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Resumen

Como bien se conoce el Ecuador es un pais que cuenta con una amplia diversidad
vegetal y un gran porcentaje esta representado por plantas medicinales, razén por la
cual se han desarrollado numerosas investigaciones acerca de la etnomedicina del
Ecuador, sin embargo son limitadas las investigaciones realizadas que se enfocan en
especies de la serrania ecuatoriana; el presente trabajo investigativo ha tomado como
referente una de las especies mas utilizadas de esta region, “la mosquera” (Croton
elegans), misma a la que se le han atribuido mdaltiples propiedades medicinales,
comUnmente se la utiliza como: antiinflamatoria, cicatrizante, antibacteriana y
antimicética, siendo ésta ultima caracteristica la que sugiere un interés investigativo,
evaluando de esta forma su actividad frente a cepas fungicas causantes de problemas
dérmicos, y aplicando variadas metodologias a nivel fitoquimico y microbioldgico
tales como: maceracién, percolacion, tamizaje fitoquimico y métodos de sensibilidad
de Kirby Bauer y Kirby Bauer modificado, se determind que de las cuatro cepas
fangicas utilizadas Unicamente Candida albicans ATCC 10231 no presenta
inhibicién frente al extracto de la planta a ninguna concentracion; en tanto que las
cepas filamentosas Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, Microsporum canis
ATCC 36299 y Trichophyton rubrum ATCC 28188 respondieron positivamente a
ambas concentraciones del extracto fluido (25% y 50%), no obstante se obtuvo
mayor halo inhibitorio al 50% de concentracion, concluyendo que Croton elegans
tiene actividad antimicOtica Unicamente sobre las cepas utilizadas de origen

filamentoso.

Palabras clave: Croton elegans, Trichophyton rubrum ATCC 28188, Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9533, Microsporum canis ATCC 36299, Candida albicans

ATCC 10231.



Abstract

As well known Ecuador is a country with a wide plant diversity and a large
percentage is represented by medicinal plants, why they have developed numerous
research on ethnomedicine of Ecuador, however there are limited research done that
focus on species of the Ecuadorian highlands, this research work has taken as a
reference one of the most commonly used species in this region, "The mosquera”
(Croton elegans), one to which they have attributed many medicinal properties,
commonly it is used as: anti inflammatory, healing, antibacterial and antifungal, the
latter being characteristic that suggests an investigative interest, thereby evaluating
activity against fungal strains causing skin problems, and applying various
methodologies to phytochemical and microbiological level such as: maceration,
percolation, phytochemical screening and methods of sensitivity Kirby Bauer and
Kirby Bauer modified, It was determined that the four fungal strains used only
Candida albicans ATCC 10231 has no inhibition against the plant extract at any
concentration; while filamentous strains Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533,
Microsporum canis ATCC 36299 y Trichophyton rubrum ATCC 28188 responded
positively to both concentrations of fluid extract (25% and 50%), nevertheless
greater inhibitory halo was obtained at 50% concentration, concluding that Croton

elegans has antifungal activity only on origin filamentous strains used.

Key words: Croton elegans, Trichophyton rubrum ATCC 28188, Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9533, Microsporum canis ATCC 36299, Candida albicans

ATCC 10231.



Introduccion
En el Ecuador existe una amplia variedad de ecosistemas siendo ésta una de las
razones por la que se le atribuye una alta diversidad vegetal y a su vez un gran
ndmero de especies endémicas siendo un pais inmensamente rico en recursos
naturales y cultura (Estrella, Manosalvas, Mariaca, & Ribadeneira, 2005, pag. 27—
31), muchas de estas plantas son medicinales y se distribuyen a lo largo de todo el
pais, las especies que forman parte de la serrania ecuatoriana han sido conocidas
desde los inicios de la conquista espafiola y a su vez han ido predominando en las
culturas que habitan esta region (Ceron Martinez, 2006, pag. 287), teniendo en
cuenta que la importancia de la riqueza cultural etnomédica de una poblacion radica
en su capacidad para identificar las plantas curativas cuyos principios activos pueden
ser utilizados con efectos positivos y contrarrestar cualquier dolencia, en la
actualidad la medicina occidental altamente sofisticada y tecnificada ha llegado a
olvidar y a menospreciar el uso de plantas medicinales como recurso terapéutico
eficiente, sin tomar en cuenta que un alto porcentaje de los farmacos actuales son
derivados sintéticos o extractos de sustancias de origen vegetal (Instituto Nacional de
Investigaciones Nutricionales y Meédicosociales, 1983, pag. 1); el conjunto de
conocimientos de dichas culturas se han acumulado y transmitido durante muchas
generaciones en las poblaciones tradicionales indigenas (Rios, 1991), investigaciones
recientes demuestran que las especies vegetales que se expenden en las herboristerias
de los mercados a lo largo de la serrania ecuatoriana suman un total de 432 plantas
medicinales silvestres, y en este gran grupo se incluye a la mosquera (Croton
elegans), misma que se le considera como una de las especies que adquiere la
poblacion con mayor frecuencia (Ceron Martinez, 2006, pag. 287), y a la que se le

atribuyen diversas propiedades etnofarmacoldgicas entre las que destacan: actividad



antibacteriana, antimicotica, antiviral, antiinflamatoria y gastroprotectora (Chiriboga
X., 2008, pags. 84-91). Al comenzar con el proceso de recoleccién de datos y poder
comparar resultados existi6 el inconveniente de que son muy limitadas las
investigaciones realizadas de la planta en estudio, y al ser una especie endémica solo
se obtuvo informacion local, razon por la que se propone realizar un estudio sobre la
especie vegetal en cuanto a sus propiedades medicinales, recalcando que el interés
principal de los pobladores que usan la planta es porque ayuda a contrarrestar
diversos problemas de salud entre los principales: cicatrizante, antibacterial,
antifangico etc., entre las propiedades mencionadas la de mayor interés para la
presente investigacion es la actividad antimicética a razon de que ciertos estudios
demuestran que en el Ecuador asi como en la mayoria de paises del mundo las
dermatofitosis son parte de las micosis superficiales que predominan con mayor
frecuencia, existiendo ciertos factores de riesgo relacionados a este problema y
teniendo en cuenta que hay una alta prevalencia en la etapa infantil, también afecta a
poblaciones de limitados recursos socioecondémicos conociendo de antemano que los
hongos son organismos oportunistas, otras investigaciones concluyen que hay mayor
incidencia de micosis superficial en personas con el sistema inmunologico afectado
(Gallart Catala, Campins Marti, & Moraga Llop, 2000, pag. 491), de la misma
manera las dermatomicosis pueden afectar a pacientes que ingresan en una entidad
de salud mediante infecciones hospitalarias llamadas también nosocomiales mismas
que son afecciones comunes que una persona puede adquirir en un hospital u otro
tipo servicio de salud, es decir lo adquiere mientras permanece en el lugar (Guzman,
2006, pag. 274) y se establece como regla general un plazo de 48-72 horas luego del
ingreso hospitalario para determinar que la infeccion ha sido adquirida en dicha

institucion, este plazo considera el periodo de incubacion de las infecciones



hospitalarias mas frecuentes, los agentes etioldgicos incluyen bacterias, virus, hongos
y parésitos, en ese orden de frecuencia que pueden provenir de diversos origenes
entre los que se menciona fuentes humanas, dispositivos médicos, reservorios,
fuentes ambientales etc. (Macedo & Blanco, 2008, pag. 246—247), y del mismo
modo se detecta una prevalencia a nivel mundial de un 5 a 10% de dermatomicosis
de los cuales las especies que se han aislado con mayor frecuencia son Microsporum
canis (44%), Trychophyton rubrum (18,6%), Trychophyton mentagrophytes (31,4%)
y Candida albicans respectivamente (Callisaya, Conde, & Choque, 2007, pag. 22) y
forman parte importante para la ejecucion del presente trabajo investigativo, dichas
cepas seleccionadas se ponen a prueba durante el proceso de antibiograma para
determinar su sensibilidad frente a la actividad farmacoldgica de la planta en estudio
y en base a ello se plantea como objetivo principal evaluar la actividad antimicética
de extracto de la mosquera (Croton elegans) frente a los microorganismos patégenos
que causan problemas dérmicos, y del mismo objetivo deriva el efectuar un tamizaje
fitogquimico para determinar la presencia o ausencia de ciertos compuestos quimicos
que contiene la planta, de este modo para poder validar los resultados obtenidos
surge una hipdtesis alternativa que plantea que el extracto tiene actividad

antimicética.



Marco conceptual
El ser humano en todos los tiempos, pueblos y lugares, se ha enfrentado en algun
momento de su vida al grave reto de la enfermedad, y de la misma manera ha
recurrido a diversos medios considerados indispensables en su lucha contra dichas
enfermedades, teniendo en cuenta que siempre se acude a la automedicacion lo que
significa que se usen sustancias que se consideran curativas y que a su vez sean de
origen animal, vegetal o de un mineral (Instituto Nacional de Investigaciones
Nutricionales y Médicosociales, 1983, pag. 2). El discernimiento y la utilizacion de
las plantas medicinales ha sido un proceso paulatino y progresivo que partiendo de la
experimentacion ha logrado alcanzar con el transcurso del tiempo mayor
complejidad; es por esta razon que la mayoria de elementos vegetales que
actualmente se utilizan fueron previamente descubiertos por medio de metodos de
tanteo y a su vez se fueron descubriendo ciertas cualidades y virtudes curativas de las
plantas, estos conocimientos se fueron transmitiendo de generacion en generacion a
través del tiempo y las diversas culturas llegando a formar parte de la Etnobotanica
tradicional (Instituto Nacional de Investigaciones Nutricionales y Médicosociales,

1983, pag. 2).

1.1. Etnomedicinay etnobotanica en el Ecuador
En nuestro pais aun existen comunidades que utilizan plantas como una fuente
curativa, lo que permite describir que este héabito se encuentra vinculado
estrechamente con los valores culturales, situacion socioeconémica, grado de
tecnologia y la intima relacién que ha establecido el hombre con el medio ambiente
que lo rodea (Instituto Nacional de Investigaciones Nutricionales y Medicosociales,

1983, pag. 3). Pese a la intervencion cultural blanco mestiza, las poblaciones



indigenas haciendo uso del conjunto de conocimientos ancestrales concernientes al
dominio de la naturaleza por el hombre, han logrado sobrevivir de una manera
equilibrada con el medio ambiente (Arglello, 1991, pag. 383). La medicina natural
se ha mantenido por mucho tiempo pese a un fuerte proceso de aculturacion, de este
modo ciertos grupos étnicos que habitan tanto en bosques tropicales como en la
Region Andina son los que aun conservan sus tradiciones y dentro de ellas el manejo
de plantas medicinales, éste conocimiento etnobotanico prevalece de cierta forma en
poblados rurales y aun ejercen una combinacion tanto de medicina aborigen,

medicina popular espafiola y la medicina moderna (Rios, 1991).
1.2 Enfermedades causadas por dermatofitos

Los dermatofitos son un amplio grupo de hongos con caracteristicas taxonémicas,
antigénicas, fisiologicas y patogénicas idénticas pero que difieren en caracteristicas
macroscopicas y microscopicas al igual que en sus propiedades enzimaticas y
nutricionales. Existen cepas de origen antropofilicos que estdn vinculados
exclusivamente a los seres humanos, y a su vez pueden ser transmitidos de un
humano a otro de forma directa o indirecta, pese a esto también existen afecciones
que son de origen animal (zoofilicos) que afectan del mismo modo al ser humano y
se transmite por contacto directo con el animal infectado o a su vez por contacto con

algun tipo de material contaminado (Sanchez-Saldafia, 2009, pag. 227).

Las infecciones denominadas dermatofitosis son micosis superficiales y son
producidas por hongos filamentosos, los dermatofitos estan en la capacidad de
invadir y nutrirse del estrato corneo de la piel y otras estructuras queratinizadas como
lo son las ufias y cabello (Vilata, 2005, pag. 73), las infecciones producidas por estos

hongos pueden llegar a ser irritantes y tener reacciones molestas, no al extremo de



ser incapacitantes o mortales, puesto que los dermatofitos no penetran en tejidos

internos ni mucho menos 6rganos vitales (Ingraham, 1998, pag. 655).

Los problemas dérmicos que se presentan con mayor frecuencia son: la tifia
tonsurante, es una infeccion dermatofitica que afecta al cuero cabelludo, y suele
presentarse con mayor frecuencia en los nifios, la producen varias cepas patdgenas:
Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum audouinii (lowa
State University, 2005, pag. 2), en el caso de la Tinea corporis pueden presentarse
con pustulas brillantes y rojas; la piel tiende a una hiperpigmentacion cuando la
lesion comienza a ocupar mayor area de tejido, inicialmente afecta la parte del
tronco, las extremidades y el rostro, puede ser producida por ciertas cepas fungicas
como son: Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum,
Trichophyton verrucosum (Sleinman, y otros, 2007, pag. 121), otra zona que también
se ve afectada es la cara y la barba, esta tifia puede presentar lesiones pustulosas
purulentas y nddulos, y una de las causas para que se produzca es el contacto con
animales de granja y los principales responsables son: Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Trichophyton verrucosum
(Moreno & Servitje, 2006, pag. 291), otra tifia bastante conocida es la tifia del pie de
atleta, la infeccion se caracteriza por mostrar grietas y escamas en el dedo gordo del
pie, o desprendimiento de piel en la planta y la parte lateral del pie, los principales
responsables de esta afeccion son: Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
rubrum, Microsporum persicolor, el grupo de mayor afectacion son pacientes con el
sistema inmunoldgico comprometido como por ejemplo pacientes con SIDA, pueden
contagiarse con estos dermatofitos por su estado clinico y bajas defensas, y dicha

micosis puede ser disgregada a otros érganos (lowa State University, 2005, pag. 3).



1.2.1 Hongos patdgenos

1.2.1.1 Trichophyton rubrum

Este genero es una de las causas mas habituales de infecciones de los pies y las ufias,
se pueden observar mas a menudo infecciones en personas adultas ademas que es una
de las cepas mas utilizada para investigaciones. Una caracteristica especial es la
presencia de macroconidios lisos con una morfologia de clava y paredes finas
(Forbes B. , 2007, pag. 663). Su estructura es filamentosa con microconidos
piriformes, mantiene una forma irregular, se pueden presentar en dos tipos de
colonias: la primera destacan cepas de color rojo tanto en el anverso y reverso
mientras que el otro tipo de colonia tiene como caracteristica principal su color
blanco en la parte superior y rojizo en reverso. Tiene un crecimiento aceptable en la
mayoria de medios de cultivo, cuenta con un aspecto finamente velloso a simple
vista, que con el paso del tiempo va tomando un semblante aterciopelado, se puede
observar una especie de surcos sin mayor profundidad, que van desde el centro hacia
el borde (Aristegui, 2003, pag. 43), tiene un crecimiento lento de 7 a 14 dias hasta
llegar a la madurez con una temperatura 6ptima de entre 25 y 30 °C (Forbes B. ,
2007, pag. 663). Trichophyton rubrum es el causante de una variedad de Tinea pedis
que afecta a las ufias (Wilkinson, 1990, pag. 215). Para la fase experimental se utilizé
la cepa Trichophyton rubrum ATCC 28188, su presentacion es en una ampolla
liofilizada y difiere en ciertas caracteristicas de crecimiento con la cepa original,
teniendo en cuenta que su desarrollo es mas rapido, es decir el tiempo de crecimiento
es menor que va de 4 a 5 dias y puede desarrollarse facilmente en variados medios de
cultivo: Agar Dextrosa Sabouraud (SDA), Agar Dextrosa Patata (PDA) y en medio

liquido de levadura (American Type Culture Collection, 2014), la razén principal



para usar cepas ATCC es la optimizacion de recursos y tiempo, a razon de que son
cepas que tienen un desarrollo rapido y son Unicamente para uso a nivel de
laboratorio; teniendo en cuenta que las cuatro cepas utilizadas en el presente estudio
son aplicadas solamente para pruebas de sensibilidad y no pueden ser utilizadas para

pruebas in vivo.

1.2.1.2 Trichophyton mentagrophytes

Se pueden encontrar dos tipos de colonias: la variedad vellosa, que va adquiriendo un
color crema al llegar su etapa de madurez y la otra variedad granular con una textura
pulverulentas de un color crema o amarillo (Garcia, 1994, pag. 426). La variedad
vellosa o algodonosa a menudo pueden formar hifas, las mismas que entrelazaran
una telarafia que parten de una zona central. La variedad granular puede tener un
pigmento rojo muy caracteristico de Trichophyton (Koneman, 2008, pag. 1140). Su
crecimiento es relativamente rapido ya que llegara a su madurez en un tiempo
aproximado de 7 a 10 dias, esta cepa presenta numerosos microconidios de forma
redonda que frecuentemente aparecen agrupados como racimos de uvas o se forman
lateralmente junto a las hifas. Los macroconidios tienen paredes lisas y delgadas y
tiene una forma de clavas, dependiendo de la cepa puede producir enfermedades que
afectan a los pies y a la piel en general causando Tinea capitis, Tinea corporis y
Tinea barbae (Forbes B. , 2007, pag. 664). La caracteristica principal de la cepa
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 es su corto periodo de crecimiento en
Agar Selectivo para Dermatofitos (2 a 5 dias) a una temperatura de 25 y 26°C

(OXOID, 2003).



1.2.1.3 Microsporum canis

Este microorganismo presenta colonias con una textura algodonosa, y muestra un
color blanco o parduzco (Lloret, 2009), el genero Microsporum puede afectar al pelo
y la piel (Forbes B. , 2007, pag. 664), entre sus caracteristicas principales es que
presentan macroconidios con estructuras delgadas y lisas (Koneman, 2008, péag.
1139), y su crecimiento es rapido, va de los 3 dias a una semana hasta llegar a su
etapa de madurez, tienen una textura algodonosa, frecuentemente con un botén que
destaca en el centro (Garcia, 1994, pag. 426). Al principio las colonias presentan un
color blanco, con el paso del tiempo se formaran pigmentos de color amarillento, en
la parte del reverso tiene un color amarillo més intenso que el antes mencionado casi
llegando al castafio, y obtiene una textura plumosa (Koneman, 2008, pag. 1139).
Microscopicamente, se pueden observar macroconidios y microconidios, en el primer
caso tienen paredes gruesas a rugosas, multicelulares, puntiagudos, con tabiques
maultiples, no es comun que se observen microconidios (Forbes B. , 2007, pag. 664),
pero cuando aparecen pueden estar esparcidos y nacer directamente del lado de las
hifas (Koneman, 2008, pag. 1139). Se utiliz6 la cepa ATCC 36299, las condiciones
de temperatura para su crecimiento son entre 24 y 26°C y denota un signo de
viabilidad pasados de 2 a 4 dias después de su incubacion, tiene un buen desarrollo
en medio SDA, PDA y Extracto Agar Malta (American Type Culture Collection,

2014), razon por la cual es 6ptima para el presente trabajo investigativo.

1.2.1.4 Candida albicans
Esta cepa se presenta como una micosis oportunista, al ser una levadura es capaz de
generar un pseudomicelio con una forma ovoide, y tienen un pseudofilamento, es un

microorganismo unicelular con una forma globosa (Romero, 2007, pag. 1199). Este



tipo de microorganismos nacen de un talo unicelular, algunas de ellas pueden
encontrarse en un estado teleomorfo es decir sexuado (Negroni, 2009, pag. 399).
Para llevar al proceso de infeccion, pasa de su estado de levadura a otra fase de
crecimiento micelar, este microorganismo puede afectar frecuentemente la piel,
mucosas, ufias, y tubo digestivo, ademas infectar érganos internos y lograr producir
enfermedades sistémicas (Vilata, 2005, pag. 97). Candida albicans es responsable
del 70 al 80% de las infecciones de candidiasis; se la puede encontrar con
regularidad como saprofito en la orofaringe con una incidencia del 50% en la
poblacién y presente en un 25% en la mucosa vaginal de mujeres asintomaticas
(Vilata, 2005, pag. 97), en esta levadura se ha podido encontrar una sustancia
Ilamada adhesina la cual ayuda en la colonizacion y permanencia del
microorganismo, asi como la adherencia a materiales extrafios (Romero, 2007, pag.
1199). Este microorganismo se encuentra clasificado dentro del grupo de los
deuteromicetos, en la familia Cryptococcaceae y se desarrolla con una gran facilidad
en medios de cultivos artificiales, en general se puede observar un crecimiento a
partir de las 24 horas de haber sido sembradas. El color de las colonias es blanco con
una consistencia cremosa y con aspecto brillante. Su maximo desarrollo se puede
observar de 48 a 72 horas y su incubacion se lleva a cabo a una temperatura 6ptima
de 25°C, la principal afeccion es la candidiasis la misma que afecta a cualquier area
de la piel incluidas las mucosas (Negroni, 2009, pag. 400). A diferencia de las cepas
originales Candida albicans ATCC 10231 tiene un crecimiento sumamente rapido
obteniendo resultados en un periodo de entre 24 y 48 horas teniendo un buen
desarrollo en medio SDA o PDA a una temperatura de entre 20 y 25°C (Hardy

Diagnostics, 2015).
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1.2.2 Farmacoterapia en enfermedades fungicas
Uno de los antimicoticos comUnmente usados en el area dermatoldgica es el
Fluconazol el cual es un compuesto triazélico, este es un medicamento habitual para
la eliminacién de infecciones fungicas (Fica, 2004, pag. 27), ejerce una efectividad
sobre la mayor cantidad de cepas del género Candida ya que actda en la sintesis del
ergosterol mediante la inhibicion de la enzima 14o-lanosterol-desmetilasa que evita
su desarrollo y reproduccién (Ausina, 2005, pag. 119), es un fungistatico que tiene su
eficacia frente a muchas levaduras y dermatofitos, por su amplio espectro. El
fluconazol posee una vida media prolongada de entre 25 a 30 horas
aproximadamente, es usado en el tratamiento de la tifia y candidiasis vaginal con
buenos resultados (Fitzpatrick, 2009, pag. 2215). Otro de los compuestos de amplio
espectro que se utiliza en el area farmacéutica para el tratamiento de afecciones
micoticas es el clotrimazol, la crema se puede emplear en todas las dermatomicosis
contaminadas por dermatofitos ya que es de amplio espectro (Bello, 1991, pag. 323).
Clotrimazol es un imidazol que actta frenando la sintesis de un constituyente de la
pared celular de los hongos a través de la inhibicion de la 14a- desmetilasa de

lanosterol lo cual impide el desarrollo del patdgeno (Fitzpatrick, 2009, pag. 2116).

1.3 La mosquera (Croton elegans)

La mosquera es una hierba perenne, alcanza un tamafio de hasta 1,2 m de altura, esta
especie se puede desarrollar en terrenos abandonados, al borde de carreteras y
quebradas, tiene en su composicion una sustancia gomosa, que es el latex que posee
un color verde oliva y en el momento que tiene contacto con el aire adquiere un color
rojizo y de sabor astringente; la raiz es profunda y con una buena resistencia a la

sequia, en tanto que el tallo es lefioso propio de plantas dicotiledoneas que tiene un
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color blanquecino a causa de los numerosos pelos estrellados que posee, tiene una
ramificacion acrotona, sus hojas son alternas, de forma redondeada, enteras y
pecioladas, el envés es pubescente de color blanquecino, mientras que el haz es
glabro y de un color verde, cuando las hojas se hacen viejas se tornan rojizas,
Ilegando a una longitud de 15 cm de largo por 12 de ancho, en el caso del fruto, éste
es una capsula tricoca pequefia con un diametro de 0,5 cm (Tafur Recalde, 2011).
Tiene un subfratice de tan s6lo 1 metro de altura, sus hojas ovaladas envejecen
cambiando de color verde a rojo, mientras sus flores se agrupan en racimos y posee
un color crema. Puede ser toxica para algunos animales, pues segrega un latex que

contiene acidos (Yanez S. L., 2011).

Tabla 1.

Taxonomia de la mosquera (Croton elegans) (Anexo 20).

Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase

Superorden Rosanae Takht

Orden

Familia Euphorbiaceae Juss.
Género

Especie Elegans Kunth

Nombre comun
Nota: Herbario Universidad Catélica de Quito, 2015

1.3.1 Descripcion geogréafica
La planta se distribuye en su mayoria en la zona interandina seca entre los 1500 vy
3500 metros, y se reporta como una especie considerablemente abundante a nivel
local, sobre todo en los valles secos, comunmente se puede encontrar en zonas
intervenidas y en los bordes de caminos, sin embargo es posible que en un ambito

geografico abarque muchas mas localidades, son diversos los nombres que se le da a
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la planta entre los mas comunes estan: Croton menthodurus y Croton wagneri; una
de las principales amenazas es la deforestacion, junto con la colonizacion y los
incendios provocados por el ser humano. Se la considera una maleza que se
distribuye de una manera abundante y es un taxon de preocupacion menor (Valencia,

Pitman, Ledn—Yanez, & Jorgensen M., 2000, pag. 193).

1.3.2 Usos etnomédicos
Uno de los principales componentes que tiene la planta es la resina, a la cual se le
atribuye variados usos, el mas comun es aplicar unas gotas en piezas dentales con
presencia de caries, también para curar el sangrado de las encias, y del mismo modo
se la puede usar para la eliminacion de verrugas. Al mezclar con otras especies
vegetales como el Ilantén (Plantago major) se realizan gargarismos para aliviar la
inflamacion de las amigdalas, y suele usarse también como desinfectante de heridas

(Chiriboga, 2008, pags. 77-78).

1.4 Extractos vegetales
Un proceso de extraccion esta determinado por la separacion de una mezcla de
sustancias, valiéndose de uno o varios disolventes para poder obtener dos elementos:
la solucion que se extrae en el respectivo disolvente (extracto) y el residuo que queda
al final. Durante el proceso de trituracion las estructuras del material vegetal se
destruyen en su mayoria, por lo tanto es imprescindible el grado de finura que se
obtenga ya que puede favorecer en la disolucion. Al poner en contacto la droga en
polvo con el liquido de extraccion se disuelven las sustancias o moléculas que
conforman la droga, mismas que son lavadas y arrastradas de los fragmentos
celulares por el disolvente mediante un lavado celular, y al mismo tiempo ocurre el

proceso de difusion celular (Guerra Corado, 2005, pag. 14).
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1.4.1 Maceracion
Es una técnica extractiva discontinua solido-liquido, del contenido quimico de una
planta y su proceso radica en colocar la droga en contacto con un solvente,
estableciendo de esta manera las proporciones adecuadas siendo el solvente el que
contenga mayor volumen para el proceso, es decir se mantiene en un equilibrio de
concentracion entre la droga y el solvente conservando sus activos (Valverde, 2000,

pags. 41-45).

1.4.2 Percolacion
Al ser un proceso de extraccion continua es necesario permitir el paso del solvente
seleccionado a través de la droga, el proceso se lleva a cabo mediante el uso de un
percolador, este equipo mantiene himeda a la droga e impide la evaporacion del
solvente y a su vez logra que éste pueda filtrarse, trasladando consigo la mayor
cantidad de compuestos activos del material vegetal para posteriormente obtener una

solucion liquida sin residuos vegetales (Valverde, 2000, pags. 41-45).

1.4.3 Tipos de extractos

1.4.3.1 Extractos blandos
Tienen una consistencia semejante a la miel; debido a la absorcion de la humedad
atmosférica suelen presentar una consistencia de menor densidad, poseen una
concentracion de principio activo superior a la droga vegetal, alrededor de 2 a 6 g de
droga por gramo de extracto (Lizcano Ramon & Vergara Gonzélez, 2008, pag. 27),
tienen una consistencia de masa espesa similar a la brea con un contenido de

humedad entre 15 y 25% (Guerra Corado, 2005, pag. 24).
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1.4.3.2 Extractos secos
Se considera un extracto seco cuando el solvente ha sido eliminado cerca de su
totalidad y a su vez contiene aproximadamente de 5 a 8% de humedad, y facilmente
se lo puede reducir a polvo lo cual hace mas practica su manipulacion (Lizcano

Ramon & Vergara Gonzalez, 2008, pag. 27).

1.4.3.3 Extractos fluidos
De acuerdo a la USP (United States Pharmacopeia) se los define como mezclas
liquidas de drogas que provienen de un origen vegetal y a su vez deben contener
alcohol como solvente o algun compuesto extractivo, y del mismo modo que por

cada 100 ml contengal00g de la droga vegetal (Remington, 2003, pag. 873).

1.5 Ensayos fisico quimicos

1.5.1 Soélidos totales

Constituyen la suma tanto de los sélidos disueltos como de los sélidos suspendidos
de un elemento, y corresponde a todo el residuo seco, lo que se debe a la evaporacién
de la parte liquida que contiene el material, este residuo incluye tanto compuestos

organicos e inorganicos (Rigola Lapefia, 1990, pag. 32).
1.5.2 Densidad relativa

“Es en cociente de la masa de cualquier sustancia entre la masa de un volumen igual
de agua en las mismas condiciones. Esta razon equivale a la densidad de una

sustancia dividida entre la densidad del agua” (Burns, 2011, pag. 62).
1.5.3 Indice de refraccion y concentracion de aztcares

El indice de refraccion es una caracteristica particular que poseen diversas sustancias

para desviar la luz, este proceso puede ser observado con el uso de un equipo
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Ilamado refractometro (Moreno Amado, 2003, pag. 16), en su estructura contienen
un prisma que es por donde atraviesa la luz hasta llegar a la sustancia en analisis.
Similar al indice de refraccién los grados brix se analizan con el uso del mismo
equipo y el valor obtenido constituye una medida que representa el contenido de

azucar de una sustancia (FAO, 2007, pag. 9).
1.54 pH

La concentracion de pH se refiere a la agrupacion de iones hidrogeno activos y de
iones hidréxidos presentes en cualquier compuesto, lo que implica que puede ser
alcalino o acido, dependiendo de sus elementos que contenga, llegando a ser neutro
con un valor de 7, bajo el punto neutro se encuentran los valores acidos y superior al
mismo se ubican los valores alcalinos (Moreno Casco & Moral Herrero, 2008, pag.

319).

1.6 Tamizaje fitoquimico
Involucra una de las etapas principales de la investigacion fitoquimica, el proceso
establece que mediante reacciones de coloracion se pueden determinar
cualitativamente los grupos quimicos presentes en la planta (Rocha de Albuquerque
Ldcio, 2000, pag. 198). Los compuestos mas importantes de metabolitos que pueden
estar o no presentes en una especie vegetal se distribuyen en cuatro grandes grupos:
terpenos, compuestos fenolicos, el grupo de los glicésidos y finalmente los
alcaloides, y a su vez de cada grupo derivan otros compuestos quimicos (Avalos
Garcia & Perez-Urria Carril, 2009, pags. 122-139), siendo los mas relevantes para la

investigacion los que se nombran a continuacion:
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1.6.1 Catequinas

Son compuestos polifendlicos que se les atribuye ciertas caracteristicas como la
insolubilidad en el agua y la carencia de color, también intervienen en las
propiedades de astringencia y ademas participan en el amargor de una planta, tienden

a una rapida oxidacion (Pereda Rodriguez, 1995, pag. 127).

1.6.2 Resinas

Son componentes derivados de la savia de algunas especies vegetales, obtenidos de
una forma natural o inducida mediante una incision en el tejido de la planta, la
mayoria estdn compuestas por acidos, aceites y también por alcoholes resinosos,
cuando se han eliminado los aceites etéreos tiende a solidificarse atribuyéndole la
consistencia similar a la brea, son solubles en algunas sustancias orgéanicas pero
insolubles en agua (Doerner, 1998, pag. 94), razon principal que demuestra la

presencia de las mismas en el ensayo.

1.6.3 AzUcares reductores

Pertenecen al grupo de los carbohidratos y sus caracteristicas principales son:
producen reacciones con grupos carbonilo e hidroxilo mediante un proceso de
hidrélisis para formar monosacéaridos, y pueden reducir ciertos compuestos en
condiciones alcalinas, esto debido a que en su estructura molecular poseen un
carbono libre anomérico (isémero que contiene mas de 5 atomos de carbono y no
posee una union hemiacetalica), lo que quiere decir que no se encuentra unido al
enlace glucosidico (Blanco Gaitan, Teijon Rivera, Agrasal Aragén, & Olmo Lopez,
2001, pag. 198) y al aplicar los reactivos de Fehling o Benedict dan resultados

positivos.
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1.6.4 Lactonas

Su estructura la constituye un éster ciclico, esta molécula se produce por medio de
una reaccién por condensacion en la que participan un alcohol en conjunto con un
acido carboxilico (Albores Velasco, Caballero Arroyo, Gonzéalez Quezada, & Pozas

Horcasitas, 2006, pag. 97), para su identificacion se aplica el reactivo de Baljet.

1.6.5 Saponinas

Es uno de los compuestos méas toxicos que se incluyen en el grupo de metabolitos
secundarios de una planta, esta toxicidad se debe a que puede reaccionar con
esteroles, son glicosidos y su propiedad principal es la consistencia jabonosa, al
contener una sola molécula soluble en lipidos y en contacto con el agua producen
caracteristicas detergentes (Taiz & Zeiger, 2006, pag. 541-542), si genera espuma

existe la presencia de saponinas.

1.6.6 Fenolesy taninos

Una caracteristica importante es su estructura sélida cristalina por lo tanto es
incoloro y cuando se expone a la luz tiende a oscurecerse, posee un olor particular es
soluble al agua, y su gran mayoria son alérgenos (Acufia Arias, 2006, pag. 98), en
tanto que los taninos se los caracteriza por su sabor astringente mismo que tiene la
funcion de proteccion contra insectos (Lastra Menéndez, 2001, pag. 104), el cloruro

férrico es el compuesto indicador de la presencia de estas sustancias.

1.6.7 Aminoacidos

La estructura quimica de un aminoacido consta de un grupo carboxilo y un grupo
amino, que en conjunto forman péptidos y a su vez la congregacion de ellos

constituye las proteinas, mismas que tienen una funcion importante de regulacion y
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estructural. Las plantas tienen la capacidad de formar sus propias proteinas en
presencia de nitrogeno mineral, caracteristica que no tienen los animales (Syngenta,
2010), el ensayo de ninhidrina determina su presencia 0 su ausencia en una especie

vegetal.

1.6.8 Quinonas

El grupo de las quinonas corresponden a pigmentos y estructuralmente estan
formadas por dicetonas ciclicas, se ubican en la corteza teniendo una coloracién
amarillenta y que puede tornarse de color negro, sin embargo la mayor parte tienen
un color rojo o amarillo y algunos compuestos llegan al color verde y azul, otra
propiedad es la capacidad mordiente antibacteriana (Sing de Ugaz, 1997, pag. 137),
la presencia de pigmentos ayuda a identificacion de estas sustancias mediante el

ensayo de Borntrager.

1.6.9 Flavonoides

Se encuentran en ciertas plantas como glicosidos de azucares, sus unidades derivan
de una estructura llamada fenilbenzopirona, son de color amarillo y forman parte de
los fluidos celulares y pétalos, también pertenecen al grupo de colorantes naturales
tienen aplicaciones terapéuticas (Primo Yufera, 2007, pag. 915), para conocer Si

existe la presencia de flavonoides se aplica el ensayo de Shinoda.

1.6.10 Cardendlidos

La particularidad de este grupo es que son altamente toxicos para cualquier animal,
lo que le proporciona un sabor amargo, estd formado por un nucleo esteroidico
tetraciclico, para el ser humano es igual de toxico en altas dosis afecta

principalmente al musculo cardiaco pero en dosis terapéuticas aporta con un control
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en los latidos del corazén (Taiz & Zeiger, 2006, pag. 541—542), su identificacion se

establece mediante en ensayo de Kedde.

1.6.11 Antocianidinas

Estructuralmente estan formadas por sales de benzopirilo lo que les provee un color
rojizo, los compuestos quindnicos son derivados este grupo mediante una reaccion de
hidrolisis en presencia de un medio alcalino o acido, las antocianidinas pueden estar

combinadas con algunas moléculas de glucosidos (Sanz & Gallego, 2001, pag. 76).

1.6.12 Alcaloides

El nitrégeno es el componente base de estos compuestos teniendo una estructura
heterociclica y ademas provienen del triptéfano, se producen en hojas, semillas y
corteza de las plantas, tienen un pH bésico y su sabor es amargo, son estimulantes del
sistema nervioso central (Ege, 2000, pag. 1104—1105), Mayer, Wagner y

Dragendorff son ensayos que se aplican para conocer la presencia de alcaloides.

1.6.13 Triterpenos

Al clasificarlos se considera el grupo méas abundante, este grupo de compuestos
organicos con un total de 30 carbonos en su estructura siendo su unidad principal el
isopreno, son de origen aromatico entre los que se menciona alpineno, mentol,
limoneno que le atribuyen ciertas propiedades medicinales a la planta que lo
contenga, aun se estan encontrando nuevos terpenos (Pefia Diaz, Arroyo Begovich,
GOmez Puyou, & Tapia Ibargiiengoytia, 2004, pag. 117), el ensayo empleado para

identificar triterpenos y esteroides se denomina Lieberman Buchard.
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1.7 Meétodos de sensibilidad in vitro
Una de las partes mas importantes para el desarrollo de cualquier investigacion con
microorganismos es el antibiograma, ésta es una técnica que permite identificar la
sensibilidad de dicho microorganismo frente a un agente antimicrobiano particular

(Warnock, 2008, pag. 421).

1.7.1 Método de Barry
El fundamento de esta técnica consiste en un proceso de combinacion o mezcla entre
el medio de cultivo con el in6culo, y en el momento de solidificarse los
microorganismos que estan distribuidos en todo el medio comienzan a desarrollarse
en niveles diferentes, es importante que el medio de cultivo utilizado no se gelifique
antes de colocar el indculo y debe existir una temperatura controlada, algunas cepas

no soportan temperaturas muy altas (Trivifio, 2011, pag. 46).

1.7.2 Método Kirby Bauer
Es un procedimiento estandarizado que evalla de una forma directa a los
antimicrobianos y al microorganismo patdgeno, en donde ambos componentes estan
en contacto en un mismo medio in vitro con la finalidad de analizar la actividad que
tiene la droga sobre el dinamismo microbiano, de este modo se evalla la
susceptibilidad del microorganismo, o por el contrario la resistencia al farmaco, no
obstante este método estandarizado no tiene las condiciones similares al medio en
donde se desarrolla el patégeno, por lo que no se obtendrian resultados similares al

extrapolar in vivo (Forbes, Sahm, & Weissfeld, 2009, pag. 188).
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1.7.3 Método modificado de Kirby Bauer

En este método se realiza una modificacion sustituyendo los disco de papel utilizados
en el método convencional por perforaciones en el medio de cultivo solidificado
realizados con un sacabocados, en los cuales se afiadird las soluciones deseadas
(Toribio, 2007, pag. 46), el motivo de la modificacion de la técnica se debe a varios
factores como: la limitada capacidad de absorcion del disco de papel, se requiere un
alto volumen de inoculacion, y las caracteristicas del extracto que no permite que el

disco se adhiera al agar.
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Marco metodoldgico

2.1 Lugar de investigacion
El trabajo experimental se desarrollé en los laboratorios del area de Ciencias de la
Vida que se encuentra en la Universidad Politécnica Salesiana, Sede Quito, Campus

Girén.

2.2 Lugar de recoleccion de la especie vegetal
La recoleccion se efectué en el norte de la ciudad de Quito, en la Parroquia de
Ponciano, en el sector del Estadio Liga Deportiva Universitaria, la especie en estudio

se ubicd en una quebrada, en donde tenia un crecimiento silvestre.

Tabla 2

Coordenadas de recoleccion.

Lugar de recoleccion Coordenadas geogréaficas Altitud

Ponciano bajo S0°6°14.5764, W78°29°18.834 2700 msnm

Nota: tomado de GPS (Global Positioning System), 2015.

2.3 Preparacion del material vegetal

2.3.1 Desinfeccion, limpieza y secado del material vegetal

Una vez recolectada la planta debe ser transportada de forma inmediata, que no
supere las 12 horas debido a los proceso de dxido/reduccion que sufren las plantas
una vez que han sido cortadas, todo el proceso debe ser consecutivo puesto que si se
almacena el material vegetal demasiado tiempo se puede generar un proceso de
descomposicion, debido a que la humedad maxima que soportan las plantas una vez

alejadas de su ambiente natural que es de aproximadamente 35%, y a su vez puede
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ocasionar un proceso de 6xido/reduccién de algin metabolito secundario no deseable
para la investigacion, es por esto que al momento de la recepcion de la planta se
retird enseguida el material extrafio que ésta contenia (ramas, insectos, piedras, etc.),
se seleccionaron las hojas que no contengan ningun tipo de dafio ya sea por insectos,
por el deterioro o tenga alglin tipo de lesion en el tejido foliar, posterior a la
clasificacion del material vegetal, se procedié al lavado del mismo con abundante
agua a temperatura ambiente, el proceso se efectud 4 veces debido a la considerable
cantidad de particulas contenidas en el material, inmediatamente después del lavado
se colocaron las hojas en una solucion de hipoclorito de sodio al 1%
aproximadamente por 10 minutos, con el fin de disminuir la contaminacion por
bacterias u hongos. Las condiciones climéticas de recoleccion fueron éptimas con
temperaturas de entre 25 y 28°C, razon por la cual se eligid un secado natural, se

obtuvo el material completamente seco en una semana.

2.3.2 Molienda

Previo al proceso de maceracion se procedié con la molienda, para ello se peso
aproximadamente 1 kg del material vegetal seco y mediante el uso de un molino
manual se fracciond toda la estructura de las hojas, hasta obtener una medida de
particulas de aproximadamente 235 um, de modo que adquiera una consistencia
similar al polvo, especificamente se habla de particulas finas, de acuerdo a la USP
las particulas finas estan en una categoria en donde el rango de medida va de 235 a
280 pum, un aspecto a considerar son las condiciones fisicas del molino, el mismo que
debe estar completamente limpio, en el caso de contener residuos de otro tipo de

material vegetal pueden alterar los resultados de la investigacion.
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2.3.3 Maceracion

Para lograr que el contenido de droga pueda liberarse se efectué un proceso de
maceracion directa ya que no hubo una humectacion previa a este proceso, se
sumergio la planta triturada en alcohol potable al 90% durante 60 minutos, en una
proporcion de 1:4 contenido en un recipiente, y removiendo cada 10 minutos durante
1 hora para que se pueda extraer toda la droga contenida en el polvo que se obtuvo de

la molienda (Valverde, 2000, pags. 41-45).

2.3.4 Percolacion y filtracion

Una vez efectuado el proceso de maceracién de la droga vegetal se traslado el
material al percolador, el equipo tiene una capacidad superior a los 1000 ml de
contenido, el mismo que permanecio cerrado herméticamente teniendo en cuenta que
se utiliza alcohol potable a una concentracion del 90%, por lo que es un compuesto
altamente volatil, el solvente con la droga permanecieron en contacto
aproximadamente 72 horas a temperatura ambiente antes del filtrado, concluidas las
72 horas se procedio a recolectar la solucion con la droga vegetal disuelta, para lo
cual se utilizdé un envase de color ambar con el objetivo de impedir algin dafio por
efecto de la luz. Mediante un proceso de vacio con el uso de un equipo compresor
que utiliza una bomba para la extraccion de aire se produjo el proceso de filtrado al
vacio, para ello se utilizé un matraz y un embudo en donde se coloc6 papel filtro de

celulosa e inmediatamente se afadié la solucion a filtrar.

2.4 Obtencion del extracto blando
Una vez terminado el proceso de filtracion se llevo a cabo la eliminacion del solvente
que en este caso es alcohol potable al 90%, mediante el uso de un equipo rotavapor el

cual extrae unicamente el solvente de la solucion y lo transfiere a un balon de vidrio,

25



en tanto que el extracto de la droga vegetal se va acumulando en el recipiente
original de la solucion que es otro balon de vidrio de 500 ml, el equipo rotavapor esta
acoplado a un bafio maria, mismo que permanecié en contacto con el balon de vidrio
con la solucion obtenida previamente, el agua utilizada para el bafio maria se
encontraba a una temperatura de 40°C y a su vez el equipo principal tiene un
dispositivo de rotacion que se colocé a 250 rpm mientras permanecia en el bafio
maria, todo el proceso concluy6 en un lapso de aproximadamente 72 horas con una
inspeccion continua de la valvula, es decir abriéndola y cerrandola, de este modo
controlando el proceso cada 15 minutos durante 6 horas diarias con el fin de que la
presion no llegue a valores altos, pasadas las 72 horas se comienza a distinguir la
consistencia blanda del extracto pues éste tiene una textura similar a resina. Para la

determinacion del porcentaje de rendimiento se utilizo la siguiente formula:

M1

%R =—2x 100

-
o g

M1: muestra obtenida (extracto blando) en gramos.

M2: muestra del material seco a partir de la molienda en gramos.

2.5 Diluciones de extracto blando

Una vez obtenido el extracto blando del material vegetal, se procedi6 a pesar 5¢g del
mismo, mediante el uso de una pipeta aforada se colocaron 10 ml de solvente DMSO
(dimetilsulféxido) sobre los 5g del extracto en un balon aforado a 10 ml, para que se
disuelva por completo, el extracto junto con el solvente se colocaron en el equipo de
ultrasonido por un periodo de 20 a 30 minutos inmersos en agua, la principal funcién
de este equipo es la emision de ondas vibratorias las mismas que hacen que las
moléculas de un cuerpo se dispersen o separen, estas ondas son producidas por efecto

de una tensién eléctrica, seguidamente se tomaron 5 ml de la solucion ya preparada
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para colocarlas en otro balon, sobre ésta solucion se afiadieron 5 ml del mismo
solvente para alcanzar al aforo de 10 ml, se realiz6 este procedimiento para 6 balones
aforados es decir se obtuvieron 6 concentraciones diluidas iniciando al 5%, 2.5%,

1.25%, 0.62%, 0.31% y 0.15%.

2.6 Obtencién del extracto fluido

Para la obtencion del extracto fluido se inici6 con el proceso de molienda del
material vegetal, a continuacion se pesaron 700 g de la doga contenidos en un
recipiente y sobre éste se coloco el solvente (alcohol 90%) en una relacion 1:4 lo que
significa que por cada gramo de droga presente existen 4 ml de solvente, dejando en
reposo por un periodo de 30 minutos, terminado el proceso de maceracion se trasladé
a un percolador aforando hasta su méxima capacidad, y dejando en reposo durante 72
horas, el procedimiento descrito se determind para el extracto al 25%, en tanto que
para el extracto fluido a una concentracion del 50% tuvo el mismo proceder con la
unica diferencia de las proporciones ya que en ésta ocasion fue de 1:2 para lograr una
solucion més concentrada. Finalmente se obtuvo un total de 2800 ml de extracto

fluido al 25% y 1400 ml de extracto fluido al 50%.

2.6.1 Control de calidad

En el desarrollo del proceso se establecieron varios ensayos para determinar ciertas
caracteristicas fisicas y quimicas de la droga, comenzando con un analisis
organoléptico, mismo que comprende algunas caracteristicas de color, olor y textura
del extracto obtenido, siendo un procedimiento bastante sencillo en el cual se
colocaron 2 g de extracto en un vidrio reloj y se procedio al anélisis, continuando con
la determinacion del indice de refraccion, grados brix, pH, densidad relativa y sélidos

totales.
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2.6.1.1 Indice de refraccion y concentracion de azlcares

Inicialmente se colocé una gota de agua destilada en el prisma de refraccion con
ayuda de una piseta, evitando que se formen burbujas, se cerré cuidadosamente la
tapa superior, y con las perillas de medicion se procedio a calibrar de modo que
quede enfocada la linea limite del campo visual, determinando que la parte oscura y
la clara pasen directo por el centro de la X. Con el equipo calibrado, se procedié de
manera inmediata a realizar la lectura con el extracto alcohdlico ya obtenido,
afiadiendo una gota del mismo en el prisma de refraccion continuando con el mismo

proceder que se realizo previamente con el agua destilada.

El refractometro permite una lectura del indice de refraccion y la concentracion de
azUcares en una determinada solucién. Para una observacidbn mas precisa, es
necesario tomar en cuenta la temperatura, de entre 20 y 25 °C, es ideal conectar el

equipo a un reflujo de agua para mantener la temperatura estable.

2.6.1.2 Medicién de pH

Para calibrar el potenciémetro se utiliz6 una solucion reguladora, para la lectura del
extracto se colocaron 50 ml en un vaso de precipitacion, se introdujo el electrodo,
manteniendo un contacto constante con el extracto, finalmente el equipo proporcion6

el valor perteneciente al extracto, el proceso se efectu6 por triplicado.

2.6.1.3 Densidad relativa

Previo a realizar las mediciones se realiz6 un lavado y secado meticuloso de un
picnémetro de 10 ml, la manipulacion de los quipos e instrumentos durante todo el
proceso se realizd con el uso de guantes de latex para no afectar los resultados, ya

que la piel siempre tiene residuos de grasa o particulas y pueden alterar los resultados
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de la medicion. Para la primera lectura, se procedio a pesar el picnometro en una
balanza analitica, el instrumento a usar tuvo ciertas condiciones: vacio, limpio y
totalmente seco, para la segunda lectura se lleno el picndmetro con agua destilada,
con la finalidad de que al momento de colocar la tapa no se produzca la formacién de
burbujas, acto seguido se procedidé nuevamente a pesar, lavar y secar. Para la tltima

lectura se repitid el proceso con el extracto fluido.

Para el control de temperatura se utilizé un termometro de mercurio colocado en el
area de trabajo ya que éste no se encontraba acoplado al picnémetro, la temperatura
que se mantuvo durante todo el proceso fue de 25°C con minimas variantes de la

misma. Para la determinacion de este ensayo se utiliza la siguiente formula.

 M1-M
T M2—M

MZ1: peso del picnémetro con extracto en gramos
M2: peso del picnémetro con el agua destilada en gramos

M: peso el picndmetro vacio en gramos

2.6.1.4 Solidos totales

Antes de iniciar con el procedimiento se tomaron en cuenta las condiciones de los
materiales y equipos a usarse es decir debian estar limpios y sin residuos de ningdn
otro material, de no ser asi podrian cambiar los datos de todo el ensayo, en primera
instancia se colocé un crisol limpio y vacio en una estufa a una temperatura de 105°C
permaneciendo por un lapso de 60 minutos, inmediatamente el mismo crisol vacio se
traslado a un desecador con la ayuda de una pinzas para crisol, en donde permanecid
durante 60 minutos més, pasada la media hora se traslado a la balanza analitica para

registrar los datos; con el uso del mismo crisol se colocaron 5 ml de extracto fluido
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en el mismo para luego pasar nuevamente a la estufa permaneciendo durante 3 horas
a la misma temperatura mencionada previamente, consecutivamente se colocé en el
desecador para luego trasladar a la balanza y recolectar los datos, el procedimiento se
realizd por triplicado tanto para extracto al 25% como al de 50%. A continuacion se

establece una férmula para determinar la densidad relativa de una solucion.

Pr—P
T = =100
Vv

Pr= peso del crisol con residuo.

P= peso del crisol vacio.

V= volumen de la porcion de ensayo

100=factor matematico.

2.6.2 Tamizaje fitoquimico del extracto fluido
Se realizaron una serie de ensayos cualitativos para determinar el contenido de las

sustancias quimicas que contiene la droga vegetal en el extracto fluido.

2.6.2.1 Ensayo de Dragendorff

Este ensayo permite determinar la presencia de alcaloides en un extracto alcoholico,
para lo cual se evapor6 todo el alcohol contenido en una alicuota de 2 ml en un
mechero Bunsen del extracto de ambas concentraciones tanto de 25% y 50% por
separado respectivamente hasta quedar Unicamente la droga, también; el residuo de
la droga se debe disolver en 1 ml de &cido clorhidrico en una concentracion del 1 %,
éste ultimo disuelto en agua destilada, seguidamente se afiaden 3 gotas del reactivo
de Dragendorff, si hay opalescencia se considera positivo con presencia de alcaloides
(Martinez M., Valencia P., Jimenez U., Mesa, & Galeano J, 2008, pags. 88-90).

30



Para la preparacion del reactivo de Dragendorff se mezclaron 21,3 ml de acido
nitrico con la cantidad suficiente de agua destilada para completar 62 ml.
Seguidamente se tomaron 20 ml de esta solucién y se disolvieron en 5 g de subnitrato
de bismuto y por separado se disolvieron 31,2 g de yoduro de potasio en 69 ml de

agua. Finalmente se mezclaron ambas soluciones (Migdalia, 2002, pags. 43-48).

2.6.2.2 Ensayo de Mayer

Al extracto que se encuentra como extracto alcohdlico, se eliminé el solvente y se
redisolvid con agua, para posteriormente afiadir a la solucion el reactivo de Mayer, se
produce un ensayo positivo cuando comienza a aparecer un precipitado (Corado,
2013). Para obtener la solucion reactiva de Mayer se tomaron 1,3 g de cloruro
mercurico y se disolvieron en 60 ml de agua destilada, la segunda parte consiste en
disolver 5 g de yoduro de potasio en 20 ml de agua destilada, se mezclan ambas

soluciones y se enrasa a 100 ml con agua (Arango Acosta, 2002, pag. 6).

2.6.2.3 Ensayo de Wagner

Es necesario eliminar el solvente alcoholico del extracto, con una fuente de calor, y
redisolver en agua destilada; se afadieron 3 gotas de reactivo de Wagner, al
producirse la reaccion se observa la formacion de un precipitado (Bucay, 2009, pag.

38).

La elaboracion de la solucion reactiva de Wagner comprende inicialmente con la
disolucién de 2 g tanto de yodo como de yoduro de potasio en una parte de agua

destilada, para posteriormente aforar a 100 ml con agua destilada.
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2.6.2.4 Ensayo de Baljet

Para la preparacion de reactivo de Baljet se realizaron dos soluciones la primera
comprende hidroxido de sodio al 10 % en agua destilada y la segunda solucion es la
mezcla de &cido picrico al 1% en etanol dichas soluciones se combinaron en iguales
volimenes previo a su uso, el proceso permitira evaluar la presencia de compuestos
con agrupamiento lactonico, especificamente cumarinas, sin embargo existen mas
compuestos de origen lacténico que pueden dar positivo al ensayo, para lo cual se
procedio a agregar 100ul de la muestra de extracto seguido de 4 gotas del reactivo,
considerandose un ensayo positivo si presenta una coloracion o precipitado naranja o

rojo oscuro (Cirilo Aguilar, 2003, pag. 51-54).

2.6.2.5 Ensayo de Borntrager

Este ensayo reconoce en un extracto alcohoélico la presencia de quinonas, para lo cual
se evapor0 una alicuota del extracto y el residuo se disolvio en 1 ml de cloroformo,
después se adiciond 1 ml de hidréxido de sodio al 5 % en agua destilada, se agito
suavemente para que puedan mezclarse las dos fases para posterior dejar en reposo
hasta su respectiva separacion, en el caso de obtener una coloracion rosada o roja en
la fase superior (acuosa alcalina) se considera que entre sus compuestos se

encuentran quinonas (Migdalia, 2002, pags. 43-48).

2.6.2.6 Ensayo de Liebermann-Burchard

Determina la presencia de triterpenos y/o esteroides inicialmente como en anteriores
ensayos se evaporo el alcohol de la muestra y el residuo vegetal se disolvio en 1 ml
de cloroformo e inmediatamente se adicion6 1 ml de anhidrido acético, de una
manera cuidadosa se colocaron 3 gotas de &cido sulfarico concentrado por la pared
del tubo de ensayo sin agitar, el ensayo sera positivo si existe un cambio fulminante
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de coloracidn, ya que puede tornarse de un color azul, verde intenso o verde muy
oscuro (Migdalia, 2002, pags. 43-48). Cuando la coloracion se torna muy oscura
generalmente ocurre cuando el material evaluado tiene cantidades importantes de
estos compuestos (Hinojosa Davalos, y otros, 2012, pags. 54-55). No debe existir ni
una sola gota de agua en la reaccion con el &cido sulfarico ya que puede

desencadenarse una reaccion violenta.

2.6.2.7 Ensayo de Catequinas

Se tomd una gota del extracto alcohdlico con el uso de un capilar o gotero, se aplico
la muestra sobre un pequefio trozo de papel filtro, de manera inmediata en el mismo
sitio de la muestra se afiadieron 2 gotas de una solucion de carbonato de sodio
(Na2CO3), y en presencia de de luz UV mediante el uso de una cdmara si la muestra
presenta una mancha de color verde es indicativo de un ensayo positivo (Bonilla

Rios, Varon, & Garzon, 2014, pag. 38).

2.6.2.8 Ensayo de resinas

Para la determinacion de resinas en extracto alcoholico se tomd una muestra del
extracto y se adicion6 10 ml de agua destilada percatandose de que exista una buena
homogenizacién; transcurridos de 5 a 10 minutos, si hay la presencia un precipitado

en el fondo del tubo demuestra que el ensayo es positivo (Caldas, 2012, pag. 32).

2.6.2.9 Ensayo de Fehling

Al obtener un extracto alcoholico no disuelto en agua, inicialmente se evaporo el
solvente mediante calor y su residuo se redisolvié en agua destilada, se afiadio a la
solucion 2 ml del reactivo de Fehling A'y 2 ml de Fehling B y se sometio a

temperatura moderada (40°C) mediante bafio Maria. Si se observa una coloracion
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rojiza 0 a su vez precipitado rojo es sefial de que contiene azucares reductores

(Abrego, 2007, pag. 70).

2.6.2.10 Ensayo de espuma

La presencia de espuma un compuesto significa que existe la presencia de saponinas,
ya sea tanto del tipo esteroidal como triterpénica, para ello al extracto alcohdlico se
realizd una dilucion con 5 veces su volumen de agua destilada y seguidamente se
agito la mezcla fuertemente durante 5 minutos. El ensayo es positivo cuando aparece
espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de altura y permanece en ese

estado por mas de 2 minutos (Hinojosa Davalos, y otros, 2012, pags. 54-55).

2.6.2.11 Ensayo del cloruro férrico

Para poder conocer si existe la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos en un
extracto vegetal, se tomaron 3 gotas de cloruro férrico (FeClz) al 5 % en solucién
salina mediante la ayuda de un gotero y se colocaron en una alicuota de la muestra de
extracto alcoholico. Si el material vegetal contiene en su estructura compuestos
fenolicos presentara una coloracion rojo-vino, no obstante si se torna de una
coloracion verde intensa se considera que hay presencia de taninos del tipo
pirocatecélicos y si se torna azulado existe presencia de taninos pirogalotanicos

respectivamente (Migdalia, 2002, pags. 43-48).

2.6.2.12 Ensayo de la Ninhidrina
Para el presente ensayo se tomO una alicuota del extracto alcohdlico de
aproximadamente 2 ml para posteriormente afiadir 2ml del reactivo de ninhidrina,

una vez mezcladas ambas soluciones se calentd en un bafio Maria por un lapso de 10
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minutos, si se obtiene una coloracion violacea significa que existe la presencia de

aminoéacidos en el material vegetal (Donnersberger, 2002, pag. 385).

2.6.2.13 Ensayo de Shinoda

Para detectar la presencia de flavonoides en un extracto vegetal alcohdlico, primero
se obtuvo una alicuota del extracto el cual se diluyé con 1 ml de &cido clorhidrico
(HCI) concentrado y sobre éste se afiadid un trozo pequefio de cinta de magnesio
metalico, al mezclarse se produjo una reaccion exotérmica por lo cual se dejo en
reposo durante 5 minutos, terminado este periodo de tiempo se colocé 1 ml de
alcohol amilico (CsH120), para poder observar la separacion de fases se dejo en
reposo por un instante hasta que culmine la reaccién, una vez concluida la reaccion
si el alcohol amilico adquiere un color naranja, amarillo o rojo, el ensayo se
considera positivo (Martinez M., Valencia P., Jimenez U., Mesa, & Galeano J, 2008,

pags. 88-90).

2.6.2.14 Ensayo de Kedde

El ensayo reconoce en un extracto alcoholico la presencia de glicdsidos cardiotdnicos
el ensayo partioé de una alicuota del extracto al cual se le agregd 1 ml del reactivo
Kedde y se dejé en reposo de 5 a 10 minutos, una vez concluido el tiempo de reposo
si la mezcla desarrolla una coloracion violeta se considera un ensayo positivo misma
que persiste durante aproximadamente 2 horas, Las soluciones deben estar separadas
y en el momento preciso que se vaya a realizar el ensayo se mezclan (Martinez

Martinez, 2001, pag. 15).
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2.6.2.15 Ensayo de Antocianidinas

Para reconocer la presencia de flavonoides en el extracto alcoholico se calentaron 2
ml del extracto alcoholico por un periodo de 10 minutos junto con 1 ml de acido
clorhidrico concentrado, concluidos los 10 minutos se dejo que se enfrie para
posteriormente adicionar 1 ml de agua destilada junto con 2 ml de alcohol amilico, se
agitdo homogéneamente la mezcla y se dejo separar ambas fases, si el extracto vegetal
contiene flavonoides, éste tiende a tornarse de color rojo o marron (Migdalia, 2002,

pags. 43-48).

En todos los ensayos realizados se tom6 una alicuota de 2 ml, efectuando el proceso

por duplicado ya que son dos concentraciones tanto de 25 como de 50%.

2.7 Evaluacion de la actividad antimicética

Para la presente investigacion se utilizaron cuatro cepas ATCC distintas:
Trichophyton rubrum ATCC 28188, Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533,
Microsporum canis ATCC 36299 y Candida albicans ATCC 10231. Previo al
proceso de activacion de las cepas se prepararon dos tipos de medios de cultivo,
medio semisélido Sabouraud Dextrose Agar (SDA) y medio liquido Tryptic Soy

Broth (TSB).

2.7.1 Activacion de cepas fungicas

En condiciones estériles, se retird la envoltura de las cepas, y se extrajo de la misma
el tubo que contiene la cepa liofilizada, se presiond la parte superior de la ampolla de
tal manera que se fragmenté la envoltura para que pueda ser liberado el liquido de
hidratacion, el cual descendio hasta la pastilla, y pasé a mezclarse hasta empapar al

hisopo. Seguido de este proceso se extrajo el hisopo conteniendo a la cepa fungica
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ATCC hidratada e inmediatamente se procedié a realizar la siembra respectiva en
medio SDA, la siembra se realiz6 mediante una técnica de plateado, de modo que el
indculo abarque toda el area del agar, cada hisopo rinde hasta 4 cajas madre. El
hisopo no se debe desechar ya que puede aun contener rezagos de microorganismo
por lo cual se depositd en un tubo con medio TSB y junto con las cajas ya sembradas
se trasladd a incubacion. La incubacion se realiz6 a una temperatura de 26°C. La
vida uatil que pueden tener esta cepas liofilizadas KWIK — STIK ™ es
aproximadamente de 10 a 24 meses, pero teniendo en cuenta que se deben mantener

en refrigeracion (MicroBioLogics, 2011).

Para el proceso de activacion de las cepas a partir de perlas conservadas, se parte de
la misma manera que el procedimiento anterior, Unicamente difiere su conservacion
ya gue estas cepas se encontraban congeladas, para lo cual mediante el uso de agujas
estériles se tomd una perla, la cual se frota de la misma manera que el anterior
proceso sembrando de manera circular hasta completar toda la caja y trasladar a

incubacion en las mismas condiciones aerobias a una temperatura de 26°C.

2.7.2 Preparacion del inoculo
Teniendo en cuenta que los hongos con los cuales se trabajo son tanto unicelulares
(Candida albicans) como filamentosos (Trichophyton rubrum, Microsporum canis y

Trichophyton mentagrophytes) parten dos metodologias distintas.

2.7.3 Conteo de hongos filamentosos
Una vez alcanzada la cantidad de biomasa de aproximadamente 2 g por caja, con una
aguja estéril se tomd generosamente la biomasa y se colocé en un tubo de ensayo con

agua destilada estéril, el volumen de agua destilada va a depender de la cantidad de
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medio preparado para cada hongo filamentoso, conteniendo la cantidad suficiente de
microorganismo en el tubo se trasladé al vortex, en el cual permanecié 10 minutos
aproximadamente, mientras tanto se realizé una limpieza minuciosa de la camara de
Neubauer con alcohol y posteriormente se secd y se ubicé el cubreobjetos sobre el
mismo, mediante el uso de una micropipeta automatica se procedié a colocar 10 pl
de suspension de las esporas en la camara, seguidamente se observa al microscopio
utilizando un aumento de 40x, una vez enfocadas las esporas se inicié el conteo de
las mismas teniendo en cuenta la ubicacidén de los cuadrantes principales que la
camara contiene, de tal manera que se contaron Unicamente los cuadrados de los
cuatro angulos y del centro, pero también se contaron las esporas que tocaban la
primera de las cuatro lineas que circundan el cuadrado, el conteo se realizo en diez
cuadrados, distribuidos cinco arriba y cinco abajo (Cafiedo & Ames, 2004, pags. 41—

42).

Cantidad de esporas por mililitro

Ezporas

- numero de esporas contadas x 100000 x factor de dilucion

Teniendo en cuenta:

NUmero de esporas contadas: nimero de esporas cuantificadas en los cinco

cuadrados de la cdmara de Neubauer.

Factor de dilucion: agua destilada

100000: volumen de la camara de Neubauer expresado en 1ml, se considera el area

por la profundidad.
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Numero total de esporas

esporas .
esporas totales = —l x Vsuspension
m

V. suspension: representa el volumen inicial de suspension de las esporas

2.7.4 Conteo de células: Espectrofotdmetro

El procedimiento se aplicd unicamente con Candida albicans para lo cual se realizd
un proceso previo de siembra; de una caja madre se tomé una cantidad suficiente de
biomasa de Candida albicans, se realizd una resiembra en una caja con medio SDA,
esta levadura tiene un crecimiento muy acelerado y mucho mas si se encuentra en
condiciones propicias, esto es: temperatura éptima de 25°C, con una humedad del
90% y un pH é&cido entre 4 y 5, es por esto que pasadas 24 horas se obtuvo una
cantidad suficiente de levadura, el siguiente procedimiento se realizd con el uso de
un asa, recolectando la cantidad suficiente de levadura se trasladé a medio TSB, la
técnica menciona que se debe colocar en incubacién durante 18 horas en condiciones
aerobias con una temperatura de 25°C (Técnica Overnigth), pasadas las 18 horas se
observa un precipitado de la levadura en el fondo del tubo con medio TSB, se realiz6
un proceso de centrifugado a 2000 rpm para evitar la pérdida de células microbianas;
en condiciones estériles se desecha el sobrenadante tratando de que no se pierda el
precipitado con la levadura, se llend en el mismo tubo cierta cantidad de suero
fisioldgico estéril para posteriormente pasar al vortex, luego de tener un inéculo muy
concentrado (turbio) se trasladd nuevamente a otro tubo méas grande gque contenia
suero fisiolégico estéril y se colocd al vortex, el indculo ya homogenizado se ubico
en una celda para espectrofotdbmetro para después colocar en el mismo. La lectura se

realizd hasta llegar a la absorbancia requerida (0,20) a una longitud de onda de 655
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nm lo cual representa una concentracion de inoculo de 1 x 10% hasta llegar a los

valores de absorbancia deseados (Mosquera & Veloz Vera, 2011, pag. 33).

2.7.5 Meétodo de siembra

Inicialmente se realiza la preparacion del inoculo en funcién a la cantidad de cajas
que se va a sembrar, realizando un raspado del hongo y mezclandolo con agua
destilada estéril. Para el proceso de siembra se coloca 1ml de in6culo del hongo en
cajas petri estériles desechables, despues se afiade 19 — 24 ml de medio de cultivo
SDA estéril, llevado a una temperatura de entre 28 — 47°C, esta temperatura
garantizara su crecimiento en el medio de cultivo. Este procedimiento permite que el
hongo colocado en el indculo crezca de manera homogénea en la caja petri
(Vandevenne, 1997, pag. 60). Sin embargo al momento de realizar la siembra se
modificd la técnica, lo que se hizo fue afiadir el indculo completo en el frasco Boeco
con el medio de cultivo (SDA), a una temperatura de 50°C aproximadamente, y se

dispensd en cajas petri vacias y estériles.

2.7.6 Siembra en placa por estriado Candida albicans

Se colocaron 25ml de medio de cultivo (SDA) estéril en cajas petri elaboradas de un
material desechable y estériles, se dej6 gelificar, con la parte superior de la caja petri
abierta, para evitar la condensaciéon del vapor. Con ayuda de la micropipeta se
afiadieron 1000pl en cada caja, con un hisopo previamente esterilizado y pesado se
realiz6 un estriado homogéneamente cubriendo toda la caja (Guadix, 2006, pag.

290).
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2.7.7 Meétodo Kirby — Bauer

Una vez inoculada la cepa ATCC de Candida albicans en el medio de cultivo se
colocaron 4 discos en forma de cruz, en dos de ellos se colocaron 8ul de las
diferentes diluciones del extracto una frente a la otra y en el otro disco se coloco
DMSO considerado como un control negativo, y finalmente como control positivo se
utilizé un disco que contenia el antibidtico comercial que es Fluconazol (Ruiz, 2005,
pag. 119). Se dejd en incubacion de 24 a 48 horas a una temperatura de 25°C. El
procedimiento se realizd por quintuplicado y la lectura se inici6 a las 24 horas a
razon de que Candida albicans tiene caracteristicas de desarrollo similares a las
bacterias y su fase exponencial es muy corta llegando al punto mas alto de su

crecimiento entre las 24 y 48 horas.

2.7.8 Meétodo modificado de Kirby — Bauer en pozos de agar

El método inicia con el agar ya gelificado, una variante al método empleado con
Kirby Bauer el cual consiste en realizar pozos o pocillos usando la punta libre de
una pipeta Pasteur en donde se colocaron 50ul de las concentraciones de las
diluciones de los extractos, también se colocé el control positivo Clotrimazol a una
concentracion del 1% vy el control negativo alcohol al 90%. Se llevé a incubacién a
una temperatura de 25°C de 5 a 10 dias (Toribio M. , 2007, pag. 47). El
procedimiento se realiz6 por quintuplicado y la lectura se inicié desde las 72 horas

con un calibrador digital.

2.8 Analisis estadistico de varianza de una via
El andlisis de varianza comUnmente conocida como Anova, se trata de un método

que permite contrastar medias de dos 0 mas grupos planteados, esto busca detectar
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diferencias entre las dos. Se fundamenta basicamente en el estudio de las varianzas

(Yanez P., 2010, pags. 58 - 60).
Software empleado

e Programa Statistix 10.0 General ONE WAY AOQV.
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Resultados y discusion

3.1 Rendimiento del extracto blando de la mosquera (Croton elegans)

De acuerdo a la ecuacion para la determinacion del rendimiento se obtuvo un

porcentaje final de 3,19%.

3.2 Control de calidad

3.2.1 Andlisis organoléptico

Tabla 3.

Analisis organoléptico

Parametros Descripcion

Color Verde oscuro
Olor Resinoso
Textura Blanda
Apariencia Adherente

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015
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3.3 Tamizaje Fitoquimico

Tabla 4.

Resultados de tamizaje fitoquimico

aVoO w1 K-10]0 O C (a

Catequinas Catequinas + +
Resinas Resinas + +
Fehling Azucares reductores - +
Baljet Lactonas + +
Espuma Saponinas - -
Cloruro férrico Fenoles y taninos - -
Ninhidrina Aminoéacidos - -
Borntrager Quinonas + +
Shinoda Flavonoides + +
Kedde Cardenolidos - -
Antocianidina Antocianidinas - -
Dragendorff Alcaloides + +
Mayer Alcaloides + +
Wagner Alcaloides + +
Lieberman- Triterpenos /Esteroides + +
Buchard

Nota: ver Anexo 1-15; Elaborado por Guayasamin E., 2015

Durante el desarrollo de la investigacion se pudo determinar que de los quince
ensayos realizados nueve de ellos tuvieron resultados positivos en el caso del
extracto fluido al 25%, sin embargo los ensayos positivos de la concentracion al 50%
son mayores ya que se obtuvieron diez ensayos positivos, existiendo similitud con
otras investigaciones realizadas en donde se estudiaron 14 especies del género
Croton, de las cuales destacan ocho endémicas, los metabolitos que se encontraron
en mayor concentracion fueron los triterpenos/esteroles como principal compuesto
encontrado en el género, seguido de alcaloides, saponinas, aminas,
proantocianidinas, flavonoides y quinonas, estos Gltimos se encontraron en menor

concentracion en algunas especies (Payo Hill, Dominicis, Mayor, Oquendo, &
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Sarduy, 2001, pags. 203-204), en la mayoria de las especies del género Croton son

frecuentes los flavonoides, terpenos y alcaloides.

3.4 Analisis fisico quimico

3.4.1 Solidos totales

Tabla 5.

Sélidos totales de extracto fluido al 25% y 50%

Concentracion 25% Concentracién 50%
Crisol crisol con Crisol crisol con
vacio (g) extracto (g) vacio (g) extracto (Q)
repeticion1 19,4784 19,7104 21,7268 21,9789
repeticion 2 19,4783 19,7105 21,7267 21,9791
repeticion 3 19,4783 19,7104 21,7267 21,9791
Promedio 19,4783 19,7104 21,7267 21,979
Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

Sélidos totales al 25% = 4,642%
Sélidos totales al 50% = 5,046%

Teniendo en cuenta que los solidos totales abarcan la suma de todos los sélidos
suspendidos, sales disueltas, materia organica y cierta cantidad de metales y en base
a un estudio realizado con extracto fluido de Croton argenteus L. que es una especie
perteneciente al mismo género y familia de la planta usada en la presente
investigacion, se demostré que contiene un total de 7,28% de solidos totales a una
concentracion del extracto fluido del 30% (Moron Rodriguez, Victoria Amador,
Morejon Rodriguez, Martinez Guerra, Lopez Barreiro, & Fuentes Fiallo, 2006), en
tanto que Croton elegans contiene valores de 4,642% y 5,046% en concentraciones
de 25 y 50% respectivamente, lo que nos demuestra que existe una coherencia en los

resultados y aproximadamente la misma cantidad de materia solida en el extracto.
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3.4.2 Densidad relativa

Tabla 6.

Densidad relativa del extracto fluido a una concentracion del 25% y 50%

Concentracion 25%
Medicion Picnémetro Picnémetro Picnémetro

vacio (g)  conagua con extracto
destilada (g) fluido (g)
repeticion 1 12,7876 23,2424 21,5216
repeticion 2 12,7878 23,2421 21,5132
repeticion 3 12,7879 23,2423 21,5147
Promedio 12,7878 23,2423 21,5165

Concentracion 50%

Medicion Picnémetro Picnémetro  Picndémetro
vacio (g)  conagua con extracto
destilada () fluido (g)

repeticion 1 12,7880 23,2426 21,5219
repeticion 2 12,7883 23,2428 21,5135
repeticion 3 12,7901 23,2431 21,5139
Promedio 12,7888 23,2428 21,5164

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

De acuerdo con la ecuacidon usada para la determinacién de densidad relativa se

obtuvieron:

Densidad relativa del extracto fluido a una concentracién del 25% = 0,8349

Densidad relativa del extracto fluido a una concentracién del 50% = 0,8348

La densidad es una de las caracteristicas fisicas que define a una sustancia, por lo

tanto los valores gque se obtuvieron son especificos de la planta estudiada.
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3.4.3 Indice de refraccion y concentracion de azlcares
Tabla 7.

indice de refraccion y grados Brix del extracto fluido al 25% y 50%

indice de refraccion Grados Brix
Concentracion 25% 50% 25% 50%
repeticion 1 1,366 1,369 repeticion 1 21,50 23,00
repeticion 2 1,366 1,369 repeticion 2 21,50 23,00
repeticion 3 1,366 1,369 repeticion 3 21,50 23,00
Promedio 1,366 1,369 Promedio 21,50 23,00

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

Los valores obtenidos se asemejan a investigaciones realizadas previamente como se
menciona en un estudio realizado sobre la evaluacion preclinica de efectos
farmacoldgicos de interés sobre ratones, utilizando extracto fluido de Croton
argenteus L. y se obtuvieron resultados parcialmente similares al presente estudio
puesto que el valor obtenido del indice de refraccion fue de 1,3574 (Mordn
Rodriguez, Victoria Amador, Morején Rodriguez, Martinez Guerra, Lopez Barreiro,
& Fuentes Fiallo, 2006), mientras que Croton elegans para ambas concentraciones de
los extractos tienen un valor de 1,366 para el extracto fluido al 25% y 1,369 para el
extracto fluido al 50%, por lo cual se tienen ciertas semejanzas entre las especies del
género Croton. Los valores obtenidos de azlcares disueltos en la presente

investigacion fueron de 21,5% y 23% para 25% Yy 50% respectivamente.

3.4.4 Determinacion de pH
Tabla 8.

Determinacion de pH del extracto fluido

Concentracién de Concentracién de
extracto fluido 25%  extracto fluido 50%
repeticion 1 6,22 5,65
repeticion 2 6,00 5,70
repeticion 3 6,25 5,69
promedio 6,16 5,68

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015
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Los distintos valores obtenidos difieren respecto a la concentracion de los extractos,
sin embargo ambas concentraciones tienden a ser ligeramente acidas, en el caso del
extracto con una concentracion del 50% se aleja mas del punto neutro adquiriendo un
valor de 5,68, los metabolitos secundarios que dieron positivo en el tamizaje
fitoquimico pueden estar relacionados estrechamente con los valores de pH
obtenidos ya que para la concentracion del 50% se obtuvieron mas ensayos positivos,
en tanto que el extracto al 25% se acerca mas al punto neutro por la misma razon, los

componentes en su estructura alteran significativamente el pH.

3.5 Evaluacion de la actividad antimicética
Los resultados obtenidos de los microorganismos utilizados se determinaron
mediante los halos de inhibicion observados en las placas, teniendo en cuenta que se
realizaron cinco repeticiones por cada cepa fungica, de los cuales deriva un blanco
positivo, que es el producto comercial fluconazol para levaduras y clotrimazol al 1%
para hongos filamentosos, un control negativo para el extracto fluido que se uso fue
alcohol al 90%, y finalmente las respectivas concentraciones de los extractos tanto

blando como fluido.
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3.5.1 Halos de inhibicion frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188

Tabla 9.

Halos de inhibicion de Trichophyton rubrum ATCC 28188 frente al extracto fluido
del 25% y 50% (Anexo 17)

25% 50%

Repeticion  Halos (mm) Repeticiones Halos (mm)
CAJA 1 11,85 CAJA 1l 12,90
CAJA 2 11,00 CAJA 2 13,25
CAJA3 11,45 CAJA3 14,80
CAJA 4 11,90 CAJA 4 14,35
CAJA 5 12,35 CAJAS 13,30

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

Tabla 10.

Halos de inhibicion de Trichophyton rubrum ATCC 28188 frente al control positivo

(Clotrimazol)

Medicion 1 (mm) Medicion 2 (mm) Promedio (mm)
37,60 37,20 37,40
33,10 32,20 32,65
38,00 38,60 38,30
34,29 36,20 35,20
34,40 35,70 35,05

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

3.5.2 Halos de inhibicion frente a Microsporum canis ATCC 36299

Tabla 11.

Halos de inhibicion de Microsporum canis ATCC 36299 frente al extracto fluido de
25% y 50% (Anexo 18)

Repeticiones Halos (mm) Repeticiones  Halos (mm)
CAJA1 7,85 CAJA 1 16,35
CAJA 2 8,60 CAJA 2 12,45
CAJA3 10,75 CAJA3 14,70
CAJA 4 12,35 CAJA 4 8,65
CAJAS 8,30 CAJA 5 14,00

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015
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Tabla 12.

Halos de inhibicion de Microsporum canis ATCC 36299 frente al control positivo

(Clotrimazol)

Medicién 1 Medicion 2 (mm) Promedio (mm)
33,90 35,40 34,65
27,70 27,40 27,55
31,50 30,10 30,80
34,70 35,60 35,15
34,60 37,70 36,15

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

3.5.3 Halos de inhibicion frente a Candida albicans ATCC 10231

Tabla 13.

Halos de inhibicion de Candida albicans ATCC 10231 frente al extracto fluido de
25% y 50% (Anexo 16)

25% 50%

Repeticiones Halos Repeticiones Halos
(mm) (mm)

CAJA1 6,0 CAJA 1 6,2

CAJA 2 6,2 CAJA 2 6,0

CAJA3 6,2 CAJA3 6,3

CAJA 4 6,1 CAJA 4 6.0

CAJAS 6,0 CAJA 5 6,1

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

Tabla 14.

Halos de inhibicion de Candida albicans ATCC 10231 frente al control positivo

(Clotrimazol)

Medicion 1 (mm) Medicion 2 (mm) Promedio (mm)
28,50 30,10 29,30
25,40 28,90 27,15
26,70 30,20 28,45
29.50 30.00 30,00
31,10 29,70 30,40

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015
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3.5.4 Halos de inhibicion frente a Trichophyton mentagrophytes ATCC
9533

Tabla 15.

Halos de inhibicién de Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 frente al extracto
fluido de 25% y 50% (Anexo 19)

25% 50%

Repeticiones Halos Repeticiones Halos
(mm) (mm)

CAJA 1 8,60 CAJA 1 10,10
CAJA 2 8,60 CAJA 2 12,50
CAJA3 9,30 CAJA3 13,45
CAJA 4 9,30 CAJA 4 10,05
CAJAS 8,60 CAJAS 13,55

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

Tabla 16.

Halos de inhibicion de Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 frente al control

positivo (Clotrimazol)

Medicion 1(mm) Medicion 2(mm) Promedio (mm)
49,30 43,00 10,00
47,20 47,00 10,90
51,10 48,80 13,40
53,30 49,30 51,30
47,80 46,70 47,25

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

Las tablas representan los valores promedios finales de cada grupo de datos de halos
inhibitorios en funcion con la concentracion del extracto fluido que en el presente
caso determinado por 25 y 50%, se tomd en cuenta de la misma manera el didmetro
de inhibicion del control positivo, sin embargo no se colocé el valor del control
negativo que en el presente caso es alcohol al 90%, el cual no presentd valor

inhibitorio alguno.
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3.6 Inhibicion relativa
Al usar el programa estadistico se tomd en cuenta que a los valores inhibitorios
obtenidos se les debe calcular un porcentaje de inhibicion relativa correspondiente a
cada cepa utilizada por lo que los resultados calculados obtuvieron los siguientes

valores:

Tabla 17.

Halos de inhibicion: porcentaje de inhibicion relativa

Halos de inhibicién relativa (mm)

Concentraciones 25% 50% Clotrimazol Alcohol
(+) )

Trichophyton rubrum ATCC 32,78 38,41 35,72 6,00
28188

Microsporum canis ATCC 29,12 40,26 32,86 6,00
36299

Candida albicans ATCC 20,99 20,99 29,06 6,00
10231

Trichophyton mentagrophytes 33,42 44,90 26,57 6,00
ATCC 9533

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

Los valores calculados demuestran que no todas las cepas tienen la misma
sensibilidad al extracto, siendo la menos resistente Trichophyton mentagrophytes
ATCC 9533, seguido de Trichophyton rubrum ATCC 28188 continuando con
Microsporum canis ATCC 36299 y finalmente Candida albicans ATCC 10231 que
tiene una mayor resistencia al extracto. Al realizar la comparacion con los halos del
producto comercial se establece una diferencia poco significativa en cuanto a su
eficacia, lo que confirma que su accion es igual de efectiva que un medicamento

comercial.
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3.7 Analisis estadistico: Varianza de una via (ANOVA)

3.7.1 Croton elegans frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188

Tabla 18.

Anélisis de varianza para Trichophyton rubrum ATCC 28188

ANOVA una via para : Extracto 25%, Extracto 50%

Grados de | Suma de Media Valor
Fuente libertad |cuadrados | cuadrética |significativo| Valor p
Entre muestras 1 10.1002 | 10.1002 22.0 0.0016
Dentro de muestras 8 3.6700 0.4587
Total 9 13.7702
Media general 12.715
Coeficiente de variacion 5.33

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

3.7.2 Croton elegans frente a Microsporum canis ATCC 36299

Tabla 19.

Anélisis de varianza para Microsporum canis ATCC 36299

ANOVA una via para : Extracto 25%, Extracto 50%

Grados de | Suma de Media Valor
Fuente libertad | cuadrados | cuadrética |significativo| Valor p
Entre muestras 1 33.4890 33.4890 5.50 0.0470
Dentro de muestras 8 48.7060 6.0883
Total 9 82.1950
Media general 11.400
Coeficiente de variacion 21.64

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

53




3.7.3 Croton elegans frente a Candida albicans ATCC 10231

Tabla 20.

Analisis de varianza para Candida albicans ATCC 10231

ANOVA una via para : Extracto 25%, Extracto 50%
Grados de | Suma de Media Valor
Fuente libertad | cuadrados | cuadrética | significativo | Valor p
Entre muestras 1 0.00100 | 0.00100 0.07 0.7924
Dentro de muestras 8 0.10800 | 0.01350
Total 9 0.10900
Media general 6.1100
Coeficiente de variacion 1.90

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

3.7.4 Croton elegans frente a Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533

Tabla 21.

Anadlisis de varianza para Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533

ANOVA una via para : Extracto 25%, Extracto 50%
Grados de | Suma de Media Valor
Fuente libertad | cuadrados | cuadratica | significativo | Valor p
Entre muestras 1 23.2562 | 23.2562 14.6 0.0051
Dentro de muestras 8 12.7310 1.5914
Total 9 35.9872
Media general 10.405
Coeficiente de variacion 12.12

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

El estudio estadistico establece la relacion existente entre las concentraciones
aplicadas a cada cepa fungica y el grado de inhibicion de dicho extracto para cada
microorganismo, por lo que el programa utilizado arrojé variados datos, y de ellos se
obtuvo que la cepa fungica Candida albicans ATCC 10231 no presenta actividad

relevante puesto que su valor probabilistico de p es mayor a 0,05 (a=0,05), y
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mediante las hipotesis planteadas se establecio finalmente la hipotesis nula (Hn) la
cual menciona que el extracto de la planta mosquera (Croton elegans) no presenta
actividad antimicotica frente a Candida albicans ATCC 10231, sin embargo las
demas cepas obtuvieron un valor de p mucho menor al probabilistico lo que
demuestra que el extracto presenta actividad antimicOtica, es decir se aplica la
Hipdtesis alternativa que indica que si existe una actividad antimicética en la planta
para microorganismos fungicos filamentosos, de este modo es necesario el uso del
analisis estadistico de Tukey puesto que los valores consignados representan valores
menores a 0,05, por el contrario un estudio realizado con Croton abutiloides frente a
Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton rubrum no reportd potencial
antimicético alguno, se utilizaron varios solventes extractivos en la investigacion con
Croton abutiloides siendo éstos compuestos organicos: hexano, acetato de etilo y
metanol, mucho tienen que ver los solventes utilizados para los extractos ya que
pueden bloquear la actividad antimicotica y alterar los resultados (Quituisaca

Carrillo, 2015, pags. 52-54).

3.7.5 Andlisis probabilistico Tukey para Trichophyton rubrum ATCC
28188

Tabla 22.

Anadlisis de Tukey para Trichophyton rubrum ATCC 28188

Pruebas de comparacion por parejas
Variable Media Grupos homogéneos
Extracto 50% 13.720 A
Extracto 25% 11.710 B
Alfa 0.05 Error estandar | 0.4284
Valor critico Q | 3.263 Valor critico | 0.9882

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015
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3.7.6  Anadlisis probabilistico Tukey para Microsporum canis ATCC
36299

Tabla 23.

Analisis de Tukey para Microsporum canis ATCC 36299

Pruebas de comparacion por parejas
Variable Media Grupos homogéneos
Extracto 50% 95.700 A
Extracto 25% 13.230 B
Alfa 0.05 Error estandar | 15.605
Valor criticoQ | 3.263 Valor critico | 36.002

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

3.7.7 Andlisis probabilistico Tukey para Trichophyton mentagrophytes
ATCC 9533

Tabla 24.

Anadlisis de Tukey para Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533

Pruebas de comparacion por parejas

Variable Media Grupos homogéneos
Extracto 50% 88.800 A

Extracto 25% 11.930 B

Alfa 0.05 | Error estandar 0.7978
Valor critico Q 3.263 | Valor critico 18.406

Nota: Elaborado por Guayasamin E., 2015

La prueba estadistica Tukey estableci6 que ambas concentraciones son
significativamente diferentes para cada cepa fungica, lo que demuestra que la
concentracion requerida para inhibir a los microorganismos es del 50%, sin embargo
el extracto a una concentracion del 25% logra también inhibicion sobre las cepas,
pero la opcién méas acertada para controlar un proceso fungico seria un extracto
fluido concentrado.

56



Conclusiones
La etnoboténica del Ecuador congrega a numerosas especies vegetales, que en su
gran mayoria no han sido investigadas ni descritas taxonomicamente y que tienen
numerosas propiedades medicinales; el presente estudio demuestra que Croton
elegans tiene actividad antimicética sobre los hongos filamentosos utilizados en la
presente investigacion (Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, Microsporum
canis ATCC 36299 y Trichophyton rubrum ATCC 28188), y por el contrario no tiene

la capacidad inhibitoria para levaduras como Candida albicans ATCC 10231.

Mediante el extracto obtenido en ambas concentraciones (25% y 50%), se demostrd
la existencia de mas principios activos presentes a una mayor concentracion (50%),
mientras que para una concentracion mas diluida se reduce la presencia de los
mismos, los ensayos positivos que tuvieron en comin ambas concentraciones fueron:
catequinas, resinas, lactonas, quinonas, flavonoides, alcaloides y triterpenos, siendo
éstos Ultimos caracteristicos del género Croton, sin embargo no todas las especies

pertenecientes a éste género tienen actividad antimicotica.

Los resultados estadisticos demostraron que una vez conocida la actividad
antimicotica de la planta se establecié que ambas concentraciones utilizadas no
tuvieron la misma eficacia para inhibir a las cepas patdgenas, siendo la de mas
concentracion (50%) la que inhibe un area mayor del microorganismo. También se
obtuvo extracto blando de la misma especie vegetal con la diferencia que éste tuvo
actividad totalmente nula por lo que no se presentan datos al respecto, lo que
posiblemente pudo deberse al disolvente utilizado (DMSO), ya que pudo bloguear la

actividad antimicotica de algun componente de la planta al ser combinados.
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Recomendaciones
Al ser un pais considerado como megadiverso se deberian ampliar los enfoques
educativos hacia plantas endemicas o plantas que no se hayan estudiado previamente,

y de esta manera no ser tan dependientes de la medicina moderna.

Para proximas investigaciones se deberian utilizar diferentes cepas bacterianas o
diferentes cepas fungicas con el fin de analizar en qué tipo de microorganismos es

viable aplicar los extractos de la droga vegetal de la misma planta.

Para el proceso de activacion de las cepas y la obtencion del material fangico,
especificamente el caso de Microsporum canis, de no existir la cantidad suficiente de
esporas, se lo debe exponer a condiciones de estrés microbiano para incrementar la
fase logaritmica de crecimiento, de esta forma podra acelerar el desarrollo de su

proceso reproductivo y producir mayor esporas a un menor tiempo.
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Tamizaje Fitoquimico de extracto fluido de Croton elegans a concentraciones de

25% y 50%

Anexo 1. Ensayo catequinas

Anexos

Anexo 2. Ensayo resinas

Fuente: Guayasamin E., 2015

Anexo 3. Ensayo azUcares
reductores
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Fuente: Guayasamin E., 2015

Fuente: Guayasamin E., 2015

Anexo 4. Ensayo lactonas
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Fuente: Guayasamin E., 2015
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Anexo 5. Saponinas

Fuente: Guaysn E., 2015

Anexo 7. Ensayo aminoacidos

Fuente: Guayasamin E., 2015

Anexo 9. Ensayo Flavonoides
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Fuente: Guayasamin E., 2015
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Anexo 6. Ensayo fenoles y taninos

Fuente: Guayasmi E., 2015

Anexo 8. Ensayo quinonas

Fuente: Guayasamin E., 2015

Anexo 10. Ensayo cardendlidos

Fuente: Guayasamin E., 2015




Anexo 11. Ensayo Antocianidina

Fuente: Guayasamin E., 2015

Anexo 12. Ensayo alcaloides

Dragendorff
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Fuente: Guayasamin E., 2015

Anexo 13. Ensayo alcaloides
Mayer
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Fuente: Guayasamin E., 2015

Anexo 14. Ensayo alcaloides
Wagner

Fuente: Guayasamin E., 2015

Anexo 15. Ensayo

triterpenos/esteroides

Fuente: Guayasamin E., 2015
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Halos inhibitorios de las cuatro diferentes cepas fungicas a dos concentraciones:

25% y 50%

Anexo 16.Halos de inhibicion de
Candida albicans ATCC 10231 frente a
Croton elegans

Fuente: Guayasamin E., 2015

Anexo 17. Halos de inhibicion de
Trichophyton rubrum ATCC 28188
frente a Croton elegans

Fuente: Guayasamin E., 2015

Anexo 18. Halos de inhibicion de
Microsporum canis ATCC 36299 frente
a Croton elegans

Fuente: Guayasamin E., 2015

Anexo 19. Halos de inhibicion de
Trichophyton mentagrophytes ATCC
9533 frente a Croton elegans

Fuente: Guayasamin E., 2015
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Certificacion de la planta mosquera (Croton elegans)

Anexo 20. Certificacién de Croton elegans

Quito, 08 de Mayo del 2015

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION

El espécimen examinado corresponden a:

Croton elegans Kunth

« Clase: Equisetopsida C. Agardh

« Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.

« Superorden: Rosanae Takht.

o Orden: Malpighiales Juss. ex Bercht. & J. Presl
o Familia: Euphorbiaceae Juss.

¢ Género: Croton L.

« Especie: elegans Kunth

¢ Nombre comiin: mosquera

Alvgto ¥ Pérez Castafieda ~~
giospermas Herbario QCA

Fuente: Herbario Universidad Catélica de Quito, 2015
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