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RESUMEN

La especie Croton conduplicatus Kunth (Euphorbiaceae) reportada en este estudio
por primera vez para el departamento de Sucre-Colombia; Es utilizada en el
tratamiento de las afecciones respiratorias e hipoglucemiante. El presente trabajo de
investigacion describe los resultados obtenidos del estudio fitoquimico y biologico de
las hojas secas de esta especie, de la cual se identificaron por cromatografia de
gases acoplado a masa compuestos tipo alcaloides aporfinicos: Pronuciferina
(C19H21NO3), Dihidroamuronina (Ci9H2sNO3) y Amuronina (Ci9H23NOs3) eficientes
para el control de larvas del vector trasmisor del virus dengue, chikunguya y zika,
Aedes aegypti, con una concentracion letal media (CLso) de 1910.098 pg/mL, 320.99
pHg/mL en el extracto total en etanol y la fraccibn metandlica, respectivamente, e
isoquinolicos: Xiloponina (C21H2sNO4) 'y un derivado de la Hemiargenina
(C27H27NO4); De igual manera fueron identificados terpenos como: cariofileno,
stigmastan-3,5-dieno y [-sitosterol. Ademas, la actividad antioxidante de esta
especie fue determinada por el método de atrapamiento del radical libre 2,2-
Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) y el sistema de oxidacion [-caroteno-acido
linoléico cuyos resultados indican que podria ser usado como una fuente de

busqueda de nuevos antioxidantes.

Palabras claves: larvas, antioxidante, radical libre, terpenos, alcaloides.



ABSTRACT

The species Croton conduplicatus Kunth (Euphorbiaceae) reported in this study for
the first time for the Department of Sucre-Colombia; it is used in the treatment of
respiratory conditions and hypoglycemic. The present research work describes the
results of the phytochemical study and biological leaves dry of this species, which
were identified by gas chromatography mass composite type aporphine alkaloids:
Pronuciferine  (Ci9H2:NO3), Dihidroamuronine (Ci19H2sNO3) and Amuronine
(C19H23NO3) efficient control of larvae of vector transmitter of the virus dengue,
chikunguya and zika, Aedes aegypti, with a median lethal concentration (LCso) of
1910.098 pg/mL, 320.99 pg/mL in the total extract in ethanol and the methanolic
fraction, respectively. And isoquinoline alkaloids: Xyloponina (C21H2sNOa4) y un
derivado de la Hemiargenina (C27H27NOa); In the same way terpenes were identified
as: caryophyllene, stigmastan-3, 5-diene and [B-sitosterol. Likewise, the antioxidant
activity of this species was determined by the method of free radical scavenging 2,2-
Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) and the oxidation system [(-carotene-linoleic acid

whose results indicate that could be used as a source of antioxidants new search.

Key words: larvae, antioxidant, free radical, terpenes, alkaloids.
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INTRODUCCION

Las plantas han sido utilizadas por el hombre desde la antigiiedad para un gran
namero de aplicaciones como farmacos, pigmentos y sabores. Son la principal
fuente de diversidad quimica en la elaboracién de medicamentos. Sin embargo, A
pesar de la intensa investigacion de la flora terrestre, se estima que solo el 5-15%
de las especies de plantas superiores han sido investigadas sistematica, quimica y
farmacolégicamente (Macias et al., 2007; Newman et al., 2015; Ren et al., 2013). En
el departamento de sucre se presenta una diversidad floristica que tradicionalmente
tiene una estrecha relacion con sus pobladores desde el punto de vista alimentario,
industrial y medicinal. Es el caso de la familia Euphorbiaceae, en la que se
encuentran metabolitos secundarios de tipo alcaloide, terpenoides y compuestos
fendlicos con marcada actividad biologica; dentro de esta familia se encuentra la
especie en de estudio Croton conduplicatus kunth, abundante y comun en nuestra
region, utilizada tradicionalmente para tratar afecciones respiratorias, y como
hipoglucemiante, corroborado con las encuestas etnofarcoldgica realizadas por el
semillero de investigacion en productos naturales de la Universidad de Sucre
(Fuentes et al., 2014; Carpio et al., 2014). La quimica del género Croton muestra la
presencia de monoterpenos, diterpenos, triterpenos y alcaloides de tipo morfinicos;
por lo que en la siguiente investigacibn nos proyectamos a determinar la
composicién quimica, actividad larvicida y antioxidante del extracto total en etanol

de las hojas secas de Croton conduplicatus Kunth.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo General

v

Determinar la composicion quimica, la actividad larvicida sobre Aedes aegypti
y evaluacion antioxidante del extracto total en etanol de las hojas secas de

Croton conduplicatus Kunth.

1.2. Objetivo Especifico

v

Recolectar y Clasificar taxonomicamente la especie en estudio.

Determinar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en el

extracto total de las hojas secas de la especie Croton conduplicatus Kunth.

Estimar la toxicidad del extracto total de las hojas secas de la especie Croton

conduplicatus Kunth.

Identificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en las
fracciones del extracto total de las hojas secas de la especie Croton

conduplicatus Kunth.

Realizar la actividad larvicida del extracto en etanol de las hojas secas de

Croton conduplicatus Kunth Frente a larvas de Aedes aegypti.

Evaluar la actividad antioxidante del extracto en etanol de las hojas secas de

Croton conduplicatus Kunth.
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v' Comprobar estadisticamente la significancia biolégica de los resultados

obtenidos.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades y distribucidén geografica de la familia Euphorbiaceae

Es la sexta familia mas diversa entre las Angiospermas, después de las
Orchidaceae, Compositae, Leguminosae, Gramineae y Rubiaceae. Presenta cinco
subfamilias, 49 tribus, 317 géneros y cerca de 8100 especies, con distribucion
tropical y subtropical, la mayoria de taxones crece en zonas bajas, aunque unas
pocas especies pueden alcanzar los 4000 m de altitud (Webster, 1994). Estan
ampliamente distribuidas en todas las regiones naturales de Colombia,
principalmente en la region andina (210 especies), de las cuales 83 son exclusivas
para esta regién, seguida de la regién amazdnica con 129 especies, (71 exclusivas),
la regidén caribe con 114 especies (36 exclusivas), la regién pacifica con 110
especies (14 exclusivas) y la Orinoquia con 88 especies (9 exclusivas), siendo los
géneros Croton (16 especies.) y Acalypha (6 especies.) con mas especies

endémicas (Murillo, 2004).

2.2. Descripcion botéanica de la familia Euphorbiaceae

Esta familia se caracteriza por presentar latex o exudado coloreado y estipulas de
diversas formas; las hojas son simples, espiraladamente dispuestas y so6lo en
algunas especies son opuestas; generalmente presentan glandulas de diversas
formas en la lamina y a veces sobre el peciolo. Las flores generalmente estan
dispuestas en inflorescencias muy variadas; presentandose en algunas especies
una estructura que se conoce como ciatio. Las flores son unisexuales y
generalmente apétalas; el ovario es supero, sincarpico y en la mayoria de géneros

formado por tres carpelos, que contienen uno o dos évulos. El fruto es una capsula
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esquizocarpica con dehiscencia explosiva; que deja una columela central, y sélo se
presentan drupas en muy pocas especies. La semilla tiene un rafe muy notorio y
generalmente presenta caruncula o arilo (Murillo, 2004). Esta familia es sumamente
importante, ya que muchos de sus miembros se cultivan para su uso medicinal,

industrial, alimenticio y ornamental (Steinmann, 2002).

2.2.1. Caracteristicas quimicas

La quimica de esta familia se compone principalmente por triterpenoides,
flavonoides y alcaloides, pero también por la presencia de cumarinas, glucosidos
cianogénicos y taninos. Ademas, en géneros como Aleurites, Croton, Euphorbia,
Jatropa, Sapium, etc., se encuentran ciertas sustancias toxicas como esteres de
alcoholes diterpénicos, forbal, resiniferonol e ingenol que son irritantes de la piel

(Pascual, 1992).

2.2.2. Usos tradicionales

La familia Euphorbiaceae es considerada una fuente importante por el uso de sus
hierbas medicinales en el tratamiento de personas, a nivel veterinario y agricola
como son; antibacterial, antiviral, antifingico, nematicidas, insecticida,

antileismanico (Mwine & Van Damme, 2011).

2.3. Descripcion del género Croton

Comprende aproximadamente unas 1300 especies difundidas en las regiones
célidas del planeta, sobre todo en América del Sur y en Africa; es el género mas
grande de la subfamilia Crotonoideae (H.-H. Li et al., 2014; Queiroz et al., 2014;

Ravanelli et al., 2015; Suarez et al., 2013).
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El género Croton comprende desde hierbas a arboles, con muy variadas formas de
hojas, exudado coloreado, generalmente con glandulas en la base de la lamina y/o
sobre el peciolo, flores femeninas generalmente con pétalos reducidos o ausentes,
ovario generalmente tricarpelar, con un Ovulo por loculo. Estas caracteristicas
sumadas a la disposicion de las flores femeninas en la inflorescencia, al nimero de
partes del céliz, la divisién de los estilos y el grado de desarrollo de los sépalos
femeninos han servido para diferenciar las especies del género. Los tricomas en
estas especies estan definidos como estructuras con mas de cinco radios que
forman un fasciculo; cuando los radios estan en un solo plano, los tricomas reciben
el nombre de rotados, cuando se encuentran sobrepuestos en varios planos, sin que
el eje donde se insertan se alargue, se llaman multiangulados, si tienen un radio
central erecto son conocidos como porrectos y pueden ademas ser sésiles o
estipitados; si los radios se insertan a diferentes niveles sobre un eje alargado, el
tricoma es definido como dendritico o geminado (Gordillo & Matias, 2005). Otros
caracteres como las estipulas, el tipo de venacion, la forma de las hojas y las
glandulas no han sido considerados y representan elementos importantes en la

diferenciacion de las especies (Murillo-A, 1999).

2.3.1. Caracteristicas quimicas

Este género se caracteriza por contener en su mayoria sustancias tipo triterpenos,
flavonoides y alcaloides. También se ha registrado la presencia de otros metabolitos
como las cumarinas, glicésidos cianogénicos y taninos.(Pérez, 2014). como también
una gran variedad de diterpenos con esqueleto de labdano, kaurano, cleistantano,

crotofalano y clerodano (Suérez et al., 2013)
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2.3.2. Usos tradicionales

Se le atribuye variedades de usos tradicionales empleados en la medicina como:
Antidiabético y Antimalarica (Croton macrostachyus), Antiinflamatorio y ulcerativo
(C. celtidifolius), Anticonvulsivo (C. zambesicus), Tratamiento del cancer e
inflamaciones (C. lechleri), Antimalarico (C. leptostachyus), Propiedades anti -HIV-1
(C. tiglium), Enfermedades venéreas, diurético, antiofidico (C. antisphiliticus),
Antiséptico (C. bonplandiarus), Antimalarico (C. candatus) Hipotensor (C. glabellus),
carcinogénicos e irritantes (C. tiglium, C. rhamnifolius, C. sparciflorus) (Vegas,

2010).

2.4. Descripcion de Croton conduplicatus Kunth

Arbusto de 1 a 2 metros de altura, Hojas oblongas a ovadas, de 4 a 8 cm de largo
por 2 a 6 cm de ancho, Venacion pinnada, apice agudo mucronado, mucrén piloso
al menos por la cara abaxial, cara adaxial de la lamina con tricomas estrellado-
porrectos; un par de glandulas peciolares en posicién adaxial, globulares, caedizas,
inconspicuas, < 0.5 mm diametro, tricomas del tallo amarillo claro a dorado, flores
pequefias, blancas y arométicas, pistilos largos, el fruto es capsular (tricoco) y en

forma de globo (Lujan, Ledn, & Riina, 2015).

2.4.1. Caracteristicas quimicas

Son pocos los estudios realizados en esta especie de Croton, por lo cual se han
encontrado algunos reportes sobre composicion quimica como la presencia de
derivados del forbol (Stuart & Barrett, 1969) y aceites esenciales, entre los cuales se

reportan 1,8 cineol, a y B pineno; como monoterpenos mayoritarios de las hojas y
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corteza, respectivamente (da Silva Almeida et al., 2015; Medeiros et al., 2014;

Craveiro et al., 1980).

2.4.2. Usos tradicionales

Encuestas etnoboténicas realizadas en el departamento de Sucre por el grupo de
investigacion en productos naturales de la Universidad de Sucre (fuentes et al.,
2014; Carpio et al., 2014) muestran que esta especie de Croton es usada en la
medicina tradicional para tratar afecciones respiratorias, hipoglucemiante,

problemas estomacales, entre otros usos.

2.5. Clasificacion taxonémica de Aedes aegypti

Imagen 1: Clasificacién taxonémica de Aedes aegypti

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecto
Orden: Diptera
Familia: Culicidae

Subfamilia: culicinae

Género: Aedes ’
Subgénero: Stegomyia Fuente: Los autores

Especie: aegypti. (Linnaeus 1972)

2.6. Descripcion del mosquito

Aedes aegypti Linnaeus, 1762 una de las principales especies de mosquitos en el
area urbana es originaria de Africa, se encuentra distribuida y adaptada a las
regiones tropicales y subtropicales del mundo, y es considerado como el principal

transmisor de diferentes arbovirosis como son: la fiebre amarilla, el dengue y
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dengue hemorragico ademas de constituir molestia publica (Marquetti, 2007). Este
mosquito, de origen africano, fue introducido en América a principios de siglo. Es
una especie diseminada por el hombre por medio del transporte de sus adultos,
huevos, larvas o ninfas en barcos, aviones o transportes terrestres. Sus habitos son
netamente antropdfilos y domeésticos, con radicacion de criaderos en la vivienda
humana o en sus alrededores (Montero, 2009). Una de las caracteristicas que lo
distingue de otras especies de mosquito es su gran plasticidad ecoldgica, con la
cual ha desarrollado una increible habilidad de colonizar recipientes artificiales como
lugares de cria, siendo frecuentes, los neumaticos y llantas, las vasijas de agua de
los animales domésticos, las latas, los floreros, las macetas, los pomos, los canales
de techos tupidos y cualquier objeto que pueda retener agua y que no esté rodeado
de tierra. Algunos recipientes son mas atractivos que otros para estos mosquitos. A
las hembras les atrae los recipientes de colores oscuros con boca ancha y que se

encuentran a la sombra (Balta Ledn, 1997).

2.6.1. Distribucion geogréfica

Se distribuye en forma permanente entre los 35° de latitud norte y 35° de latitud sur
pero puede extenderse hasta los 45° norte y hasta los 40° sur, la altitud promedio en
donde se encuentra es por debajo de los 1.200 metros, aunque se ha registrado en
alturas de alrededor de los 2.400 metros sobre el nivel del mar (Eiman, Introini, &

Ripoll, 2010).

2.6.2. Ciclo de vida de Aedes aegypti

El ciclo de vida del mosquito Aedes aegypti esta comprendido por huevo, cuatro

estadios larvales, uno de pupa y adulto.
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Imagen 2: Ciclo de vida de Aedes aegypti
A

\ Ciclo biologico
™ Aedes aegypti

Fuente: Los autores

2.6.2.1. El huevo

Los huevos, menores a un milimetro de largo, son inicialmente de color blanco, para
tornarse negros con el desarrollo del embrién, que evoluciona en Optimas
condiciones de temperatura y humedad en un lapso de 2 a 3 dias. Con posterioridad
a ese periodo, los huevos son capaces de resistir desecacién y temperaturas
extremas con sobrevidas de siete meses a un afio. La mayor parte de cada postura
es de eclosién rapida, mientras un porcentaje reducido constituye los llamados
huevos resistentes, inactivos o residuales, capaces de largas sobrevida (Agrelo,
1996). Bajo estas condiciones la larva permanece en estado de diapausa hasta
tener contacto con el agua, de nuevo al disminuir el suministro de oxigeno

atmosfeérico, se activa y emerge del cascaron (Icaza, 2003).
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2.6.2.2 Lalarva

La fase larvaria consta de tres fases: Fase acudtica, de alimentacion y de
crecimiento. La larva se divide en cabeza, térax y nueve segmentos abdominales; el
segmento posterior y anal tienen cuatro branquias lobuladas; un sifon respiratorio
corto por el cual respira y se mantiene en la superficie casi vertical. Posee cuatro
espinas toracicas, dos a cada lado. El octavo segmento con una hilera de siete a
doce dientes formando el peine y sifbn con el pecten. Tiene un movimiento
serpenteante y fotofobia (C. Cabezas, 2005). Su desarrollo se completa en
condiciones favorables de nutriciébn y con temperaturas de 25 a 29 °C, en 5 a 7 dias,
estando dotadas de movimientos caracteristicos verticales, entre fondo y superficie,
Son incapaces de resistir temperaturas inferiores a 10 °C, superiores a 44° 0 46°C

impidiéndose a menos de 13°C su pasaje a estadio pupal (Agrelo, 1996).

2.6.2.3. La pupa

En esta fase el organismo no se alimenta y su funcion es la metamorfosis de larva a
adulto. Se mueve rapidamente ante un estimulo y cuando estan inactivas flotan en
la superficie. Trompeta respiratoria corta y con un solo pelo en el borde de la paleta
natatoria. En la base del abdomen tiene un par de aletas o remos que le sirven para
nadar (C. Cabezas, 2005). Entre 28° y 32°C, completa su desarrollo hasta la
emergencia del adulto en 1 a 3 dias, aunque las variaciones extremas de

temperatura pueden retardar este periodo (Agrelo, 1996).
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2.6.2.4. El adulto

En esta dltima fase las hembras se distinguen de los anofelinos por tener palpos
mas cortos y por adoptar una posicion horizontal durante el reposo. Se caracteriza
por tener un abdomen agudo. Es de color negro con manchas blancas y plateadas
en diferentes partes del cuerpo. En el térax (mesonoto) tiene un dibujo caracteristico
con franjas claras a manera de lira (C. Cabezas, 2005). El cuerpo del adulto es
pequefio, menor de 5 mm de longitud, antenas con numerosos artejos, alas
delgadas con venas en diferente proporcion ornamentadas por escamas; la
proboscis de la hembra estd adaptada para chupar sangre. Tienen definida la regién
cefalica, toracica y abdominal, poseen exoesqueleto de quitina con escleritos (Icaza,

2003).

2.6.3. Biologia de Aedes aegypti

Aedes aegypti es un mosquito huidizo y silencioso, de habitos diurnos, que reposa
habitualmente sobre superficies oscuras y pica preferentemente durante las uUltimas
horas del atardecer y las primeras del amanecer (Eiman et al., 2010). Las hembras
son hematoéfagas, se alimentan de sangre humana o de los animales domésticos
gue detectan por estimulos visuales, movimientos, tamafo, olor, humedad,
temperatura, concentracion de COg2, entre otros (Icaza, 2003). Por otra parte los
machos se alimentan del néctar de las plantas, sustancias azucaradas y exudados
de frutos, a partir de las cuales obtienen la energia que necesitan para volar hasta
encontrarse con las hembras de su especie y aparearse (Rossi & Almirdn, 2004). La
dispersion de vuelo es muy limitada. Por lo general una hembra adulta no sobrepasa

los 50 m de distancia de vuelo durante su vida, mientras que los machos tienen un
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rango de menos dispersion. Se ha demostrado que una hembra gravida puede volar
hasta 3 km en busca de un lugar para poner sus huevos si no encuentra cerca sitios

apropiados (Nelson, 1986).

3.6.4. Control del vector Aedes aegypti

Mundialmente, Aedes aegypti es una de las mas importantes especies de
mosquitos en lo que se refiere a la transmision de enfermedades virales, El dengue,
fiebre del dengue hemorragico, la fiebre amarilla y el chikunguya que causan
grandes impactos en la salud publica (Rey & Lounibos, 2015). La propagacion de
estas enfermedades se ven influenciada por factores sociales, como el crecimiento
de las poblaciones humanas, los cambios de habitos en el uso de agua doméstica,
la carencia de politicas en salud publica, y la carencia de fuentes humanas y
financieras para implementar medidas de control eficientes (Ardila et al., 2013).
Actualmente, los métodos de prevencion de estas enfermedades se basan
principalmente en el control vectorial mediante la utilizacibn de insecticidas
(adulticidas y larvicidas) y la eliminacion manual de criaderos con la finalidad de
reducir la picadura del mosquito, mantener la poblacion del mosquito en densidades
aceptables, minimizar el contacto mosquito-vertebrado y reducir la longevidad de los

mosquitos hembra (Quimbayo et al., 2014).

En cuanto a los insecticidas, se ha demostrado que es un método eficaz, sin
embargo, los reportes en las Ultimas décadas sobre la resistencia adquirida por este
vector ha conllevado a la busqueda de nuevos recursos que no causen dafios al
medio ambiente y a la salud humana. La resistencia a estos insecticidas ha sido
objeto de multiples estudios, no solo por ser un ejemplo interesante de adaptabilidad

de los insectos, sino porque es el principal motivo que favorece la transmision de
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muchas enfermedades (Bisset, 2002; Silva et al., 2008). En Colombia las principales
clases de insecticidas utilizados para el control de este mosquito son: Los
Piretroides (Permetrina, Deltametrina, Resmetrina, Cipermetrina y Ciflutrina) para la
eliminacion del mosquito adulto y Organofosforados tales como Malathion,
Fenitrotion y temefds, éste Ultimo es utilizado para la eliminacion de larvas. Estos
insecticidas sintéticos por sus efectos téxicos, forman radicales libres, ocasionando

estrés oxidativo y por consiguiente dafios celulares.

2.7. Radicales libres y estrés oxidativo

Los radicales libres son atomos, moléculas o iones con electrones desapareados
(Atrous et al.,, 2015; Gopalakrishnan et al., 2013), son altamente inestables y
reaccionan con otras moléculas. Derivan de tres elementos: oxigeno, nitrégeno y
azufre, creando asi especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de
nitrégeno (RNS) y especies reactivas de azufre (RSS). ROS incluyen radicales libres
como el anién superoxido (O2), radical hidroperéxido (HO2), radical hidroxilo (OH), el
oxido nitrico (NO), y otras especies como el perdxido de hidrégeno (H202), oxigeno
molecular (O2), acido hipocloroso (HOCI) y peroxinitrito (ONOO). RNS derivan de
NO por reaccion con Oz, y la formacion de ONOO-. RSS se forman facilmente por la

reaccion de ROS con tioles (Carocho & Ferreira, 2013; EI-Bahr, 2013).

Los sitios de formacion de radicales libres abarcan todos los componentes celulares,
incluyendo las mitocondrias, los lisosomas, peroxisomas, reticulo endoplasmico,
membrana plasmatica y sitios dentro del citosol (Rao et al., 2011). Siendo la
mitocondria es el principal organulo celular responsable de la produccién de
radicales libre; Generando ATP a través de una serie de procesos de fosforilacién

oxidativa (Rahal et al., 2014).
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Los radicales libres también son generados por factores como la contaminacion
ambiental, la exposicion a radiaciones ionizantes, el tabaco, los medicamentos, los
aditivos quimicos en alimentos procesados y algunos xenobioticos como pesticidas,

herbicidas y fungicidas (Maldonado et al., 2010; Rao et al., 2011).

En situaciones de estrés, la prolongada exposicion a oxidantes exdgenos Yy
enddgenos en el cuerpo pueden producir especies reactivas de oxigeno, (Por
ejemplo, los radicales anion superéxido, radicales hidroxilo y peréxido de
hidrogeno). Cuando un exceso de radicales libres se forma, puede causar
destruccion de enzimas tales como superéxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx), y catalasa, generando asi efectos letales en las células por la
oxidacion de lipidos, proteinas, DNA y enzimas (Krishnaiah et al., 2011); el exceso
de estos radicales libre induce al estrés oxidativo lo cual estd asociado con muchas
enfermedades degenerativas, incluyendo envejecimiento, cancer, enfermedades
cardiovasculares, cerebrovasculares y antimutagénicas, Alzheimer, Diabetes

Mellitas, entre otras (El-Bahr, 2013; Pisoschi & Pop, 2015).

2.7.1. Antioxidantes

Los organismos vivos tienen diversos mecanismos para actuar contra el estrés
oxidativo mediante la produccién de antioxidantes; que son sustancias que a bajas
concentraciones retrasa la oxidacion de proteinas, carbohidratos, lipidos y DNA.
(Sindhi et al., 2013). El papel de los antioxidantes es neutralizar el exceso de
radicales libres, proteger las células contra los efectos téxicos y contribuir a la

prevencion de enfermedades (Rao et al., 2011).

Se pueden clasifican en:
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Antioxidantes enzimaticos (enddgenos): superdxido dismutasa (SOD),
glutatién peroxidasa (GPx), y catalasa.
Il. Antioxidantes no enzimaticos: Antioxidantes metabdlicos (enddgenos)
glutatién, L-arginina, coenzima Q10, melatonina, acido urico.
Los antioxidantes exdgenos forman parte de los antioxidantes no enzimaticos, estos
no pueden ser sintetizados por nuestro organismo y se encuentran en numerosas
plantas, verduras y frutas. La mayoria de los antioxidantes naturales estan
presentes como compuestos vegetales, tales como metabolitos secundarios y otros
productos, entre los mas destacados se incluyen la vitamina C, vitamina E y

carotenos (R. Cabezas et al., 2015).

2.7.1.1. Vitamina C: se cree que es el mas importante de los antioxidantes
hidrofilos, siendo eficaz en el atrapamiento de radicales libres superdxido, hidroxilos,

especies reactivas de nitrdgeno y oxigeno molecular (Oroian & Escriche, 2015).

Figura 1: Estructura de la vitamina C
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Fuente: Oroian & Escriche, 2015

2.7.1.2. Vitamina E: El término vitamina E se refiere a un grupo de compuestos

guimicos (tocoferoles y tocotrienoles). Es el principal antioxidante liposoluble en los
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seres humanos y actla a través de dos mecanismos principales: como donadores y

aceptores de electrones. (Oroian & Escriche, 2015).

Figura 2: estructura del a tocoferol
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2.7.1.3. Carotenoides: Los carotenoides desempefian una serie de funciones en la
prevencion contra diversos trastornos de salud, incluido el cancer, enfermedades
cardiovasculares y posiblemente enfermedades metabdlicas. Entre los carotenoides
se encuentra el B-caroteno que es uno de los antioxidantes mas potentes, siendo
capaz de bloquear el oxigeno singlete e inhibir la oxidacién de lipidos. (Oroian &

Escriche, 2015).

Figura 3: Estructura del B-caroteno
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Fuente: Oroian & Escriche, 2015
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2.8. Cromatografia

La cromatografia es un método fisico para la separacion e identificacion de los
componentes en una mezcla. El principio basico es que los componentes de una
mezcla tienen diferentes tendencias para adsorber sobre una superficie o disolver
en un disolvente. Existen varios tipos de cromatografia actualmente en uso:
cromatografia en papel; cromatografia capa fina; cromatografia de gases (GC);
cromatografia liquida; cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC);
cromatografia de intercambio idnico; y cromatografia de filtracién en gel. Todos los
métodos cromatogréaficos requieren una parte estatica (la fase estacionaria) y una
parte movil (la fase modvil). Las técnicas se basan en una de los siguientes
fendmenos: la adsorcion; particion y de intercambio i6nico (The Royal Society of

Chemistry, 2015).

2.8.1. Cromatografia en columna

Es una técnica de separacién en la que el lecho estacionario esta dentro de un tubo.
Las particulas de la fase estacionaria solida, o del soporte recubierto con la fase
estacionaria liquida, pueden llenar el volumen interno del tubo (columna rellena), o
concentrarse sobre o a lo largo de la pared interna del tubo, dejando un camino
abierto sin restriccién, en la parte media, por el que circula la fase movil (Ettre &

Vacas, 1995).

2.8.2. Cromatografia en fase normal

Es un procedimiento de elucién, en el cual la fase estacionaria es mas polar que la
fase movil. Este término se utiliza en cromatografia de liquidos para acentuar el

contraste con la cromatografia en fase inversa (Ettre & Vacas, 1995).
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2.8.3 Cromatografia en fase inversa

Es un procedimiento de elucion utilizado en cromatografia de liquidos, en el cual la
fase movil es significativamente méas polar que la fase estacionaria (Ettre & Vacas,

1995).

2.8.4. Cromatografia en capa delgada

La cromatografia de capa fina es similar a la cromatografia en papel, pero la fase
estacionaria es una capa delgada de un soélido tal como alimina o gel de silice
soportado en una base inerte de vidrio, papel de aluminio o de plastico insoluble

(The Royal Society of Chemistry, 2015).

2.8.5. Cromatografia de gases

Esta técnica utiliza un gas como fase mévil y la fase estacionaria puede ser un
sélido o un liquido no volatil. Si se utiliza una fase estacionaria sélida la técnica se
describe como cromatografia de adsorcién gas-solido, y si la fase estacionaria es un
liguido se llama cromatografia de particion gas-liquido. Este ultimo es la técnica mas
utilizada, pero en ambos casos la fase estacionaria se mantiene en una columna
estrecha en un horno y las particulas de fase estacionaria estan recubiertas en el

interior de la columna (The Royal Society of Chemistry, 2015).

2.8.6. Cromatografia liquida

La cromatografia liquida es similar a la cromatografia de gases, con la diferencia

gue utiliza un liquido en lugar de una fase movil gaseosa. La fase estacionaria es
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por lo general un sélido inerte tal como gel de silice, alimina o celulosa apoyado en

una columna de vidrio (The Royal Society of Chemistry, 2015).

2.8.7. Cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)

GC-MS es una técnica instrumental por el cual mezclas complejas de compuestos
organicos volatiles, pueden ser separados, identificados y, si es necesario,
cuantificados. Los compuestos analizados por CG-MS deben ser suficientemente
volatiles y térmicamente estables. La Deteccion MS permite la determinacion de
masas moleculares de los compuestos y la elucidacidén de su estructura. Este altimo,
se puede deducir a partir de patrones especificos de fragmentaciéon que los
compuestos organicos muestran al bombardeo con electrones rapidos en una fuente
de iones MS. Este tipo de ionizacion se denomina impacto electrénico (El), en las
gue moléculas de la muestra pierden un electrén dando como resultado un ion
molecular (M *. Cation radical). Debido a la alta cantidad de energia (70 eV)
impactada al ion molecular se producen fragmentos mas pequefios con
abundancias relativas particulares que proporcionan una "huella digital" para esa
estructura molecular. El uso de bases de datos proporciona informacién que ayuda
a identificar compuestos de interés y apoya la elucidacién estructural de

componentes desconocidos (Chen et al., 2013; Hinrichs, 2015; D.-X. Li et al., 2015).

2.8.8. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Se deriva de la cromatografia en columna clasica y es una de las herramientas mas
importantes de la quimica analitica hoy en dia. La muestra es inyectada en una
columna de un material poroso (fase estacionaria) y un liquido (fase movil) se
bombea a alta presién a través de la columna. La separacion de la muestra se basa

en las diferencias en las tasas de migracion a través de la columna. La elucion de
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los diferentes componentes se lleva a cabo dependiendo del comportamiento de
particion y el tiempo de retencion. La cromatografia liquida de alta resolucién es
mas versatil que la cromatografia de gases ya que la eleccion de las fases movil y
estacionaria es mas ancha y no se limita a las muestras volatiles y térmicamente

estables (Gupta et al.,2012).
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3. SECCION EXPERIMENTAL

Esta investigacion es de tipo experimental, la cual presenta tres requisitos

fundamentales:

v" Manipulacién de una o mas variables independientes.
v" Medicion del efecto de la variable independiente sobre la variable dependiente.

v Validacion interna de la situacion experimental.

3.1. Recoleccion del material vegetal

El material vegetal fué colectado en el municipio de Buenavista, Departamento de
Sucre, (Colombia). Ubicado en las coordenadas 9°19°11” N y 74°58°18” W. Todo el
material vegetal colectado, fue secado a la sombra a temperatura y humedad
ambientes. Tres ejemplares con flores, se ubicaron sobre papel periddico con
abundante etanol al 70%, éstos fueron prensados para su posterior identificacion

taxondmica en el Herbario Nacional de Colombia.

3.2. Obtencién del extracto

Se molieron y se tamizaron 200 gramos de hojas secas, se sometieron a extraccion
por percolacién con etanol absoluto durante 8 dias, almacenados en un recipiente
de vidrio protegido de la luz. El extracto fue filtrado y concentrado a presion reducida
en rotaevaporador del laboratorio de productos naturales de la Universidad de

Sucre.
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3.3. Determinacion cualitativa de metabolitos primarios

3.3.1. Deteccién de celulosa: se colocaron 3 mg de la droga en polvo sobre un
portaobjetos. Luego se adicionaron 2 gotas de solucion de cloruro de zinc yodado,
se dej6 reposar 2 minutos y se le agregd 1 gota de yodo (0.1 mol/L), se removio el
exceso de reactivo con una tira de papel filtro y se agregd 1 gota de H2SO4 60%. Se
observé al microscopio. La presencia de colores del azul al violeta se considera

prueba positiva.

3.3.2. Deteccion de granos de aleurona: Se colocaron 3 mg de la droga en polvo
sobre un portaobjetos. Luego se adicionaron 3 gotas de solucion de yodo/etanol.
Los granulos de aleurona se observan de color amarillo-café o café con un tamario

promedio entre 10-20 um.

3.3.3. Deteccion de lipidos y aceites esenciales: se colocaron 2 mg de la droga
en polvo sobre un portaobjetos. Se le adiciond 3 gotas de solucion de Sudan Il y se
dej6 actuar durante 3 minutos y se lavé con etanol 70 %. Los lipidos aparecen

como gotas de aceite de color rojo.

3.4. Reconocimiento de metabolitos secundarios

Al extracto total en etanol se le realizé pruebas colorimétricas y/o precipitacion
(tamizaje fitoquimico) segun la metodologia seguida por (de Ugaz, 1994) con

modificaciones en el laboratorio de productos naturales de la Universidad de Sucre.

3.4.1. Ensayo para flavonoides (Shinoda): se adiciono 0.5 mL del extracto total en
etanol en un vial limpio, se adicioné limadura de Mg, sujetando el tubo con una

pinza, se agrego cuidadosamente por la pared del tubo unas gotas de HCI al 37%.
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La aparicion de colores desde el naranja al violeta se considera prueba positiva para

flavonoides

3.4.2. Ensayo para compuestos fenolicos (FeCls): se adiciond 1.0 mL del extracto
total en etanol en un vial limpio, se adicion6 una gota de FeCls al 1 % en agua y
posteriormente se agitd. La aparicion de coloraciones Violetas, Verdes, Azules u
oscuras se considera prueba positiva.

3.4.3. Ensayo para Taninos (Gelatina-Sal): se adicion6 1.0 mL del extracto en
etanol en un vial limpio, y posteriormente se le agregaron 1.0 mL de solucién de
gelatina-sal al 2% en agua. La formacion de precipitado se considera prueba
positiva.

3.4.4. Ensayo para triterpenoides y/o Esteroles (Liebermanm-Burchard): se
adicion6 0.5 mL de fraccion cloroférmica en un vial limpio, posteriormente se agrego
0.5 mL de anhidrido acético y luego se agregé una gota de &acido sulfdrico
concentrado por la pared del tubo. Se considera prueba positiva la coloracion
violeta, verde o azul.

3.4.5. Ensayo para Alcaloides: En 5 viales se adicionaron 0.5 mL del extracto
acidulado, posteriormente a cada uno se le agregaron 5 gotas de los reactivos de
Dragendorff, Erlyc, Wagner, Hager y Meyer respectivamente. La formacién de
precipitado, turbidez o cambio de color se considera positiva.

3.4.6. Ensayo para saponinas: se adicion0 1 mL del extracto total en etanol diluido
en agua en un vial y se agité vigorosamente durante 30 segundos. Se considera
positiva la presencia de una capa espumosa que permanezca durante dos minutos.
3.4.7. Prueba para la deteccion de cardioténicos y lactonas a, B insaturadas:

se adicion6 1 mL de fraccion cloroformica en un vial y se agregaron 0.5 mL de
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reactivo de Kedde. La aparicion de coloracion violeta o parpura se considera prueba

positiva de la existencia de cardiotonicos en la muestra.

3.5. Determinacion cuantitativa de metabolitos secundarios mayoritarios

3.5.1. Cromatografia en columna

Se fraccionaron cinco gramos del extracto total en etanol con solventes de alta,
mediana y baja polaridad en una columna cromatogréfica de vidrio, (80 cm de largo
por 6 cm de didmetro) usando RP-18 como adsorbente. Las fracciones recogidas
fueron concentradas y luego monitoreadas en cromatografia en capa delgada fase

inversa.

3.5.2. Cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS)

Se tomaron 10mg en un vial ependorf de cada fraccion, los cuales se disolvieron en
1mL de metanol, luego se introdujeron en un bafio ultrasonido por 20 minutos,
después de este tiempo, fueron trasladadas a una centrifuga durante quince minutos
a 10000 rpm y en bafio refrigerante a -4 °C, con el objetivo de limpiar las muestras.
Se tomo el sobrenadante y se filtr6 con acrodiscos PVDF 0,22 um; para ser
analizadas en un cromatografo de gases acoplado a masas (GC-MS) marca Agilent
Technologies 6890N con columna capilar DB-5MS de 60 m x 0.25 mm x 0.25 ym,
usando Helio (99.999 %) como gas de arrastre, con un flujo constante de 1.0
mL/min, volumen de inyeccién de 2 pL, inyector Split ratio de 30.1:1, temperatura

inicial de 250 °C, maxima de 325 °C y un detector MSD.
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3.6. Bioensayo de toxicidad en Artemia salina

3.6.1. Preparacion del montaje

Se colocaron a eclosionar 0.5 g de huevos de Artemia salina en agua de mar
artificial, manteniendo un pH 7 y una temperatura de 26°C. Se evaluaron
concentraciones de 1000, 500, 100, 10, 1, y 0.5 pg/mL; partiendo de una solucion
madre de 10000 pg/mL del extracto tota en etanol, usando dimetilsulfoxido (DMSO)
como vehiculo. Se realizaron tres replicas por cada concentracion en viales de 10
mL previamente esterilizados. Cada unidad experimental constd de 10 nauplios de
Artemia salina, 50 pyL de alimento (levadura), y volimenes de 500 pL, 250 pL, 50 L,
5 uL, 0.5 pL y 0.25 pL del extracto total para cada concentracion respectivamente, y
completando con agua de mar artificial un volumen de 5000 pL por vial. El

tratamiento control consistié de 125 L de dimetilsulfoxido (DMSO).

Asi mismo, se procedi6é a trabajar con la fraccion metandlica y la fraccion en éter
etilico. Todo esto basado en la metodologia propuesta por (Mendez & Meneses,

2014) con modificaciones en el laboratorio de productos naturales.

3.7. Evaluacién de la actividad larvicida sobre Aedes aegypti

La evaluacién de la actividad larvicida en Aedes aegypti se realizé en el area de
bioensayos del laboratorio de investigaciones en Productos Naturales Universidad
Sucre, siguiendo parametros establecidos por la (WHO, 2005), tales como: Espacio
aséptico, control de entrada y salida de insectos, temperaturas entre 25- 28 °C, una
adecuada iluminacion que permiti6 establecer fotoperiodo de 12 h luz/ 12 h

oscuridad y humedad relativa entre los 70 y 80 %.
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3.7.1. Obtencioén de larvas

Durante este procedimiento se colectaron larvas del vector en campo obtenidas de
las albercas, tanques o aguas estancadas presentes en las viviendas del barrio
Puerta Roja con reportes de casos de dengue en Sincelejo-Sucre. De manera
simultédnea a los residentes se les informo acerca de las formas de como impedir el

desarrollo de éste vector.

Se colectaron larvas de tercer y cuarto estadio de Aedes aegypti usando pipetas de
succion, las larvas fueron almacenadas en frascos de vidrio rotulados vy
transportadas en neveras de icopor para evitar el aumento de la temperatura y su
deterioro. Las larvas colectadas fueron llevadas al laboratorio de Productos
Naturales de la Universidad de Sucre, donde luego de ser traspasadas a recipientes
amplios con agua limpia libre de cloro, se procedié a su identificacion taxonémica
segun las claves e ilustraciones de (Rueda, 2004). Posteriormente se dejaron pasar
al estado de pupa, para luego ser introducidas en jaulas de 30x30x30 cm en donde
pasaron a la fase adulta. La hembra fué alimentada con sangre de hamster y el

macho con soluciéon azucarada.

Después de haber obtenido una cantidad suficiente de huevecillos, se colocaron a
eclosionar en recipientes de plastico, manteniendo unas condiciones de humedad y
temperatura controladas; 70-80% y 25-28°C, respectivamente. Las larvas fueron
alimentadas con comida para peces hasta pasar al estadio Ill, las cuales se

utilizaron para el bioensayo.
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3.7.2. Bioensayo de actividad larvicida

Se evaluaron concentraciones de 10, 100, 500, 1000 pg/mL del extracto total en
etanol de las hojas secas de la especie en estudio. Se colocaron en forma aleatoria
25 larvas en un recipiente con agua libre de cloro. El control positivo fué el larvicida
de referencia (Temefds a 1ppm), el control negativo (DMSO) no se le aplicd ningun
tratamiento. En todos los grupos testados, incluyendo sus controles positivos y
negativos, se hicieron repeticiones por triplicado. Todos los grupos estuvieron
sometidos a un rango de temperatura de 25 a 28°C y humedad relativa de 70 a 80%
sin ningun tipo de alimentacién. El protocolo seguido en este bioensayo fué el

planteado por (Mendez & Meneses, 2014).

3.8. Determinacion de la actividad antioxidante

La evaluacion de la actividad antioxidante se realizd en el area de espectroscopia
del laboratorio de investigacion en Productos Naturales Universidad Sucre,
utilizando un espectrofotometro UV marca Pharo 300 12410056 2.17-Merck-2.15.
Teniendo en cuenta las condiciones Optimas para ésta actividad tales como:

Espacio aséptico, oscuridad y temperatura entre 22 - 25°C.

3.8.1. Cinética de atrapamiento del radical DPPH

Se preparé una solucion metandlica de DPPH a 26 mg/mL protegida de la luz.
Luego se leyd contra un blanco (metanol) a 517 nm. La absorbancia de esta
solucion debe ser mayor a 0,700. Las soluciones metandlicas de los extractos
fueron preparadas a diversas concentraciones en un rango de 2-10 ug/mL. El patrén
utilizado fue el antioxidante comercial acido ascérbico (vitamina C). Posteriormente,

la reaccién se inicié agregando directamente en la cubeta de cuarzo 2925 puL de
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DPPH y 75 pL de muestra. Para cada muestra el blanco consistio en 2925 uL de
solucién DPPH y 75 pL de metanol. Se monitored la reaccién a 517 nm por un

minimo de 20 minutos hasta llegar al estado estacionario.

Para valorar la capacidad de atrapamiento del radical DPPH por parte de los
extractos se calculd el % DPPH remanente, la CEso (concentracion efectiva media) y
el % de atrapamiento, utilizando las siguientes formulas:

Ass

% DPPHom= (o

)x1oo

Ao-Ass
Ao

% Atrapamiento= ( )X 100

Dénde:
ASS= Absorbancia en el estado estacionario
AO= Absorbancia del grupo control

Para determinar la capacidad atrapadora del radical DPPH de los distintos extractos
se estandarizé la metodologia propuesta por (Pifia, 2011) las condiciones del

laboratorio de Productos Naturales Universidad de Sucre.

3.8.2. Método de la oxidacion linoléico-B-caroteno.

Se adicionaron 1500 pL de la solucion de B-caroteno en cloroformo (0.4 pg/mL),

previamente extraido de la corteza del fruto del pimenton en el laboratorio de
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Productos Naturales Universidad de Sucre, en un vial de vidrio. El cloroformo se
dej6é evaporar, al dia siguiente se agregaron 1500 uL de tween 20, 512 pL buffer
borato de sodio (pH 9), 50 uL de &cido linoléico, 128 pL de solucién de lipoxigenasa
de soja extraida la semilla de soya en los laboratorios de Productos Naturales y
Biomédicas de la Universidad Sucre, 512 pL del extracto total en etanol. Se leyo la
absorbancia, durante 10 min a 470 nm para asi calcular la actividad antirradicalaria
(AAO). De igual manera se procedié a trabajar con la fraccion metandlica y la
fraccion en éter etilico. Como patron se utilizé el antioxidante comercial reconocido,
acido ascorbico (vitamina C). Para esta actividad se estandariz6 la metodologia
propuesta por Medina (2009) y Medina (2012) a las condiciones del laboratorio de

Productos Naturales Universidad de Sucre.

Para el célculo de la actividad antioxidante se utilizo la siguiente ecuacion:

(A - Arp)

1_
(AS- AG)

% AOA=100 X

Doénde:
A%y: es la absorbancia de la muestra a 0 min
A% es la absorbancia del control a 0 min, A'm y Alc son las absorbancias del control

y de la muestra, respectivamente, para un tiempo de 20 min.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Clasificacién taxonomica de la especie en estudio

En el Herbario Nacional de Colombia se logré determinar que la especie en estudio
es Croton conduplicatus Kunth, identificada por el Bidlogo Sistematico José Murillo

Aldana, depositada con el nimero de coleccién 581515 (anexo A).

Imagen 3: Clasificacion taxonomica de Croton conduplicatus Kunth

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malphigiales
Familia: Euphorbiaceae

Género: Croton

Especie: Croton conduplicatuskunth

Fuente: Los autores

Poco estudiada en Colombia y otros paises de Latinoamérica, encontrdndose solo
cuatro reportes de la composicién quimica y actividad antioxidante de sus aceites
esenciales (Stuart & Barrett, 1969; Craveiro et al., 1980; da Silva Almeida et al.,
2015; Medeiros et al., 2014) Especie reportada por primera vez en el departamento
de Sucre y convirtiéndose este estudio en Colombia como el pionero en presentar la
composicién quimica, actividad larvicida y antioxidante del extracto total en etanol

de las hojas secas de Croton conduplicatus Kunth.
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4.2. Determinacion cualitativa de metabolitos primarios y secundarios

Los metabolitos primarios evaluados en las hojas de Croton conduplicatus Kunth se

encuentran registrados en la tabla. 1

Tabla 1: Determinacion cualitativa de metabolitos primarios de Croton conduplicatus
Kunth

Metabolitos Reactivos para Caracteristicas
; : i AL - - Resultados
primarios su identificacion | reaccidn positiva
cloruro de zinc
Celulosa yodado, yodo (0.1 | Colores desde el
mol/L), H2SOa4 azul al violeta +
60%,
Solucién de Coloracién
Granos aleurona yodo/etanol, amarillo-cafe.
trinitrofenol en +
etanol.
Lividos Sudan lllI, alcohol Gotas de color
P 70 %. rojo +
Carbohidratos Benedict Cambio de color +
Aminoécidos Ninihidrina Precipitado +

Fuente: Los autores

El tamizaje fitoquimico realizado al extracto en etanol de las hojas secas de Croton
conduplicatus Kunth muestra presencia de metabolitos secundarios tales como
alcaloides, terpenos, saponinas y taninos, ver tabla 2. Lo cual concuerda con lo
reportado por Payo (2003), Salatino (2007) y Medeiros (2012) en otras especies de

este género.
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Tabla 2: Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios de Croton

conduplicatus Kunth

. , Caracteristicas Resultados
Metabolitos Reactivos para s
secundarios su identificacion reaccion
positiva M.F M.S
Wagner - +
Dragendorf + +
Turbidez o " "
: Meyer precipitado. Por lo
Alcaloides o
Hager menos en un 50% 3 +
de las pruebas.
Erlyc B +
Erbman
Limaduras de Coloracion roja,
Flavonoides magnesio (Mg) y | naranja, o rosado
acido clorhidrico violeta. - _
. Acido clorhidrico L
Leucoantocianinas Coloracion roja _ _
concentrado.
. Hidroxido de .
Antocianinas sodio (NaOH) Cambio de color - -
NaOH 5%.
Quinonas Amoniaco 2% | Coloracion rosada
(NHs). Tolueno o a rojo intenso
benceno. - -
Anhidrido acético
(C2H202) Acido Coloracién azul,
Terpenos sulfarico violeta, roja o
concentrado verde. + +
(H2S0a4)
Tricloruro férrico .
Taninos (FeCls) al 10%. | Coloracion verde
_ oscura +
Gelatina-sal -
Cardendlidos Solucion de Color violeta _ +
kedded
o Permanencia de
. Agitacion .
Saponinas : espuma por mas
vigorosa : : + +
de cinco minutos

Fuente: Los autores.

M.F: material fresco; M.S: material seco.
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La presencia de estos metabolitos secundarios es comun en todas las especies de
Croton, pero su acumulacion en la planta esta relacionada con el habitat, dado que
dependiendo de ésta, van a presentar diferentes situaciones de estrés,
desencadenando la produccion en menor o mayor proporcion de determinados

metabolitos secundarios.

4.3 Identificaciéon de los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en
Croton conduplicatus Kunth

Por cromatografia en columna fase inversa de 5 gramos del extracto total en etanol,
se obtuvieron ocho fracciones en metanol (Fi1—Fs); tres en éter dietilico (Fo—F11) y

dos en bencina de petréleo (Fi2—Fu3).

Cada fraccibn metandlica fue monitoreada en cromatografia en capa delgada,
usando Rp-18 como absorbente y metanol como eluyente; posteriormente fue
revelada en una camara ultravioleta, observandose fluorescencia, indicando la
presencia de dobles enlaces conjugados. Las fracciones F2 y Fz mostraron
semejanza en su perfil cromatografico por lo que se procedié a juntarlas, para un
total de siete fracciones metandlica (F1i—F7). De igual manera se procedioé con las
fracciones en éter dietilico, donde se juntaron las fracciones Fio y Fi1 (rotuladas
como Fio); la fraccion Fo, por mostrar precipitado fué fraccionada por cromatografia
en columna fase normal, obteniendo 15 sub-fracciones, la cuales fueron
monitoreadas por cromatografia en capa delgada fase normal, donde las sub-
fracciones Sfi a Sfr por presentar un perfil cromatografico semejante fueron unidas
(rotuladas como Fs); de igual forma se procedio con las sub-fracciones Sfs a Sfis
(rotuladas como Fo). Las fracciones en bencina de petréleo fueron monitoreadas de

la misma forma y rotuladas como Faai.
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Todas las fracciones obtenidas (Tabla 3) fueron analizadas por cromatografia de
gases acoplada a masas, revelando la presencia de metabolitos secundarios tipo
alcaloides y terpenos, entre otras sustancias comdnmente encontradas en los
extractos vegetales (Chimona et al., 2013). Corroborando asi, el tamizaje fitoquimico
preliminar.

Tabla 3: Fracciones obtenidas del extracto total en etanol de las hojas secas de

Croton conduplicatus Kunth y su respectivo eluyente.

Fracciones
Metanol Eter dietilico Bencina de petréleo
Fi—F7 Fs—F10 Fi1

Fuente: Los autores

Los espectros de masa de las sustancias presentes en Croton conduplicatus Kunth
fueron comparados con las bases de datos NIST 05, wiley 7, Adams y por el analisis

de cada patron de fragmentacion con los datos disponible en la literatura

El espectro de masas (Figura 4) presenta un ion molecular de 311 (100) que al
aplicarle la regla del trece (McLafferty & Frantisek, 1993) se obtuvo la formula
molecular Ci9H21NOs, con 10 insaturaciones, con picos caracteristicos m/z
310(57.50) [M*-1]; 282(62,34) [M*-29]; 268(41,19) [M*-43]; y 253(20,24) [M*-58]; 152
(23.54) [M*159] correspondiente al alcaloide aporfinico Pronuciferina (anexo B)

reportado por Tomita et al. (1965).

El espectro de masas correspondiente al alcaloide aporfinico Amuronina (figura 6),
reportado en Croton flavens por Charris et al. (2000); presenta un ion molecular de

313 (64,72); que al emplear la regla del trece (McLafferty & Frantisek, 1993) se
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obtuvo la formula molecular C19H23NO3 con 9 insaturaciones, pico base 312(100)

[M*-1]; y fragmento caracteristico de 270 (78.95) [M*-42].

El espectro de masa (figura 8) correspondiente al alcaloide aporfinico
Dihidroamuronina identificado por Istatkova et al. (2007), presenta un ion molecular
de 315 (50.57); que al emplear la regla del trece (McLafferty & Frantisek, 1993) se
obtuvo la formula molecular Ci9H2sNO3 con 8 insaturaciones, pico base 314(100)

[M+-1]; 298(23.15) [M*-17]; 272 (48.89) [M*- 43]; 232 (43.54) [M*-83]

El espectro de masas (figura 10) correspondiente al alcaloide isoquinolinico
Xiloponina (anexo C), cuya presencia en el género Croton fue reportada por Wen
han et al. (2003), presenta un ion molecular m/z 355 (0,25); que al utilizar la regla
del trece (McLafferty & Frantisek, 1993) se obtuvo la formula molecular C21H2sNO4
con 10 insaturaciones. Ademas, patrones de fragmentacion 281(11,25) [M*-74]; 207

(25) [M*-148]; 85(37,5) [M*-270] y pico base de 57(100) [M*-298].

El espectro de masas (figura 11) correspondiente a un derivado del alcaloide
isoquinolinico Hemiargirina (anexo D), reportado en otras especies del género
Croton por Wen han et al. (2003) con un ion molecular de 429 (2.94); que al utilizar
la regla del trece (McLafferty & Frantisek, 1993) se obtuvo la formula molecular
C27H27NO4 con 15 insaturaciones y patrones de fragmentacion m/z 355 (7.37) [M*-
74]; 281 (38.23) [M*-148]; 85 (35.29) [M*-344]; 71 (55.88) [M*-358] y 57 (100) [M*-

372] como pico base.

También fue confirmada la presencia de terpenos reportados por Chabert et al.
(2006) De-Eknamku et al. (2003) en el género Croton como g-sitosterol (figura 12)
ion molecular de 414 (20,12); fragmentos m/z 81(41,32) [M*-333]; 41(41,17) [M*-

373]; 57(59,04) [M*-357] y pico base 43 (100) [M*-371] caracteristico.
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Stigmastan-3,5-dieno (figura 14), ion de 396(80,32); fragmentos m/z 81(69.44) [M*-
315]; 105(70.06) [M*-291]; 145(73.58) [M*-251]; 147(92.83) [M*-249]; 43(100) [M*-

353].

Cariofileno (figura 16) reportado por Rossi et al. (2013) en el género Croton con ion
molecular de 204 (2.18); fragmentos m/z 161(88.14) [M*-43]; 120(90.93) [M*-84];
105(82.14) [M*-99]; 93(90.51) [M*-111]; y un pico base caracteristico de 91(100)

[M*-113]. ().
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Figura 4: espectro de masa del alcaloide aporfinico Pronuciferina identificado por

cromatografia de gases acoplado a masa.
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Figura 5: analisis del espectro segun las bases de datos Nist, Wiley y Adams
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Figura 6: espectro de masa del alcaloide aporfinico Amuronina identificado por

cromatografia de gases acoplado a masa.
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Figura 7: andlisis del espectro de masa de Amuronina segun las bases de datos

Nist, Wiley y Adams.
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Figura 8: espectro de masa del alcaloide aporfinico Dihidroamuronina identificado

por cromatografia de gases acoplado a masa
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Figura 9: analisis del espectro de masa de Dihidroamuronina segun las bases de

datos Nist, Wiley.
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Figura 10: espectro de masa del alcaloide isoquinolinico Xiloponina identificado por

cromatografia de gases acoplado a masa.
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Figura 11: espectro de masa del alcaloide isoquinolinico derivado de Ila

Hemiargirina identificado por cromatografia de gases acoplado a masa.
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Figura 12: espectro de masa del B-sitosterol identificado por cromatografia de gases

acoplado
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Figura 13: analisis del espectro de masa de $-sitosterol segun las bases de datos

Nist, Wiley, y Adams.
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espectro de masa del Stigmastan-3,5-dieno identificado por

cromatografia de gases acoplado a masa.
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Figura 15: analisis del espectro de masa de Stigmastan-3,5-diene con las bases de

datos Nist, Wiley, Adams.
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Figura 16: espectro de masa del Cariofileno identificado por cromatografia de gases

acoplado a masa
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Figura 17: analisis del espectro de masa de Cariofileno con las bases de datos Nist,

Wiley, Adams
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Tabla 4: Sustancias presentes en la fraccibn metandlica del extracto total en etanol de las hojas secas de Croton
conduplicatus Kunth. Fuente: Los autores.

FRACCION METANOLICA
Normb Peso Tiempo de ) Confianza bases | Cantidad Ref .
ombre molecular retencion % Area de datos (%) (mg) eferencia
(g/mol) (min)
Amuronina 313.1677 26.568 86.52 98 8,652 Charris et aI., 2000
Pronuciferina 311.37 26.859 23.12 96 2.312 Tomita et al., 1965
. . Istatkova et al.,
Dihidroamuronina 315 25.779 10.31 94 1.031 2007
Cariofileno 204.187 10.338 5.97 99 0.597 Rossi et aI., 2013
acido n- 99 Chimona et al.,
Hexadecanoico 256.42 19.026 18.69 1.869 2013
99 Chimona et al.,
2-Octadecanona 268.276 19.026 18.69 1.869 2013
Metil octadeca-9,12- 99 Chimona et al.,
di ’ 294.255 20.915 5.29 0.529 2013
ienoato
_ Catalan et al.,
Fitol 296.30 20.792 23.58 o8 2.358 | 2003: Block, 2004




Tabla 5: Sustancias presentes en la fraccion de éter dietilico del extracto total en etanol de las hojas secas de croton

conduplicatus Kunth. Fuente: Los autores

FRACCION ETER DIETILICO
Nombre Peso Tiempo de . Confianza bases | Cantidad Referencia
molecular retencion % Area de datos (%) (mg)
(g/mol) (min)
Chabert et al., 2006;
B-sitosterol 414 33.256 11.75 98 1.175 De-Eknamku et al.,
2003
_ Chabert et al., 2006;
Stigmastan- 396.69 31.141 7.28 95 0.728 De-Eknamku et al.,
3,5-dieno 2003
Chabert et al., 2006;
Neofitadieno | 278.5157 16.981 8.56 99 0.856 De-Eknamku et al.,
2003
metil ester del Chabert et al., 2006;
acido 208.5038 20.914 8.95 94 0.895 De-Eknamku et al.,
estearico, 2003
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Tabla 6: Sustancias presentes en la fraccion bencina de petroleo del extracto total en etanol de las hojas secas de croton
conduplicatus Kunth. Fuente: Los autores

FRACCION BENCINA DE PETROLEO
Peso _ Confianza :
Nombre molecular Tiempo de % Area | bases de datos Ca(rrlr'?d)ad Referencia
retencion (min) (%) g9
(g/mol)
Wen han et al.,
Xiloponina 355 61,962 10.271 94 1,0271 2003
o Wen han et al.,
Hemiargirina 429 72,350 11.721 95 11721 2003




4.4. Bioensayo de toxicidad en Artemia salina

Después de 24 horas de exposicion se contabilizé y anotd el nUmero de nauplios de
Artemia salina muertos en cada unidad experimental, la CLso se calculdé por medio

del andlisis de regresion Probit en el software de la Enviromental Protection Agency

(EPA) version 1.5 obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 7:

conduplicatus Kunth.

toxicidad en Artemia salina del extracto total en etanol de Croton

., Numero de
Concentracién | Numero de

png/mL expuestos respuesta
(Muertos)

1 30 6

3 30 8

7 30 12

9 30 24

10 30 30

Concentracion letal media (CLso)

5.529 pug/mL

Fuente: Los autores

Tabla 8:

conduplicatus Kunth.

toxicidad en Artemia salina de la fraccibn en metanol de Croton

Concentracion | Numero de Numero de
expuestos respuesta
hg/mL (Muertos)

0.1 30 3

0.3 30 13

0.7 30 13

0.9 30 16
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1 30 30

Concentracion letal media (CLso)

0.735 pg/mL

Fuente: Los autores

Tabla 9: toxicidad en Artemia salina de la fraccién en éter dietilico de Croton

conduplicatus Kunth.

- Numero de
Concentracion | Numero de

respuesta
png/mL expuestos (Muertos)

10 30 0

100 30 5

500 30 8

1000 30 11

Concentracion letal media (CLso)
2157.217 pg/mL

Fuente: Los autores

El extracto total en etanol y la fraccion metandlica de las hojas secas de Croton
conduplicatus Kunth mostré una CLso de 5.529 y 0.735 pg/mL, respectivamente. Las
cuales se consideran extremadamente toxicas segun la clasificaciéon de toxicidad
hecha por el CYTED (anexo E); Mientras que la fraccion en éter etilico es clasificada

practicamente inocua con una CLso de 2157.217 pg/mL.

Estos resultados evidencian que los compuestos polares son mas téxicos que los
compuestos de mediana polaridad, y sugiere a la vez, que es factible realizar una

actividad larvicida direccionada al extracto total y la fraccion metandlica.
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4.5. Evaluacion de la actividad larvicida sobre Aedes aegypti de Croton
conduplicatus Kunth.

A las 24 horas posteriores de la aplicacion de los tratamientos (anexo F) se registro
la mortalidad de las larvas de acuerdo a lo reportado en la literatura: considerando
‘muertas” aquellas que no presentaban movimiento alguno en el mesotérax
Sanabria (2009). El célculo de la CLso se realizd a través del analisis de regresion
Probit en el software de la Enviromental Protection Agency (EPA) version 1.5
obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 10: Concentracion letal media (CLso) del extracto total en etanol de Croton

conduplicatus Kunth sobre larvas del tercer estadio de Aedes aegypti.

., Numero de
Concentracion Numero de

respuesta

pHg/mL expuestos (Muertos)
1 75 0
10 75 1
100 75 9
500 75 16
1000 75 33
Concentracion letal media (CLso)

1910.098 pg/mL

Fuente: Los autores

Tabla 11: Concentracion letal media (CLso) de la fraccion metandlica de Croton

conduplicatus Kunth sobre larvas del tercer estadio de Aedes aegypti.

., Numero de
Concentracion Numero de
pMg/mL expuestos respuesta
(Muertos)
10 75 0
100 75 9
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500 75 48

1000 75 59

Concentracion letal media (CLso)

320.99 pg/mL

Fuente: Los autores

El célculo de la concentraciéon letal media (CLso) del extracto total en etanol y la
fraccion metandlica fue de 1910.098 pug/mL y 320.99 pg/mL, respectivamente. Estos
resultados indican que la especie vegetal evaluada se puede considerar promisoria
para el control biolégico de larvas de Aedes aegypti, debido a que los valores de
CLso obtenidos en esta evaluacion se encuentran por debajo de la concentracién
méxima, 5000 pg/mL, establecidas para condiciones de laboratorio, de acuerdo con
la Agencia de Cooperacidén Técnica Alema (Parra et al., 2007). Se debe tener en
cuenta que las diferencias en la toxicidad del extracto total en etanol y la fraccion
metanolica puede deberse a la solubilidad de sus compuestos activos; indicando de
gue la accion larvicida de Croton conduplicatus Kunth estd asociada en general con
sustancias de alta polaridad. Ademas, teniendo en cuenta que el 21.42% de esta

fraccidon corresponde a metabolitos secundarios de tipo alcaloides aporfinicos.

La actividad larvicida de los metabolitos secundarios presentes en las hojas secas
de Croton conduplicatus Kunth sobre larvas de tercer estadio de Aedes aegypti,
podria explicarse por ingesta y por contacto. Por ingesta, porque al alimentarse las
larvas mediante filtracién y al no poseer una ingestidn selectiva de particulas, los
metabolitos secundarios presentes pueden ingresar liboremente produciendo
toxicidad digestiva; afectando a los epitelios asociados al intestino medio,
principalmente el intestino medio epitelial, secundariamente los ciegos gastricos y

los tubulos de Malpighi. (Al-Mehmadi et al., 2010; David et al., 2000; Panneerselvam
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et al., 2013); Y por contacto, mediante tres mecanismos interdependientes:
transporte desde la parte exterior de las larvas al sitio de accién, inhibicion

enzimatica y efecto sobre el sistema respiratorio mitocondrial (Alvarez et al., 2013).

Especies del genero Croton han sido reportadas con actividad larvicida frente a
Aedes aegypti y como repelente contra otros insectos (Doria et al., 2010; Mavundza
et al., 2013; Santos et al., 2014). Siendo terpenos y alcaloides los responsables de
este efecto. Los alcaloides aporfinico identificados (Amuronina, Pronuciferina y
Dihidroamuronina) mayoritariamente en la fraccion metandlica del extracto de esta
especie, posiblemente podrian estar asociados la muerte de las larvas (Bourne et
al., 2003; Tang et al., 2007; Hung et al., 2008; Pereira et al. 2010; Lai et al., 2013;

Queiroz et al., 2014; Dong et al., 2015).

Por lo anterior, se podria atribuir la accion larvicida a estos tipos de metabolitos
secundarios o mezcla de ellos, ya que las mezclas complejas y variables de estos
componentes bioactivos con diferentes modos de accién pueden disminuir la
posibilidad de resistencia en las poblaciones de larvas de Aedes aegypti

(Mukandiwa et al., 2015; Sakthivadivel et al., 2014).

Los resultados obtenidos de este estudio apoyan la idea de que los componentes
bioactivos de plantas tienen potencial para ser empleados como larvicidas utiles en
el control de los mosquitos vectores; por sus efectos nocivos y su biodegradabilidad
innata (Sakthivadivel et al., 2014; Srinivasan et al., 2015; Subarani et al., 2013;
Torres et al.,, 2014), dejando atrds la utilizacibn de los insecticidas quimicos
comunmente utilizados, los cuales causan mortalidad en otros organismos

biolégicos no blanco y dafian la salud humana produciendo radicales libres y como
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consecuencia enfermedades asociadas al estrés oxidativo y posteriormente muerte

celular.

4.6. Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de Croton conduplicatus Kunth fue evaluada utilizando
métodos espectrofotométricos, los cuales fueron elegidos por su simplicidad,

sensibilidad, y reproducibilidad.

En una primera instancia debemos tener en cuenta que las concentraciones usadas,
tanto para los extractos como para el patrén, no corresponden a la concentracion
gue realmente actué sobre el radical libre al momento en que se realizé la reaccion
de atrapamiento puesto que al agregar la muestra en la cubeta de cuarzo se hace

una disolucién de estas. En la tabla 12 se presenta las concentraciones reales.

Tabla 12: concentraciones que efectivamente actuaron en la determinacion de la
capacidad antioxidante

Concentraciones que actuaron en la actividad antioxidante

Muestra Concentracion inicial Concentracion final
2 0,05
Extractos vegetales
Acido ascorbico 6 0,153
10 0,256

Fuente: Los autores

4.6.1. Cinética de atrapamiento del radical DPPH

La actividad de eliminacion de radicales DPPH se ha utilizado ampliamente para la
deteccion de actividades antioxidantes de diversos productos naturales mediante
trasferencia de electrones para formar DPPH neutral (Ashraf et al., 2015; J.-E. Li et

al., 2015; Tlili et al., 2015).
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En la tabla 13 se presenta la concentracion efectiva media (CEso) para cada una de
las muestras evaluadas, la cual se calcul6 mediante regresion lineal; graficando el %

DPPH remanente y la concentraciones de las muestras evaluadas.

Tabla 13: Cantidad de antioxidante necesaria para estabilizar un 50% del radical
libre DPPH (ICso).

Concentracion Efectiva media
MUESTRAS (CEso)
(Lg/mL)
Extracto total 350,93
Fraccion éter etilico 290,23
Fraccion metandlica 424,70
Vitamina C 260,04

Fuente: Los autores

Los valores de CEso van a determinar el potencial antioxidante de los extractos
vegetales; deduciendo asi, que entre menor sea la CEso, mayor poder antioxidante

existe (Sanda et al., 2015; Zeljkovic¢ et al., 2015).

Los resultados de este estudio indican que los metabolitos de mediana polaridad de
Croton conduplicatus Kunth son los més eficientes en la actividad atrapadora de
radicales libores DPPH ya que presentaron una CEso de 290,23 pg/mL, en
comparacién con los metabolitos presentes en el extracto total en etanol y la
fraccion metandlica, los cuales presentaron concentraciones inhibitoria media de
350,93 pg/mL y 424,70 pug/mL; respectivamente. En la tabla 13 se presenta el

porcentaje de inhibicién de DPPH para cada muestra analizada.
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Tabla 14: % de inhibicion DPPH para cada una de las muestras analizadas.

Concentracion | Ext. Total Metanol | Eter dietilico | Vitamina C
(Lg/mL) (%) (%) (%) (%)
0,05 12,63 12,93 11,49 12,28
0,153 13,16 13,53 11,86 12,77
0,256 13,49 13,63 12,56 13,45

Fuente: Los autores

El % de inhibicion DPPH determina la cantidad de DPPH atrapado por las muestras
durante el ensayo para cada concentracion. Estos resultados muestran una relacion
directamente proporcional entre las concentraciones y el porcentaje de atrapamiento
DPPH, es decir, a medida que aumenta gradualmente la concentracion, el

porcentaje de inhibicidbn aumenta.

El andlisis de varianza demostré que no existen diferencias significativas entre los
porcentajes de atrapamiento de DPPH vy las concentraciones de los extractos y el
patron de referencia evaluado. Sin embargo se llega a un determinado punto en
donde la fraccién en éter dietilico, a diferencia de la fraccion metandlica y el extracto
total en etanol, alcanza a estabilizar un 50% el radical libre de DPPH a una
concentracion de 290,23 pg/mL. Esto puede ser debido a la cantidad de grupos
hidroxilo (J.-E. Li et al., 2015; Sharififar et al., 2009) u otros grupos donadores de

electrones presentes en los metabolitos de esta fraccion.

4.6.2. Método de la oxidacion linoléico-B-caroteno

El método de la oxidacion del B-caroteno se basa en la capacidad de diversos
extractos de disminuir la decoloracién del B-caroteno en una emulsién acida de [3-
caroteno-acido linoléico. El acido linoléico se oxida facilmente y los radicales
generados atacan el B-caroteno; el B-caroteno oxidado se descompone y pierde sus

grupos cromoéforos y, en consecuencia, su caracteristico color naranja (Chen et al.,
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2015; Hua Xie et al., 2015). Por lo tanto, el grado de oxidacion del acido linoléico
puede medirse con la correspondiente perdida de absorbancia a 470 nm. En la tabla
14 se presenta el porcentaje actividad antirradicalaria (% AOA) B-caroteno-acido

linoleico para cada una de las muestras analizadas.

Tabla 15: porcentaje actividad antirradicalaria (% AOA) B-caroteno-acido linoleico
para cada una de las muestras analizadas.

Concentracion Ext. total Eter dietilico Metanol Vitamina C
(Mg/mL) (%) (%) (%) (%)
0,05 56,30 25,42 42,85 55,10
0,153 70,71 56,97 39,93 85,75
0,256 47,77 48,72 40,00 76,70

Fuente: Los autores

Los resultados de este ensayo muestran que todos los extractos inhibieron la
oxidacion del B-caroteno en diferentes porcentajes. Sin embargo, no existe
diferencia significativa, segun el analisis estadistico realizado, entre las
concentraciones de los extractos evaluados y el patron de referencia. Esto
demuestra que el extracto total en etanol, fraccion metandlica y fraccion en éter
dietilico de las hojas secas de Croton conduplicatus Kunth tienen capacidad
captadora de radicales libre y podria considerarse como una fuente antioxidante,
debido a la presencia de sustancias como alcaloides y terpenos los cuales han sido

destacados por presentar este potencial en el género de esta especie.
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5. CONCLUSIONES

Este estudio es el primer reporte de la presencia de Croton conduplicatus
Kunth para el departamento de Sucre y el pionero en evaluar su composicion

quimica, actividad larvicida y antioxidante de sus hojas en Colombia.

El tamizaje fitoquimico del extracto total en etanol de las hojas secas de
Croton conduplicatus Kunth presenta metabolitos secundarios como:
alcaloides, terpenos, taninos, cardendlidos y saponinas, que concuerda con

los reportes a nivel mundial para el género.

El extracto total en etanol y la fraccion metandlica de las hojas secas de
Croton conduplicatus Kunth presentan la mayor letalidad frente a Artemia
salina con una CLso de 5.529 y 0.735 pg/mL, respectivamente.
Considerandose extremadamente toxico, indicando asi su potencial para

evaluar ensayos larvicidas u otros bioensayos de naturaleza celular.

A las 24 horas de exposicion, la fraccion que muestra mayor actividad
larvicida sobre Aedes aegypti es la fraccion metanodlica con una CLso de
320.99 ug/mL. Esto convierte a la especie Croton conduplicatus Kunth como

una alternativa natural para el control de este vector.

La accidn larvicida de Croton conduplicatus Kunth esta asociada a sustancias
de alta polaridad presentes en el extracto, siendo los alcaloides los

responsables del efecto.
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v' Los metabolitos secundarios que mostraron mayor actividad atrapadora sobre
radical libore DPPH en la especie Croton conduplicatus Kunth fueron los
presentes en la fraccion de mediana polaridad con una concentracion efectiva

media de 290,23 pg/mL.

v Las hojas de Croton conduplicatus Kunth contienen los alcaloides
Pronuciferina, Xiloponina, Amuronina y Dihidroamuronina y otros metabolitos
tipo terpenos como [-sitosterol y -cariofileno siendo los constituyentes

guimicos mayoritarios en esta especie.
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6. RECOMENDACIONES

v' Realizar ensayos biolégicos encaminados a evaluar la susceptibilidad en
otros vectores que generan problemas de salud publica y contribuyan en el

control de otras plagas.

v" Por la alta toxicidad mostrada por esta especie en nauplios de Artemia salina

se recomienda realizar bioensayos anti-tumorales, anti-cancerigenos, etc.

v" Hacer estudios sobre otras partes de la planta para obtener un perfil quimico

completo de toda la especie.

v' Evaluar concentraciones mas altas para determinar de manera precisa la

actividad antioxidante de Croton conduplicatus Kunth.
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Anexo B
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Anexo B: fragmentos de masa del alcaloide aporfinico Pronuciferina. Fuente:
Tomita et al., 1965.
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fragmentos de masa del alcaloide isoquinolinico Xyloponina. Fuente: los
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Anexo E

Clasificacién toxicidad segun CYTED

Extremadamente toxico

1—-10 pg/mL

Altamente toxico

10 — 100 pg/mL

Moderadamente toxico

100 — 500 pg/mL

v Ligeramente toxico 500 — 1000 pg/mL
\' Practicamente no toxico 1000 — 1500 pg/mL
Vi Relativamente inocuo >1500 pg/mL

Anexo E: clasificacion de toxicidad realizada por el CYTED
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Anexo F

Colectade larvas |dentificacion de larvas Preparacion Obtencién de la F1
del bioensayo

Tratamientos Conteo de larvas Eclosion de larvas de Aedes aegypti
para el bioensayo

.Anexo F: preparacion del bioensayo larvicida
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