pneumoniae,
E. coli, P. aeruginosay

Salmonella typhi.

Oso y Ogunnusi
(2017)

Actividad fungicida
E. aphylla | Parte aérea . _ Ibraheim et al.
_ Geotrichum candidum
Brouss ex Willd | (etanol) (2013)
Aspergillus .
_ _ Parte aérea (n- berd _ _ Rathi et al.
E. tirucalli L. flavus, Candida albicans
hexano) _ (2012)
y Candida glabrata
, , ) Candida albicans vy |
Euphorbia Hoja, tallo, raiz y Ribeiro et al.,
- Saccharomyces
cotinifolia L. fruto . (2015)
cerevisiae
_ _ _ _ Ndam et al
Euphorbia Hoja Candida albicans
(2016)
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golondrina (L.C.
Wheeler)

Actividad insecticida

E. lactea Haw

Tallo (acuoso)

Plutella xylostella L.

Barrueta et al.
(2017)

Latex (etilacetato)

Larvas de Anopheles

stephensi, Culex

quinquefasciatus y Aedes
aegypti.

Samidurai y
Nisha (2014)

E. hita L vy
Jatropha curcas
L.

Tallo (etandlico)

Larvas de Aedes aegypiti

y Aedes albopictus.

Alvarez et al.
(2016)

E. hira L.y E.| Anopheles fenestus y | Mwine et al.
_ _ Latex (acuoso)

tirucalli L. Anopheles gambae. (2010)

Jatropha Phlebotomus argentipes | Dinesh et al.

gossypifolia L.

Hoja (acuoso)

(Diptera: Psychodidae).

(2015)

E. heterophylla
L.

Parte aérea

(etandlico)

Macrosiphum rosae
(Hemiptera: Aphididae) y
Atta sexdens rubopilosa
(Hymenoptera:

Formicidae).

Diniz et al.
(2014)

Croton

urucurana Baill

Corteza y hojas
frescas (n-hexano,

etilacetato y etanol)

Callosobruchus
maculatus (Coleoptera:

Chrysomelidae:

dos Santos et al.
(2016)

Bruchinae).
Euphorbia Blattella germanica .
_ i _ Azoui et al
bupleuroides Latex (Dictyoptera:
: ) (2016)
Kralik Blattellidae).
Euphorbia . Vimal 'y Das
Latex Aedes aegypti.
antiquorum L. WP (2014)
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2.4.2. Propiedades molusquicidas de extractos de Euphorbia spp.

Los biopreparados de especies vegetales con propiedades molusquicidas
son de bajo costo, biodegradables y en general constituyen una alternativa
segura en comparacion con el uso de productos quimicos convencionales como
la niclosamida (Oliveira-Filho et al., 2010). El nUmero de especies de plantas que
son toxicas a los moluscos es elevada, especialmente entre los miembros de la
familia Euphorbiaceae. En estudios realizados con extractos de Euphorbia
paralias L. se observd un efecto molusquicida y antialimentario asociado a la

presencia de diterpenoides (Moreira et al., 2010).

Los extractos acuosos y purificados de latex de plantas de E. pulcherrima
Willd. ex Klotzsch y E. hirta L., mostraron también un efecto molusquicida
potente. Las dosis subletales (40 y 80% de LCso) de extractos de ambas
especies, afectaron significativamente los niveles de proteinas totales,
aminoacidos libres totales, asi como los acidos nucleicos. Ademas, las
actividades de las enzimas proteasas y fosfatasas alcalina y acida, aumentaron
en varios tejidos del caracol Lymnaea acuminate, en dependencia de la dosis y

el tiempo de exposicion (Shi et al., 2008).

Los trabajos realizados por Baloch et al. (2009) sobre el efecto de diferentes
extractos de raices de Euphorbia cornigera sobre el gastrépodo de agua dulce
Biomphalaria glabrata (un intermediario de Schistosoma mamsoni), evidenciaron
un efecto molusquicida elevado relacionado con la presencia de varios
diterpenos poliésteres. Estos autores evaluaron posteriormente el efecto de ocho
derivados del forbol de Euphorbia cauducifolia Haines contra B. glabrata. Dos de
estos compuestos tuvieron una actividad superior o similar a los controles
bailuscida y niclosamida. El efecto de estas sustancias se relaciond con una
inestabilidad osmatica y la vesiculacion superficial que provoco la muerte de los

animales.

En trabajos similares se observé un efecto toxico de extractos de corteza de
Euphorbia tirucalli L. sobre los gastrépodos dafiinos Lymnaea acuminata e
Indoplanorbis exustus. Las dosis subletales fueron suficientes para alterar

algunos indicadores bioguimicos en los animales, con una reduccion en el
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contenido de contenido de &cidos nucleicos, glucdgeno y proteinas solubles
totales, mientras que hubo un aumento en el contenido de aminoéacidos y la

actividad proteolitica (Chauhan y Singh, 2015).

Entre los metabolitos secundarios sintetizados por las plantas las saponinas
estan entre las de mayor interés para el sector agropecuario, ya que tienen
diversas actividades biol6gicas como molusquicida (Pereira et al., 2015). Estos
compuestos tienen una estructura anfipatica formada por un residuo de azucar

hidrofilico unido a una aglicona hidrofébica.

En general, estos metabolitos tienen la capacidad de interactuar con los
esteroles presentes en las membranas biologicas. Esto provoca cambios
estructurales importantes que aumentan la solubilidad de la misma y la pérdida
de los componentes celulares. Este efecto es el principio de la actividad
hemolitica que presentan muchas saponinas (Karabaliev y Kochev, 2003).

De manera general, las sustancias molusquicidas ocasionan problemas en
el balance osmotico de los moluscos, lo cual esta bajo el control neurohormonal.
Consecuentemente, dos mecanismos explican la muerte de los animales: la
masa cefalopodal se retrae dentro de la concha con la subsecuente liberacion
de la hemolinfa, o la masa cefalopodal se proyecta fuera de la concha de una

manera inusual (McCullough et al., 1980).

Se considera que un producto tiene actividad molusquicida si presenta una
DL90 (dosis que provoca la letalidad del 90% de los individuos) o DL100, inferior
alos 100 mg.L* (WHO, 1983).

En la Tabla 4 se muestran algunos resultados importantes donde se obtuvo

una actividad molusquicida con diferentes especies de euforbiaceas.
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Tabla 4. Propiedades molusquicidas de extractos de euforbiaceas.
Especie vegetal Parte de la planta Especie animal Autores
Corteza del tallo Lymnaea Chauhan, S. and
acuminata Singh, A. 2011a
y Indoplanorbis
E. tirucalli L. exustus
Corteza del tallo L. acuminata Yy | Chauhan y Singh
Indoplanorbis (2015)
exustus
E. hirta L. Latex Lymnaea Yadav y Singh
acuminata y | (2011)
Indoplanorbis
exustus
Euphorbia milii | Latex Biomphalaria Augusto et al
(Bojer ex Hook) glabrata (2015)
Jatropha Tallo, hojas y frutos | Biomphalaria Pereira et al. (2015)
gossypiifolia L. glabrata
Euphorbia Latex Biomphalaria Pereira et al. (2017)
umbellata (Pax) glabrata
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd en los laboratorios pertenecientes al
Centro de Estudios Biotecnolégicos (CEBIO) de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Universidad de Matanzas, Cuba. La misma se dividio en tres

etapas fundamentales:

» Etapa 1. Colecta y ubicacion taxondémica del material vegetal.
» Etapa 2. Preparacion de los extractos vegetales.
» Etapa 3. Evaluacion de las propiedades fitoquimicas, antibacteriana y

molusquicida de los extractos vegetales.

3.1. Seleccidn, identificacion y caracterizacién del material vegetal

Se seleccionaron ejemplares adultos de Euphorbia lactea Haw. presentes en
las areas del Jardin Botanico de Matanzas, ubicado en el campus de la
Universidad de Matanzas. Se tomaron plantas que no presentaban afectaciones
por plagas o dafios mecanicos. La colecta de las muestras se efectué en marzo
de 2018 entre 8:00 y 9:00 am. La ubicacion taxonémica de la planta utilizada se
realizé por especialistas del Jardin Botanico de Matanzas, a partir del analisis de
los caracteres morfoldgicos in situ y el herbario digital del Jardin Botanico de

Nueva York disponible en internet.

3.2. Preparacion de los extractos

La Figura 5 muestra el esquema general de trabajo para las etapas 2y 3. A

continuacion se describe el procedimiento de las mismas.

Los tallos colectados fueron lavados con agua destilada para eliminar el
polvo. Posteriormente se fraccionaron en fragmentos pequefios y se secaron en
una estufa (Boxun) a 45°C. Los tallos secos se pulverizaron con el empleo de un
molino eléctrico hasta obtener particulas entre 0,1 y 0,5 mm (Niranjan et al.,
2013).

Se mezclaron 5 g de polvo con 100 mL de cada solvente (etanol 90% y agua)
en erlenmeyers de 250 mL con tapones de algoddn, y se colocaron en agitacion
sobre una zaranda orbital (HDL® APPARATTUS) a 160 rpm por 24 h (Figura 6).
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Los extractos fueron filtrados en doble capa de papel de filtro, se colectaron y

conservaron en frascos ambar a 4°C para el estudio de los metabolitos

secundarios.
Material vegetal: Euphorbia lactea Haw.
Seleccién y lavado ——
<«—— Secado (45°C)
Pulverizacion ——
Extractos etandlicos y
acuosos (5g / 50 ml)
Filtracion ——
<«— Conservacion (4°C)
v ! v

Tamizaje fitoquimico Actividad antibacteriana Actividad molusquicida

Figura 6. Frascos con extractos de Euphorbia lactea Haw para la realizacién

del tamizaje fitoquimico. Fuente: Miguel Carrasco Alvarez.
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3.3. Andlisis fitoquimico de los extractos

3.3.1. Andlisis cualitativo de los metabolitos secundarios

La determinacion de los metabolitos secundarios se realizé a través de la
metodologia descrita por Chigodi et al. (2013). Se evalu6 la presencia de
flavonoides, terpenoides, antocianinas, taninos, antraquinonas, glucésidos

cardiotonicos, antocianinas, flobataninos, esteroides, cumarinas y emodinas.

Flavonoides: se adicioné un mililitro de hidréxido de sodio (0,1 mol.Lt) a 1
mL de extracto y posteriormente se agrego igual volumen de &cido clorhidrico
(HCI) 0,1 mol.Lt. La presencia de un color amarillo en la disolucién indicé la

presencia de flavonoides.

Terpenoides: se mezclé un mililitro de extracto con 1 mL de cloroformo
(CHCI3) y a continuacién se adicionaron 2 mL de &cido sulfurico (H2SOa)
concentrado. La coloracion rojo-parda en la interfase indicé la presencia de

terpenoides.

Antocianinas: se mezclé un mililitro de extracto con 3 mL de agua destilada
y posteriormente se adicioné 1 mL de HCI 2 mol.L* y disolucién amoniacal 0,5
mol.L't a 1 mL de la mezcla anterior. La presencia de un color rosado-rojo que

se torna azul-violeta indico la presencia de antocianinas.

Taninos: se mezclé un mililitro de cada extracto con 2 mL de agua destilada
y la mezcla se calenté en un bafio termostatado. Posteriormente se filtré con
papel de filtro y al sobrenadante se le adicionaron dos gotas de disolucion de
cloruro férrico al 1% en metanol. La presencia de taninos se identific6 mediante

la formacion de un color verde oscuro en la solucion.

Antraquinonas: se mezclaron dos mililitros de cada extracto con 3 mL de HCI
al 10% y la mezcla se calento a 100°C durante 3 minutos en bafio termostatado.
Posteriormente se dejé enfriar a temperatura ambiente. Seguidamente se
adiciono igual volumen de CHCIs al filtrado y a continuacion unas gotas de
disolucién de amonio al 10% y se volvio a calentar la mezcla. La formacion de

una coloracion rosada indico la presencia de antraquinonas.
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Glucésidos cardiotonicos: se mezclaron dos mililitros de cada extracto con 2
mL de acido glacial acético que contenia una gota de disolucion de cloruro férrico
al 1%. A la mezcla se adicion6 cuidadosamente 1 mL de H2SO4 concentrado por
las paredes del tubo de ensayo. La presencia de desoxiazucares caracteristicos
de los compuestos cardiotonicos, se observé por la formacion de un anillo pardo

en la interfase junto a un anillo parpura por debajo.

Saponinas: se mezclé un mililitro de cada extracto con 3 mL de agua
destilada, se agité vigorosamente y posteriormente la mezcla se calenté a 100°C.
La formacién de espuma o una mezcla cremosa con pequefias burbujas mostro

la presencia de saponinas.

Flobataninos: se mezclé un mililitro de cada extracto con una disolucion de
HCI al 2% y se calentd a 100°C. La presencia de flobataninos se determiné por

la formacion de un precipitado rojo.

Esteroides: se mezcld un mililitro de cada extracto con 3 mL de CHCIz y luego
se agitdé la mezcla. Posteriormente se adicionaron cuidadosamente 2 mL de
H2SO4 concentrado por los lados del tubo de ensayo. La formacion de un color
rojo en la capa superior y una coloracion verde fluorescente en la capa de H2SO4

indico la presencia de esteroides en el extracto.

Cumarinas: se mezclé un mililitro de cada extracto con 1 mL de NaOH al
10%. La formacion de una coloracion amarilla indicé la presencia de cumarinas

en la muestra.

El contenido de los metabolitos se determin6 de manera cualitativa a través

del sistema no paramétrico de cruces (MINSAP, 1997):

Contenido: (+++ = alto, ++ = moderado, + = bajo, - = ausencia).

3.3.2. Contenido de carbohidratos solubles totales

El contenido de carbohidratos en las muestras se determind

colorimétricamente mediante el método del fenol-sulfarico (Dubois et al., 1956),
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con el uso de la D-glucosa como azlcar patron. Las muestras fueron leidas a
una absorbancia de 490 nm y las concentraciones expresadas en mg.mL?! a

partir de la curva patron.
3.3.3. Cuantificacion de azlcares reductores

El contenido de azlcares reductores se determiné por el método del acido
dinitrosalisilico y se empleo la D-glucosa (Sigma) como azucar patron (Miller,

1959). La absorbancia se medié a una longitud de onda de 456 nm.
3.3.4. Contenido de proteinas solubles totales

El contenido proteico se determind colorimétricamente mediante el método
descrito por Lowry et al. (1951), con el uso de albumina de suero bovino (BSA)
como patron. Los valores de absorbancia se obtuvieron a 750 nm y las

concentraciones (mg.mL™) se determinaron mediante la curva patrén.

3.4. Ensayo de actividad antimicrobiana

La actividad antibacteriana se realizd con el extracto etandlico, el cual se
preparé como se describe a continuacion. Se mezclaron 100 g del polvo fresco
con 0,5 L de etanol (90%) en un frasco ambar de 1 L. La mezcla se colocé en
agitacion durante 24 horas y posteriormente se filtr6 con doble capa de papel de
filtro. El sobrenadante se colectd y almacend en frascos ambar. Se adicionaron
nuevamente 0,5 L de etanol (90%) al residuo sélido para una segunda extraccion
y el frasco se colocoé nuevamente en agitacion durante otras 24 h. El extracto se
filtré de manera similar y se adicion6 a la fraccion anterior. Posteriormente se

concentraron en una estufa a 40°C hasta obtener un producto deshidratado.

La actividad antimicrobiana in vitro de los extractos se evalu6 frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram +), Escherichia coli ATCC 25922
(Gram -) y Proteus sp. (Gram -). Se utilizo el método de difusion en pocillos para

la realizacion del ensayo (Pérez et al., 1990).

Las cepas bacterianas fueron rejuvenecidas previamente sobre medio Agar
Cerebro de Corazon a 37°C. Se inocul6 el medio Agar Mueller- Hinton con

células de turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de Mc Farland con el uso
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de un hisopo estéril. Los pocillos se realizaron con la ayuda de un oradador
estéril de 8 mm de diametro y se les adicionaron 100 pL (200 mg.mL™!) de cada

extracto. Las placas fueron incubadas toda la noche a 37°C.

Se empleé como control negativo la disolucién hidroalcohdlica y como
controles positivos los antibiéticos Amikacina (30 ug) para las bacterias Gram
negativas y Cefalexina (30 ug) para la cepa Gram positiva de S. aureus. La
actividad antibacteriana se obtuvo a partir del diametro de la zona de inhibicion
del crecimiento bacteriano. Se realizaron tres réplicas por cada experimento
(Parekh y Chanda, 2006).

3.5. Evaluacion de la actividad molusquicida

Se colectaron caracolillos plagas presentes en el area de aclimatizacion del
Centro de Estudios Biotecnolégicos, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Universidad de Matanzas. Los mismos fueron clasificados por especialista de
esta institucién y correspondieron a la especie Zachrysia sp. Se determiné el
efecto molusquicida del latex de Euphorbia lactea Haw. Para ello se colecto latex
fresco del tallo y se prepararon las diluciones 1/50, 1/100, 1/200 y 1/400, en el

momento de realizar el experimento.

La colecta de los moluscos se realiz6 temprano en la mafiana (8:00 — 8:30
am). El experimento se realizé6 mediante la metodologia de la WHO (1965). Se
colocaron cinco gastropodos por cada placa Petri (10 cm de diametro) y se
suministré como alimento hojas frescas de frijol. En cada placa se colocaron dos
capas de papel de filtro humedecido con agua y los moluscos se mantuvieron en
estas condiciones durante tres dias para su aclimatacion. Las placas Petri fueron
lavadas diariamente y se cambi6 el papel de filtro humedecido, asi como el
alimento. Se realizaron cuatro réplicas (placas) por tratamientos (control y
diferentes diluciones de los extractos). Como control se emple6 agua destilada y

los tratamientos se correspondieron con las diferentes diluciones preparadas.

Se asperjaron 5 mL de extracto sobre toda la superficie de la placa Petri, de
forma que toda el &rea se humedecio (alimento y superficie de los animales). Se

realizd una sola aplicacién y se medié la mortalidad (%) a las 24 horas.
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3.7. Disefio experimental y analisis estadistico

La determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios se realizé por
triplicado, al igual que las lecturas de absorbancia para las cuantificaciones de

carbohidratos solubles totales, azlcares reductores y proteinas solubles totales.

Los datos fueron procesados con el paquete estadistico Statgraphic plus 5.1
sobre Windows. Se determind el ajuste a una Distribucion Normal mediante la
prueba de Bondad de Ajuste Kolmogorov-Smirnov y la Homogeneidad de
Varianza mediante las Pruebas de Bartlett (Sigarroa, 1985). En los casos en que
los datos cumplieron los requisitos exigidos se procesaron mediante ANOVA de
clasificacion simple y para la comparacion de medias se utilizé la Prueba de
Rangos Mdltiples de Tukey HSD. Para los datos que no cumplieron con estas
premisas se realiz6 la Prueba de Kruskal-Wallis y la Prueba de Rangos Multiples
de Student-Newman-Kwels (SNK) para la comparacion de medias entre

tratamientos.

26



Propiedades fitoquimicas, antibacteriana y molusquicida de extractos de | 2018
Euphorbia lactea Haw.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Tamizaje fitoquimico. Metabolitos secundarios

Los extractos acuosos y etandlicos de tallos de Euphorbia lactea Haw.
mostraron la presencia de terpenos y flavonoides. Los compuestos terpenoides
estuvieron mejores representados con cantidades abundantes en el extracto
etandlico. De manera general, el etanol fue mejor solvente que el agua para la
extraccion de ambas clases de metabolitos, lo cual puede estar asociado con la
diferencia en polaridad de los solventes utilizados. Por el contrario no se

observaron antocianinas en ninguno de los extractos (Tabla 5).

Tabla 5. Contenidos relativos de flavonoides, terpenos y antocianinas en

extractos acuosos y etandlicos de tallos de Euphorbia lactea Haw.

_ _ Extractos
Metabolitos secundario -
Acuoso Etanolico
Flavonoides + ++
Terpenos ++ +++

Antocianinas - -

Contenido: +++ = abundante, ++ = moderada, + = bajo, - = ausencia.

Los resultados obtenidos coinciden con otros estudios fitoquimicos
realizados en Euphorbia lactea Haw. (Samidurai y Nisha, 2014) y otras especies
dentro del género como E. antiquorum (Vimal y Das, 2014), E. trucalli L. (Mali y
Panchal, 2017) y E. thymifolia L. (Sisodiya y Shrivastava, 2017). En un estudio
realizado con extractos metandlicos de Euphorbia tirucalli L. se obtuvieron
valores elevados de flavonoides, los cuales fueron relacionados con la actividad

antioxidante del extracto (Munro et al., 2015).

Los flavonoides y los terpenos detectados en los extractos de E. lactea Haw
sugieren la presencia de propiedades antioxidante y antiinflamatoria en esta
especie, como fue referido por otros autores en estudios con otras euforbiaceas
(Pracheta et al., 2011; Pascal et al., 2017). En trabajos con E. kansui y E.
heyneana se observé un efecto antiinflamatorio fuerte en ratones, el cual se

asoci6 a la presencia de triterpenos (Yasukawa et al., 2000, Battu et al., 2011).
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La abundancia de compuestos terpenoides en extractos de Euphorbia lactea
Haw. tienen un potencial elevado como fuente para la obtencion de sustancias
bioactivas con propiedades antimicrobianas, antioxidante, antiprotozoaria,
antiinflamatoria y antitumoral (Fei et al., 2013; Sharifi et al., 2013). Estudios
realizados por Fernandez-Arche et al. (2010) con extractos de E. lactea Haw.
refirio una actividad antiinflamatoria asociada a la presencia de triterpenos en la

disolucioén.

En investigaciones similares realizadas con latex de Euphorbia nivulia Buch-
Lam (Shi et al., 2008) y Euphorbia poisonii (Fatope et al., 1996), se demostré la
presencia de actividades anticancerigenas potentes frente a lineas celulares de
Colo205, MT2, CEM y de carcinoma de rifidn humano (A-498), respectivamente.
Esta actividad fue asociada con la presencia de compuestos diterpenoides. De
manera similar, varios autores relacionaron las propiedades antioxidantes de los
compuestos flavonoides con la actividad anticancerigena (Wani et al., 2013;
Munro et al., 2015).

La evaluacion cualitativa de esteroides, taninos y saponinas en extractos
acuosos y etandlicos de tallos de Euphorbia lactea Haw se muestran en la Tabla
6. Se observaron contenidos cualitativos de esteroides y taninos similares en
ambos extractos. En el caso de las saponinas se evidenciaron mayores
proporciones en el extracto etandélico (moderada) con relacion al acuoso (baja).

Tabla 6. Contenidos relativos de esteroides, taninos y saponinas en
extractos acuosos y etandlicos de tallos de Euphorbia lactea Haw.

. _ Extractos
Metabolitos secundario .
Acuoso Etandlico
Esteroides + +
Taninos + +
Saponinas + ++

Contenido: +++ = abundante, ++ = moderada, + = bajo, - = ausencia.

Los resultados fueron similares a los obtenidos en Euphorbia thymifolia
(Sisodiya y Shrivastava, 2017), E. tithymaloidus (Kumar et al., 2015), E. hirta L.
(Devi et al., 2017) y E. caducifolia Haines (Venumadhau y Seshagirirao, 2017).
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La presencia de saponinas, taninos y esteroides en el extracto de Euphorbia
lactea Haw. sugiere diferentes principios activos de gran importancia en el sector
agropecuario. Las saponinas y los taninos fueron descritos como buenos
agentes antimicrobianos frente a numerosas bacterias que afectan a humanos y
animales de interés zootécnico, asi como otras actividades biolégicas como

antiinflamatorios y anticancerigenos (Khade et al., 2011).

Estudios con varias saponinas mostraron actividades antiparasitarios
eficaces frente a Fasciola hepatica, Trichomonas vaginalis y Tripanosoma cruzy.
Por otra parte, las saponinas esteroidales y triterpénicas se caracterizan por
presentar propiedades surfactantes, por lo cual se consideran agentes quelantes
de numerosos metales pesados como arsénico, cromo, cadmio, cobre, plomo y
zinc, por lo cual tienen un uso potencial en la biorremediacion (Gonzalez-Valdez
et al., 2013).

La evaluacion cualitativa de cumarinas, glucésido cardioténicos y
flobataninos en extractos acuosos y etandlicos de tallos de Euphorbia lactea
Haw., mostré la presencia de glucosidos cardiotonicos en ambos extractos
(Tabla 7). Los mayores contenidos se obtuvieron con etanol como solvente
(moderado), en comparacion con el extracto acuoso donde se obtuvieron en

bajas proporciones.

Tabla 7. Contenidos relativos de cumarinas, glucésido cardiotonicos y
flobataninos en extractos acuosos y etandlicos de tallos de Euphorbia lactea

Haw.
. . Extractos
Metabolitos secundario _
Acuoso Etanolico
Cumarinas = -
Gluc. Cardioténicos + ++

Flobataninos - =

Contenido: +++ = abundante, ++ = moderada, + = bajo, - = ausencia.

Estos resultados concuerdan con los referidos por otros autores en
diferentes especies de euforbiaceas, quienes observaron la presencia de

glucosidos cardiotonicos en Euphorbia tithymaloidus (Kumar et al., 2015) y
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Euphorbia caducifolia Haines (Venumadhav y Seshagirirao, 2017). También en
correspondencia con los resultados de la presente investigacion, estos
investigadores tampoco observaron cumarinas ni flobataninos, lo cual puede

estar relacionado con el genotipo y/o diferentes factores ambientales.

4.2. Contenido de metabolitos primarios
4.2.1. Carbohidratos solubles totales y aztcares reductores

Las Figuras 7 y 8 muestran el contenido de carbohidratos solubles totales y
azucares reductores en tallos de Euphorbia lactea Haw. Con relacion a la
concentracion de carbohidratos totales, los mayores valores se obtuvieron con
el extracto etandlico (6,62 mg.mL) en comparacién con el acuoso (2,05 mg.mL-
1). De manera similar, los azlcares reductores se obtuvieron en mayor

concentracion en el extracto etanélico (4,52 mg.mL™1).

g N

Carbohidratos solubles
totales (mg.mL?)

O = N W B WU,

Acuoso Etandlico

Extractos

Figura 7. Contenido de carbohidratos solubles totales en tallos de reciente
cosecha y almacenado durante seis meses de Euphorbia lactea Haw. *

Diferencias significativas segun Prueba de Student-Newman-Keuls (P<0,05).

La presencia de carbohidratos coincide con los resultados obtenidos por
diferentes autores en distintas euforbiaceas como E. heterophylla L. (Keerthana
et al., 2014), E. helioscopia L. (Saleem et al., 2014), E. hirta L. (Devi et al., 2017)
y E. caducifolia (Venumadhav y Seshagirirao, 2017).
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Los azlcares tienen una funcion importante en las plantas ya que son
energéticos por excelencia y por tanto, participan directamente en el crecimiento
y desarrollo de las plantas. Por otra parte, durante el metabolismo de estos
compuestos se producen también otras sustancias esenciales como las
sustancias antioxidantes (carotenoides y &cido ascorbico) y los aminoacidos
cisteina, glicina y glutamato, los cuales constituyen esqueletos carbonados para

la sintesis del compuesto antioxidante glutation (Tesfay et al., 2010).

Aztcares reductores
(mg.mL7)

Acuoso Etanodlico

Extractos

Figura 8. Contenido de azUcares reductores en tallos de reciente cosecha y
almacenado durante seis meses de Euphorbia lactea Haw. * Diferencias

significativas segun Prueba de Student-Newman-Keuls (P<0,05).

Las sustancias antioxidantes tienen funciones importantes en las plantas y
en todos los organismos vivos, ya que eliminan las especies reactivas del
oxigeno, que se generan durante el funcionamiento de la cadena de transporte
electrénico a nivel mitocondrial y en los cloroplastos en la fase luminica de la
fotosintesis. Estos radicales pueden participar en la sefializacion celular, pero en
altas concentraciones provocan el estado de estrés oxidativo que afecta la

fisiologia de las células y del organismo en general.

La cuantificacion de azlcares reductores en los extractos estudiados
también es importante, ya que estas sustancias interfieren en la extraccion de
saponinas, las cuales son de gran interés para la industria farmaceéutica (Guerra
et al., 2001).
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El contenido de proteinas solubles totales evidenci6 una mayor
concentracion de estos metabolitos primarios en el extracto acuoso (2,80 mg.mL-

1) en comparacion con el extracto etandlico (0,87 mg.mLt) (Figura 8).

La presencia de proteinas también se observé en otras especies del género
como Euphorbia tithymaloidus L. (Kumar et al., 2015), Euphorbia heterophylla L.
(Keerthana et al., 2014), Euphorbia helioscopia L. (Saleem et al., 2014) y
Euphorbia hirta L. (Devi et al., 2017; Dhanapal et al., 2017). Estas
macromoléculas tienen funciones vitales en las células y en los organismos, ya
que controlan todos los procesos metabdlicos. Ademas varias enzimas tienen
una funcién importante en la actividad bioldgica que muestran algunos extractos

como antibacteriana (Kausar et al., 2016).
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Figura 9. Contenido de proteinas solubles totales en tallos de reciente cosecha
y almacenado durante seis meses de Euphorbia lactea Haw. * Diferencias

significativas segun Prueba de Student-Newman-Keuls (P<0,05).

4.3. Actividad antibacteriana del extracto etanélico de E. lactea Haw

La Tabla 9 y la Figura 10 muestran los resultados de la actividad
antibacteriana del extracto etanolico de tallo de Euphorbia lactea Haw. Como se
puede observar los valores mas altos de inhibicion se obtuvieron frente a Proteus

sp., donde no se observaron diferencias entre el control positivo y el extracto.
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En el caso de Staphylococcus aureus, también se obtuvo una actividad inhibitoria
elevada (16,7 mm) aunque inferior al antibiético Amikacina (control positivo). Los
menores halos de inhibiciobn del extracto vegetal se obtuvieron frente a

Escherichia coli (7,0 mm).

Los resultados obtenidos coinciden con otros autores que refirieron una
actividad antibacteriana de extractos de E. neriifolia Roxb (Kumara et al., 2011)
y de E. hirta L. frente a S. ureus (Enerva et al., 2015), E. coli y S. aureus
(Pandey y Verma, 2013).

Tabla 8. Actividad antibacteriana de extractos etandlicos de tallo de

Euphorbia lactea L. frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922 y Proteus sp.

S. aureus E. coli
Extractos
DZI (mm) +EE DZI (mm) + EE
Amikacina (control +) 233" 0,33 - -
Cefalexina (control +) - - 16,3 0,66
Disolucion hidroalcohdlica 1,1°¢ 0,33 0,00°¢ 0,00
Extracto E. lactea Haw. 16,7 ° 1,33 7.0 ° 0,57

Proteus sp.
Extractos

DZI (mm) +EE

Amikazina (control +) - -

Cefalexina (control +) 14,30 @ 1,20
Disolucién hidroalcohélica 0,00 ° 0,00
Extracto E. lactea Haw. 1562 0,60

DZI: diametro de la zona de inhibicion. Los datos representan medias de tres réplicas.

Letras diferentes indican diferencia significativa segun Test de Tukey (P<0,05).
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Halos de inhibicién

S. aureus E. coli Proteus sp.

Figura 10. Actividad antimicrobiana de extractos etanolicos de tallos de

Euphorbia lactea Haw. frente a S. aureus, E. coli y Proteus sp.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo referido por algunos autores
quienes plantearon una mejor respuesta frente a bacterias Gram positivas que
frente a Gram negativas (Nelofar et al., 2006). En el presente estudio se
evidenci6 este hecho al comparar los resultados frente a S. aureus y E. coli; lo
cual puede estar relacionado con la complejidad de las paredes celulares de
estos grupos bacterianos. Las bacterias Gram negativas presentan una mayor
complejidad que las Gram positivas, ya que las primeras poseen ademas de la
capa de peptidoglicano, una capa de lipopolisacaridos que puede constituir un
obstaculo para la entrada de metabolitos secundarios hidrosolubles hacia el
interior de la célula, los cuales son responsables de la accién antibacteriana
(Madigan et al., 2015). Por el contrario, también se observé en la presente
investigacién una mejor respuesta frente a Proteus sp. que frente a S. aures, lo
gue puede estar asociado diferentes sensibilidades de los microorganismos a los

componentes del extracto.

Una respuesta similar se obtuvo por Ribeiro et al. (2015) con extractos
frescos y secos de hojas de Euphorbia cotinifolia. Estos autores observaron una
mayor inhibicién frente a Proteus mirabilis (13 mm), seguido de S. aureus (10
mm) y por Ultimo no hubo actividad antibacteriana frente a E. coli.
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La actividad antibacteriana puede estar relacionada con la presencia de
diversos metabolitos secundarios como taninos, flavonoides, alcaloides,
glucosidos, esteroles, terpenos y saponinas presentes en el extracto (Draughon,
2004; Kausar et al., 2016). Trabajos realizados por Okeniyi et al. (2012) con
Euphorbia heterophylla L., asociaron la actividad antibacteriana de extractos
acuosos de hojas en esta especie con la presencia de saponinas, taninos y
alcaloides detectados en los mismos. Dichos compuestos fueron previamente

relacionados con propiedades antibacterianas por Nandi et al. (2004).

De manera general, los metabolitos secundarios observados en el extracto
de Euphorbia lactea Haw. pueden actuar de manera individual o sinérgicamente
mediante diversos mecanismos, que incluyen alteraciones en las propiedades
fisico-quimicas de la membrana celular y el bloqueo de diferentes procesos
metabolicos vitales, para el funcionamiento correcto de los microorganismos
patégenos (Surh, 2003).

Las saponinas son compuestos que afectan la estructura fisica de las
membranas biologicas debido a la naturaleza surfactante de las sustancias.
Estos compuestos aumentan la solubilidad y la salida de los componentes
celulares lo que provoca la pérdida de la homeostasis celular (Zwane et al.,
2011).

Los taninos pueden afectar el crecimiento bacteriano ya que tienen la
capacidad de formar complejos con polipéptidos y enzimas de la membrana
citoplasmatica y de la pared celular, lo que provoca la inhibicion del crecimiento
de las células y afectaciones a numerosos procesos metabdlicos debido a la
inactivacion de las enzimas (Cowan,1999). Los flavonoides y los compuestos
terpenoides también interfieren con el crecimiento microbiano ya que inhiben el
proceso de biosintesis de los acidos nucleicos y de los componentes de las

membranas bioldgicas, respectivamente (Nayak et al., 2010).

Los resultados obtenidos sugieren que Euphorbia lactea Haw constituye una
alternativa botanica promisoria, para el tratamiento de enfermedades

bacterianas que afectan a humanos y animales de interés zootécnico.
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Actividad molusquicida del latex de E. lactea Haw

La Figura 11 muestra los resultados de la actividad molusquicida del latex de
Euphorbia lactea Haw frente a los caracolillos plagas Zachrysia sp. El analisis de
la mortalidad evidencid propiedades molusquicidas fuertes con las diluciones
1/50 y 1/100, con las que se obtuvieron valores iguales a 90 y 85%,
respectivamente. Los porcentajes de mortalidad fueron inferiores con la
aplicacion del latex en diluciones mayores de 1/200 (65%) y 1/400 (30%).
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Figura 11. Actividad molusquicida del latex de Euphorbia lactea Haw. frente a
Zachrysia sp. Letras diferentes indican diferencias significativas segun Prueba
de Student-Newman-Keuls (P<0,05).

La aplicacion de latex a los moluscos en estudio provocd una disminucion
notable de la actividad de alimentacion. En la Figura 12 se pude observar co6mo
incluso en la mayor dilucion evaluada (1/400), las hojas no fueron consumidas y
se mantuvieron con el 100% de la superficie foliar; a diferencia del control donde
los individuos se alimentaron inmediatamente que se colocaron en la placa Petri.
Este resultado puede estar dado por el efecto téxico del latex sobre el animal,
que provocO cambios fisiolégicos importantes y que afectaron la homestasis a
diferentes niveles (celular, tisular, 6rgano y organismo) y provocaron la muerte

paulatina en la mayoria de los animales.
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Estos resultados estdn en correspondencia con los obtenidos con extractos
de Euphorbia pulcherrima y Euphorbia hirta, donde la aplicacion de dosis
subletales al caracol Lymnaea acuminata Lamarck, provocaron alteraciones en
diferentes parametros fisiologicos como los niveles totales de proteinas,
aminacidos libres, &cidos nucleicos y numerosas enzimas con funciones

metabdlicas importantes (Singh et al., 2005; Shi et al., 2008).

Figura 12. Efecto del latex de Euphorbia lactea Haw. sobre la alimentacion de

Zachrysia sp. Fuente: Miguel A. Carrasco Alvarez.

Los resultados obtenidos concuerdan con los referidos por Singh y Agarwal
en 1988, quienes observaron un efecto molusquicida del latex de Euphorbia
lactea Haw. frente al gastropodo Lymnaea acuminata Lamarck. En trabajos
similares realizados por Chauhan y Singh (2015), se observé un efecto
molusquicida del extracto de Euphorbia turicalli L. frente a Lymnaea acuminata
y Endoplanorbis exustus. Estos autores determinaron una disminucion en el
contenido de proteinas, glucégeno y acidos nucleicos en los tejidos nervioso y
hepatopancreatico, mientras que los niveles de aminoacidos libres y proteasas
se incrementaron. Esta disminucién en el contenido proteico y el aumento en la
concentracion de aminoacidos, se debieron al aumento de la protedlisis

enzimatica, para la obtencion de energia metabdlica y para el recambio de

37



Propiedades fitoquimicas, antibacteriana y molusquicida de extractos de | 2018
Euphorbia lactea Haw.

proteinas mediante la sintesis de novo. La disminucion en el contenido de ADN
también pudo afectar los niveles de proteinas y aminoacidos ya que disminuyen
también las concentraciones de acidos ribonucleicos mensajeros (Nordenskjold
et al., 1979).

El efecto toxico del latex de E. tirucalli L. sobre Lymnaea acuminata Lamark,
también fue verificado por otros autores, quienes observaron cambios
considerables en las concentraciones de piruvato, glucogeno, lactato, proteinas
totales y aminoéacidos libres en el caracol (Tiwari y Singh, 2005). En trabajo
similares, el polvo del latex de esta especie vegetal mostré una inhibicion
considerable de la enzima acetilcolinesterasa en L. acuminata Lamarack y

Indoplanorbs exustus (MacNeil et al., 2003).

En trabajos relacionados, el latex de Euphorbia umbellata (Pax) mostré una
actividad molusquicida elevada frente al caracol Biomphalina glabrata
(Basommatophora: Planorbidae). En este estudio se obtuvo un 90% de
mortalidad con una concentracion de 3,69 mg.L! y se relacioné este efecto con
la presencia de compuestos terpenoides y cumarinas téxicas (Pereira et al.,
2014).

La presencia de saponinas en el latex de E. lactea Haw. también pudo influir
sobre la actividad molusquicida observada, ya que su efecto sobre estos
animales esta bien documentada (Hammuel et al., 2011; Almaraz-Abarca et al.,
2013). Su accion biolégica se relaciond con la actividad irritante que producen
estos compuestos sobre la mucosa del tubo digestivo. Luego de su absorcion
hasta el torrente sanguineo, se produce la hemolisis de los eritrocitos y en dosis

elevada pueden provocar la pardlisis cardiaca (Coto y Saunders, 1985).

La aplicacion del latex encima de las hojas pudo también inhibir el instinto de
alimentacion en los animales, debido a la presencia de metabolitos secundarios
toéxicos como los diterpenos, que irritan y pueden dafar la cavidad bucal y el

tracto digestivo de los gastropodos.

En la Figura 13 se muestra el comportamiento que tuvieron los individuos
control y aquellos que se les aplico el latex con la mayor concentracion (1/50).

En el caso del control se observé un comportamiento normal donde los individuos
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se movieron a través de toda la placa, consumieron alimento y defecaron de
manera regular. En el caso de los animales tratados con el latex de E. lactea
Haw, se observo posterior a los 30 minutos una tendencia a la inmovilidad y los

animales perdieron el reflejo retractil del pie musculoso.

Control (H,0) Latex de E. lactea Haw dilucion (1/50)

Figura 13. Efecto del latex de Euphorbia lactea Haw. sobre Zachrysia sp. Fuente:
Miguel A. Carrasco Alvarez.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros autores con
extractos de Euphorbia spp. Abdelgaleil (2001) refiri6 actividades molusquicidas
y anti-alimentarias de diterpenoides extraidos de Euphorbia paralias. Estos
metabolitos secundarios mostraron un efecto inhibitorio potente contra el

gastrépodo Biomphalaria alexandrina.

Valoracion econémica-ambiental del uso de los extractos Euphorbia lactea
Haw.

Los productos molusquicidas son plaguicidas artificiales organicos o
inorganicos, que se utilizan para el control de moluscos plagas y vectores de
enfermedades (Ntalli et al., 2011). Estos compuestos de origen quimico
pueden afectar la salud humana directa e indirectamente, atacar otros
organismos beneficios como los controladores bioldégicos y provocar la
resistencia no selectiva a organismos patégenos.
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En la actualidad, el uso de molusquicidas botanicos se considera una
estrategia viable para el control de caracoles hospederos de diferentes
patdgenos. Varios autores indican las potencialidades de numerosas especies
vegetales con principios bioactivos, para el desarrollo de productos naturales
controladores de moluscos (Tariwari et al., 2015; Mohamed et al., 2016). El uso
de plantas con propiedades de este tipo constituye una alternativa simple, poco
costa y segura; ya que por lo general, los productos naturales derivados de
plantas no persisten mucho tiempo en la cadena tréfica y los dafios colaterales

gue ocasionan son minimos (Singh y Singh, 2010; Rocha et al., 2013).

La elaboracion de extractos acuosos con latex de Euphorbia lactea Haw.,
posee potencialidades para su empleo como molusquicida. Los resultados
obtenidos en la presente investigacion sugieren un uso de esta planta para el
control de estas plagas, con una efectividad elevada. Ademas, el cardén se
utiliza como cerca viva en numerosas areas de cultivo, por lo cual constituye un
recurso disponible para el campesino; ademas, la preparacion es sencilla y de
bajo costo. Sin embargo, su empleo requiere de medidas de proteccion debido
a la irritabilidad que provoca el latex y ademas, es necesario realizar ensayos
adicionales para evaluar la toxicidad ecoldgica del producto. Por otra parte, el
desarrollo de productos naturales con extractos de E. lactea Haw. tiene como
ventajas la reduccion de los costos por concepto de insumos como plaguicidas
quimicos y disminuir el impacto ambiental, aspectos que son demandados por

los productores agricolas.
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4. CONCLUSIONES

v' Se observo la presencia de terpenos, flavonoides, taninos, saponinas,
esteroides y glucosidos cardiotonicos en los extractos acuosos y etanolicos
del tallo de Euphorbia lactea Haw., los cuales poseen potencialidades para
el desarrollo del sector agropecuario y médico-farmacéutico.

v" Los extractos etandlicos del tallo de Euphorbia lactea Haw. mostraron una
actividad antibacteriana notable frente Proteus sp. y Staphylococcus
aureus, asociado a la presencia de metabolitos secundarios.

v’ El latex de Euphorbia lactea Haw. tuvo un efecto molusquicida sobre el
gastrépodo Zachrysia sp. Los mejores resultados se observaron con las
diluciones 1/50 y 1/100, donde se obtuvieron valores de mortalidad de 90 y

85%, respectivamente.
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6. RECOMENDACIONES

v' Realizar estudios de toxicidad del latex de Euphorbia lactea Haw., asi
como investigaciones sobre el efecto del extracto en sistemas
agroecologicos.

v' Evaluar las propiedades fungicidas, nematicidas e insecticidas del
extracto de Euphorbia lactea Haw.

v Determinar el efecto antibacteriano frente a cepas que provocan
enfermedades en plantas.

v Realizar estudios bioquimicos de fraccionamiento mas profundos, con el
objetivo de aislar los principios bioactivos asociados a las actividades

bioldgicas observadas en la presente investigacion.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Clasificacion de flavonoides y algunos ejemplos de alimentos que los

contienen y sus efectos bioldgicos. Fuente: Han et al. (2007).
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