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Resumen

Ecuador pais pluricultural y multiétnico, rico en especies de flora que permite un
amplio estudio etnobotanico y, gracias al conocimiento ancestral de los habitantes de
la amazonia, que han utilizado varias especies de plantas como antidotos para
contrarrestar los efectos nocivos del veneno de Bothrops atrox, se ha realizado la

presente investigacion para comprobar su capacidad para neutralizarlo.

Se han elaborado extractos heptanicos, alcoholicos y acuosos de las plantas
Lonchocarpus utilis A.C. Sm y Adenostemma lavenia L. (Kuntze). Las muestras
vegetales fueron colectadas en la provincia de Morona Santiago, canton Huamboya,
en la parroquia Chiguaza y en el canton Morona, parroquia Sevilla Don Bosco,
siendo transportadas a los laboratorios CIVABI para la realizacion de ensayos para la
determinacion de la actividad inhibitoria de hemdlisis causada por el veneno de la

serpiente Bothrops atrox.

Se realizaron pruebas cuantitativas y cualitativas sobre la composicién quimica de
estas especies encontrandose flavonoides que se relacionan directamente con la
capacidad inhibitoria de los extractos sobre el veneno de Bothrops atrox; se
determiné la dosis minima hemolitica (DMIH=15,53 ng) para luego comprobar la
capacidad anti hemolitica de los extractos sobre el veneno de las dos especies

vegetales, siendo la especie con mayor actividad Adenostemma lavenia L. (Kuntze).

Palabras claves: Bothrops atrox, hemolitica, extractos, actividad inhibitoria



Abstract

Ecuador multicultural and multiethnic country, which is rich in flora species permits
an extensive ethno-botanic study and thanks to the ancestral knowledge of its
inhabitants from the Amazon Region who have used different species of plants like
antidotes to counter the harmful effects of the Bothrops atrox venom, this present

research was made to prove its capacity to neutralize it.

Heptanic, alcoholic and watery extracts have been made of Lonchocarpus utilis A.C
Sm and Adenostemma lavenia L (Kuntze) plants. The samples were collected in
Morona Santiago Province, Huamboya Town, in Chiguaza Parish and in Morona
Canton, Sevilla Don Bosco Parish, and then they were transported to CIVABI
laboratories in order to do tests and determine its inhibitory hemolysis activity that is

caused by the venom of the snake Bothrops atrox.

Quantitative and qualitative tests were done regarding chemical composition of these
species and flavonoids were found that were related to the inhibitory capacity of the
extracts on Bothrops atrox venom. It was determined a minimum hemolytic dose
(DMIH=15.53 ug) to prove an anti-hemolytic capacity of the extracts on the venom
of two vegetal species, Adenostemma lavenia L. (Kuntze) specie was the one with

the highest activity.

KEY WORDS: Bothrops atrox, hemolytic, extracts, inhibitory activity.



Introduccion

El Ecuador debido a su gran variedad tanto en flora como fauna se encuentra
entre los paises mas diversos a nivel mundial, por su ubicacion en el cinturon
tropical tiene abundante cantidad de energia solar, siendo esta region, una de

las mas productivas del mundo en recursos naturales (Burneo, 2014).

Se estima que un 25% de plantas que se encuentran en zonas tropicales son
utilizadas por las comunidades indigenas para curar sus dolencias, debido a su
rico conocimiento en medicina natural ancestral; un gran nimero de estas
plantas se utiliza para contrarrestar la mordedura de serpiente (Carbonell &

Jativa, 2002).

Existe en el Ecuador una gran variedad de serpientes venenosas, tal como las
del genero Bothrops, en especial, en la region amazénica, en donde Bothrops
atrox ocasiona el mayor numero de accidentes ofidicos (Ministerio de salud

publica, 2008).

El suero antiofidico polivalente es el tratamiento de eleccién ante un
accidente bothrépico, sin embargo, estos accidentes ocurren en zonas rurales
que se encuentran apartadas de un centro de salud u hospital (Instituto

Nacional de Salud Colombia, 2013).

Las plantas Lonchocarpus utilis A.C Sm y Adenostemma lavenia L. (Kuntze)
se sabe que tienen propiedades alexiteras ya que contienen metabolitos
secundarios que contrarrestan o mitigan los efectos del veneno dejado por la

serpiente (Rondon, 2002).



Este estudio tiene como finalidad evidenciar si los extractos de las plantas
mencionadas presentan actividad inhibitoria del efecto hemolitico del veneno
de Bothrops atrox sobre la sangre humana mediante la realizacion de pruebas

in vitro.

La informacion recolectada con habitantes de la comunidad de Chiguaza
muestran la dificultad de conseguir el suero antiofidico y las grandes
distancias para recibir atencion médica, es necesario buscar especies
vegetales pertenecientes al lugar que tengan capacidad de contrarrestar los
efectos nocivos del veneno, Por tal razon la presente investigacion es

relevante.

Para la cual se plante6 como objetivo general: Determinar la inhibicion de la
actividad hemolitica del veneno de Bothrops atrox por los extractos de
Lonchocarpus utilis A.C. Sm y Adenostemma lavenia L. (Kuntze) y como
objetivos especificos: Cuantificar polifenoles totales y flavonoides mediante
espectrofotometria de absorcion de luz visible en extractos totales acuosos,
alcohdlicos y heptéanicos de Lonchocarpus utilis A.C. Sm y Adenostemma
lavenia L. (Kuntze) obtenidos por maceracion. Determinar metabolitos
secundarios de las plantas mediante tamizaje fitoquimico en los extractos
acuosos, alcoholicos y heptéanicos de Lonchocarpus utilis A.C. Sm y
Adenostemma lavenia L. (Kuntze) obtenidos por maceracion. Evaluar la
capacidad neutralizante de los extractos acuoso, alcoholico y heptanico de
Lonchocarpus utilis A.C. Sm y Adenostemma lavenia L. (Kuntze) sobre el
veneno de Bothrops atrox evidenciada por la inhibicion de halo de hemdlisis

usando la técnica de agar sangre fosfatidilcolina.



Para el andlisis estadistico se plante6 como hipoétesis nula: Ninguna
concentracion de extracto de ninguna especie vegetal reduce el halo de
hemdlisis generado por la concentracion minima hemolitica (MIDH) del
veneno de B. atrox; y la hipotesis alternativa es: Al menos una concentracion
de extracto y una especie vegetal reduce el halo de hemolisis generado por la

concentracion minima hemolitica (MIDH) del veneno de B. atrox.



1.1

Capitulo 1: Fundamento Teorico

Plantas Alexiteras

Los hombres primitivos tuvieron que enfrentarse a varias amenazas, entre ellas,
las flechas envenenadas por las tribus rivales, contra lo cual usaban como
antidoto a plantas del género Dracontium existente en toda América tropical

(Bergillos & Rivas, 2013).

Una amenaza que persiste hasta nuestros dias, es la asociada a mordeduras de
serpiente, principalmente en zonas rurales de los paises que se encuentran en
desarrollo, en donde el Unico recurso terapéutico es el natural, especificamente
las plantas con capacidad de contrarrestar su veneno y que hoy en dia se

conocen como plantas alexiteras (Quesada & Quesada, 2012).

En las Gltimas décadas se ha generalizado el estudio de compuestos organicos
de origen vegetal para generar un alexifarmaco, partiendo de las plantas que
son normalmente utilizadas en varias regiones del planeta, las cuales sufren un
proceso de maceracion o coccion para la ingesta de la persona afectada o a su
vez, para lavar la superficie de la piel donde se ha producido una mordedura

(Lopez & Perez, 2009).

En la actualidad se conoce que alrededor de 800 plantas tienen actividad
alexitera, pero muy pocas han sido estudiadas a profundidad, el trabajo mas
extenso en este tipo de plantas lo han realizado los investigadores Mashkar y
Caius quienes comprobaron dicha actividad en 314 plantas de la India (Reyes

& Jimenez, 2002).



Se han aislado varios metabolitos secundarios, los cuales son los que actian
contrarrestando los efectos del veneno de serpiente y aliviando los sintomas
que este provoca, los compuestos aislados son en su mayoria triterpenoides
como el sitosterol, isoflavonoides, taninos y alcaloides como acido

aristoloquico (Reyes & Jimenez, 2002).

Tabla 1.

Taxonomia de Adenostemma lavenia

Clase Equiselopsida C. Agardh

Subclase Magnoliidae Novak ex Takht
Superorden Asteranae Takht

Orden Asterales Link

Familia Asteraceae Bercht. & J. Presl
Género Adenostemma J.R. Forst. & G. Forst
Especie lavenia L. (Kuntze)

Nota: Realizado por el autor (2016)
Fuente: Herbario QCA PUCE, 2016

1.1.1.

Descripcion Adenostemma lavenia

Hierbas perennes, 0.5 m de alto o mas altas; tallos escasamente
puberulentos a glabros. Hojas opuestas, deltoide-ovadas, 4-5 cm de
largo y 3.5-4.5 cm de ancho, mérgenes irregularmente aserrados,
escasamente pubescentes a glabras, 3-nervias desde la base; peciolos
2-3.5 mm de largo. Capitulescencias abiertas, cimoso-paniculadas,
20-50 capitulos, los Gltimos pedinculos 6-20 mm de largo; capitulos
discoides; involucros hemisféricos, ca 4 mm de largo y 5-10 mm de
ancho; filarias 24-30, en 2-3 series, linear-lanceoladas, eximbricadas,
escasamente puberulentas, ciliadas; receptaculos desnudos; flosculos

numerosos, perfectos, las corolas 3-3.5 mm de largo, blancas, el tubo



casi igual al limbo, el limbo densamente pubescente, 5-lobado; estilo
glabro. Aquenios claviformes, ca 3 mm de largo, muricados; vilano de
3 apeéndices con punta glandular (claviformes), 0.8-1 mm de largo

(Turner, 2016).

El género Adenostemma tiene 20 especies, que se encuentran ampliamente
distribuidas gracias a que tiene un mecanismo de dispersion, el cual es
altamente evolucionado, las aves son muy utiles al momento de dispersar los
glomérulos subesféricos que se forman cuando los aquenios estan en su

madurez (Blair & Madrigal, 2005).

Usos: En Ecuador se usa para tratar abscesos, heridas, enfermedades cutaneas
y principalmente su uso tradicional en la Amazonia y la Provincia de
Pichincha es inhibir los efectos que ocasiona el veneno de serpiente

(MUNDOBIODIVERSO, 2009).

Adenostemma lavenia

Figura 1. Adenostemma lavenia
Fuente: (Cumming, 2010)




Tabla 2.

Taxonomia de Lonchocarpus utilis

Nombre com(n

Barbasco

Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht
Superorden Rosanae Takht

Orden Fabales Bromhead

Familia Fabaceae Lindl

Género Lonchocarpus Lindl

Especie utilis A. C. Sm

Nota: Realizado por el autor (2016)
Fuente: Herbario QCA PUCE, 2016

1.1.2. Descripcion Lonchocarpus utilis

Los habitantes amazonicos utilizan la raiz de esta planta en la pesca, ya que
tiene como principio quimico a la rotenona, ademas de alcaloides y saponinas
que son toxicas para los peces, por lo cual se acostumbra introducirla en los

rios, a la espera de los peces muertos por envenenamiento (Patifio, 2014).

Las raices de esta planta solo se las puede utilizar en la pesca a partir de los 3
0 4 afios de edad ya que en este estado las raices contienen los compuestos

toxicos que causan adormecimiento o muerte (Rondon, 2002).

Por su toxicidad se lo utiliza en la amazonia para la pesca, lo malo de esto es
gue mata a toda clase de pescados incluyendo a los crustaceos y animales que

no van a servir de alimento (Rondon, 2002).

Barbasco es un término que se designa a una planta venenosa y segun la

clasificacion de (Acosta, 1992), el Barbasco tiene propiedades toxicas y



alucindgenas, es un arbusto erecto, que con la edad crece a manera de bejuco,
su fruto es una baya, con flores hermafroditas e inflorescencias terminales

(Fernandez, 2013).

Se propaga unicamente por estacas de 30 metros de largo con una edad
superior a los 3 afos y se la debe asociar con otros cultivos y mantener una
distancia entre planta y planta de 1.5 metros en zonas tropicales y

subtropicales de 1000 a 1350 m.s.n.m (Ecured, 2017).

Usos: Controla plagas de insectos, el mas frecuente es el control de larvas de
mosquito, y para controlar tripidos se tritura su raiz, para el control de la
mosca blanca se mezcla el polvo con aceite. Aungue se debe de tener
precaucion al momento de utilizar esta planta debido a su toxicidad (Marifios

& Julia, 2013).

En ganaderia era utilizado en control de garrapatas y moscas, aunque en la
actualidad ha sido reemplazado por insecticidas organicos sintéticos

(PARASITIPEDIA net, 2013).

Esta planta alcanza una altura de hasta 6 metros, necesita de campos abiertos,
tiene como caracteristica ser trepadora y asi alcanzar alturas de 18 metros o

maés (Basurto, 2001).



Figura 2. Lonchocarpus utilis
Fuente: el autor (2016)

1.2. Serpientes en Ecuador

Las serpientes son vertebrados con piel escamosa ya que tienen queratina,
presentan respiracion pulmonar y tienen como caracteristica mudar varias

veces su piel por afo, esto lo hacen mientras crecen (Valls, 2016).

En Ecuador hay 3 especies de reptiles cada 2000 km?, lo cual es el pais con
mas diversidad de reptiles en el planeta y cuenta con un registro de 453

especies de las cuales 223 son culebras (Reptilia Web, 2014).

1.2.1. Género Bothrops

Pertenecen al orden Squamata la mayoria de especimenes de este género
tienen un veneno letal y mixto que actla rapidamente en sus presas, tiene una
reproduccion ovovivipara y pueden tener hasta 12 crias, las cuales desde que
nacen producen un veneno mortal y en cuanto a su alimentacién son animales
que aprovechan su fuerza para retener a su presa e inocular su veneno en

espera de su muerte para ahi tragarsela por completo (Ecured, 2017).




Los especimenes de este genero al estar enojados golpean la cola con
movimientos rapidos provocando un ruido muy fuerte en la punta, tienen una
cabeza triangular, presentan foseta loreal, tienen cavidades termo-receptoras
las cuales estan ubicadas por debajo de los ojos, tienen o0jos con una pupila
eliptica, colmillos largos de hasta 3 cm y posee en su mandibula una fosa

amplia en sentido longitudinal y transversal (Nakasone & lvancovich, 2002).

1.2.1.1. Bothrops atrox

En Ecuador viven especificamente en la amazonia y se la conoce como la

serpiente equis (Reptilia Web, 2014).

Tiene un cuerpo alargado y esbelto, en su cabeza presenta escamas, los
machos llegan a medir 1,25 metros de largo, pero las serpientes hembras
superan su longitud alcanzando 1,55 metros, el tamafio de su cola es corta e
independiente del sexo y como todas las especies de su género tiene una

foseta termo receptora (Pérez, 2013).

Presenta una coloracion brillante en el dorso de tono café o negra con
manchas que son alternas y un vientre pardo claro en las hembras y en los
machos una tonalidad café oscuro con manchas amarillas, los adultos en su
cola tienen una tonalidad café en bandas o en grandes manchas, en cambio las
serpientes jovenes tienen el extremo distal de color amarillo y se diferencia de
otras especies por su peculiar iris de color café (serpeintesdevenezuela.net,

2012).

Esta serpiente puede buscar su alimento en la noche como en el dia y esta en

una busqueda constante, gracias a su color puede camuflarse facilmente en la
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vegetacion y arboles lo cual le facilita atrapar a su presa, se alimenta
especialmente de animales pequefios como roedores ya que su veneno es letal

en estos (Enriquez, 1999).

Al momento de defenderse ante una amenaza no dudan en atacar rapido y
tomar una posicion de ataque moviendo fuerte y constantemente su cola para
asi cambiar de direccion rapido produciendo un sonido parecido a la de una
cascabel, esta misma posicién y movimiento la realiza en tiempo de copular

demostrando una dominancia hacia el resto de serpientes (TUPIZA , 2015).

1.2.1.2. Distribucion

Habitan tanto en bosques primarios como secundarios claros, en senderos y
pantanos, y en Ecuador habitan especificamente en todas las provincias de la
regién amazonica debido a sus condiciones climaticas y topogréaficas, por lo
cual hace que esta especie sea una de las mas abundantes en esta region del

pais (Reptilia Web, 2014).

En el Ecuador se reportaron 1759 casos de accidente ofidico en el afio del
2013, generalmente en altitudes inferiores a los 2500 m.s.n.m, esto quiere
decir que por cada 100.000 habitantes 13.21 de ellos son victimas de la
mordedura de serpiente, y la mayoria de estos accidentes bothrépico en la
region amazonica es producida por la serpiente Bothrops atrox (Cérdova &

Santos, 2014).

1.2.1.3. Veneno de Bothrops atrox

El veneno de la serpiente equis es muy peligrosa ya que es hemotdxico,

provocando dolores e inflamaciones a nivel local de la mordedura en el mejor
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de los casos, pero si es un accidente ofidico grave se dan manifestaciones
clinicas locales y sistémicas que puede reducir los tiempos de coagulacion,
insuficiencia renal y hasta la muerte del individuo si no recibe atencion

médica inmediata (Murillo & Prada, 2009)

Las principales propiedades que tiene el veneno de la familia Viperidae a la
cual pertenece la especie estudiada es un alto contenido enzimatico que le da
caracteristica de ser toxico, causa el envenenamiento y dafio celular

(YYarlequé, Ortiz, Morante, & Yarlequé, 2012).

La cantidad de veneno que se puede extraer varia totalmente si esta esta en
cautiverio o no, las primeras por el estrés causado de vivir en un territorio
delimitado al momento del ordefio van a ser menor que el veneno extraido de
una serpiente libre y esta cantidad difiere de entre 0.2 mL a 3 mL, teniendo en

cuenta que la dosis mortal en humanos es de 62 mg (Giogina, 2011).

1.3. Accidente Bothropico

Este tipo de serpientes venenosas al morder inocula veneno, produciendo
diversas afecciones fisiopatoldgicas o incluso la muerte, los efectos varian
dependiendo de la especie, la edad de la serpiente y del individuo envenenado,
ya que este accidente se da periddicamente por lo que tiene importancia en la

salud publica (Walteros, 2014).

1.3.1. Manifestaciones clinicas locales

Un dolor intenso al momento del accidente ofidico el cual no cesa con

analgésicos comunes, se puede observar los orificios dejados por los
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1.3.2.

colmillos de la serpiente por los cuales va a salir sangre que es incoagulable

(Quesada & Quesada, 2012).

La formacion de un edema en el sitio de inoculacion debido a la accion del
veneno mixto, aparece aproximadamente 30 minutos después de la
mordedura con un aspecto duro en la extremidad afectada, acompafiado de un

dolor intenso y ampollas (Walteros, 2014).

Manifestaciones clinicas sistémicas

De acuerdo con DGuerra (2015) se establecen las siguientes manifestaciones

sistémicas

Hemorragia local: Pueden afectar a mas de un 6rgano, provocando

asi un sangrado y este puede ocasionar un shock hipovolémico

Coagulopatias: El veneno actia de forma directa en la cascada de
coagulacién, consumiendo el fibrindgeno necesario, provocando una

fibrindlisis y agravando aun mas el sangrado sistémico

Shock cardiovascular: Debido al sangrado se produce un cuadro de
hipovolemia que evoluciona a un shock, muy rara vez este shock
puede ser cardiogénico e incluso puede llegarse a dar una insuficiencia

renal

Insuficiencia renal: Debido a que los compuestos toxicos que hay en
el veneno llegan actuar de manera directa produciendo insuficiencia

renal aguda
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1.3.3.

Grados Accidente Bothropico

De acuerdo con la Secretaria de salud del estado de Veracruz (2014) se

establecen los siguientes grados de accidente bothrépico:

1.3.4.

Ausente: No hay ninguna manifestacion después de 6 horas del accidente,
por lo que se puede deducir que no existio la inoculacion del veneno

Leve: Solo se presenta con un edema local y dolor, sin manifestacion
sistémica

Moderado: Existe una hemorragia local y sistémica acompafiada de un
edema muy duro, principalmente los tiempos de coagulacion han variado
hasta aumentar en un 50%

Grave: La sangre es incoagulable, existe un dolor intenso, el edema puede
estar en todo el miembro afectado y en este grado del accidente ya existe

necrosis local y una falla multisistémica.

Tratamiento para el Accidente Bothrdpico

El tratamiento para este tipo de accidentes es el suero antiofidico polivalente,
que es un producto bioldgico se lo prepara con las indicaciones del fabricante
y se lo administra en dosis dependiendo el grado del accidente bothrépico

(Grupo de vigilancia y control de enfermedades transmisibles, 2010).

Este suero antiofidico neutraliza el veneno, inhibiendo los efectos sistémicos
que puede producir, pero no los efectos locales por lo cual es necesario que se
lo administre lo mas pronto posible, gracias a medicamentos como este
podemos decir que hoy en dia una mordedura de serpientes ya no es tan letal

como hace unas décadas (Gutiérrez, Lomonte, & Rojas, 2014).
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1.4. Efecto anti hemolitico

Existen dos mecanismos de accion del veneno que provocan hemdlisis; estos
son directo e indirecto; el primero es regulado por las proteinas presentes en el
veneno conocidas como factor litico directo que en conjunto con la fosfolipasa
A provoca la hemolisis indirecta que generan en los eritrocitos una potenciada
hemolisis, el responsable de dicha hemolisis es un agente tensioactivo
conocido como lisolecitina la cual es citotoxica (Marufiak, Bogado, Ortiz,

Gasko, & Pérez, 2013).

La accion final que provocan estos dos mecanismos es la liberacion de la
hemoglobina fuera de la célula desorganizando los glébulos rojos, la formacién
de esta hemdlisis provoca el envenenamiento que genera hemoglobinemia que
es la causante de la disolucion de glébulos rojos desencadenando

hemoglobinuria que causa anemia (Martinez, 1991).

El efecto anti hemolitico tiene como fin aumentar el tiempo de coagulacion
evitando los efectos provocados por el veneno de serpiente, y reducir la

hemolisis generada por el mismo (Pereafiez, 2008).
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Capitulo 2: Materiales y Métodos

2.1. Disefo

El presente trabajo es de caracter cualitativo, ya que se realizd tamizaje
fitoquimico en extractos acuoso, alcoholico y n-heptanico y es de caracter
cuantitativo debido a que se realizd pruebas de determinacién de cenizas,
porcentaje de humedad, determinacién de fenoles y flavonoides mediante curva
de calibracion, actividad anti hemolitica y actividad neutralizante de los
extractos sobre el veneno. La caracteristica del estudio propuesto es
considerada analitica ya que guarda estrecha relacién entre las variables;
dependiente disminucion del diametro de hemolisis por una concentracion
especifica del veneno de B. atrox: e independiente concentracion del extracto

con los objetivos previamente planteados en la investigacion.

La recoleccién de las plantas utilizadas Lonchocarpus utilis (Barbasco) y
Adenostemma lavenia (Araratz) en esta investigacion se realizd en campo
especificamente en la provincia de Morona Santiago, en los cantones Morona y
Huamboya; luego de la recoleccion todas las pruebas y ensayos se
desarrollaron en los laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana de

Quito, campus “El Gir6n”.

2.2. Poblacion y muestra

2.2.1. Material vegetal

Se solicito los permisos en el Ministerio del Ambiente para la recoleccion de

las plantas Lonchocarpus utilis (Barbasco) y Adenostemma lavenia
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(Araratz) utilizadas en el estudio (Ver anexo 1), en la provincia de Morona

Santiago en el canton Huamboya, parroquia Chiguaza.

2.2.2. Sitio de recoleccion

La recoleccion de las dos plantas se la realizé en la provincia de Morona
Santiago, cantén Morona, parroquia Sevilla Don Bosco y cantén Huamboya en

la parroquia Chiguaza.

2.3. Extractos
Luego de la recoleccion de las muestras vegetales se realizo la desinfeccidn en
la cual, se hizo un primer lavado y se asegur0 la eliminacién de ramas,
excremento de animales, insectos y partes de otras plantas que no son de
interés para el estudio, posteriormente se sumergio en alcohol por 1 minuto y
se realiz6 un segundo lavado, a continuacion, se lavo con hipoclorito al 5 %
durante 5 minutos, finalmente se realizé un tercer lavado con agua y se guardo
en fundas plasticas correctamente etiquetadas para su traslado. Para obtener
los extractos se acondiciond las muestras por molienda, en la siguiente tabla se
muestra los gramos que se tomo de cada muestra vegetal para la realizacion de
extractos.

Tabla 3.

Peso del material vegetal en gramos

Nombre de la planta/ parte Peso ()

Lonchocarpus utilis (raiz) 25.20

Lonchocarpus utilis (hojas) 25.00

Adenostemma lavenia (completa) 25.06

Nota: Realizado por el autor (2016)
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2.3.1.

2.3.2.

Extracto heptanico

Una vez molido el material vegetal se procedié a colocar en un vaso de
precipitacion la cantidad de gramos de muestra referenciadas en la tabla 3 en
250 mL de n-heptano y se dejé macerar por 48 horas, luego se filtro, y se

llevé a sequedad en rotavapor.

Extracto alcoholico

El residuo seco y pesado de la extraccién anterior se colocé en un vaso de
precipitacion y se afiadié 250 mL de alcohol al 96 % y se dejo en maceracion

por 48 horas, luego se filtrd, y se llevo a sequedad en rotavapor.

2.3.3. Extracto acuoso

2.4.

2.4.1.

El residuo seco y pesado de la extraccion anterior se colocé en un vaso de
precipitacion y se afiadié 250 mL de agua destilada para maceracion por 48

horas, luego se filtrd y se llevo a sequedad en bafio maria.

Determinacién de cenizas

Determinacién de cenizas totales

Las cenizas totales son el residuo inorganico obtenido después de incinerar la

muestra vegetal (Huerta, 2013).

Se pes6 aproximadamente 2.0 gramos del material vegetal seco vy
pulverizado, se coloco en un crisol tarado y se llevo la muestra a la mufla a
una temperatura de 750° C durante 2 horas con el objetivo de carbonizar la

muestra, después se lo colocé en un desecador durante 30 minutos para que se
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2.4.2.

enfrie, se repitio el proceso de forma continua hasta que en 2 pesadas

consecutivas no varie por mas de 0.5 mg el peso del crisol (Criollo, 2015).

Formula 1. Cenizas totales
_M2-M

——Ml_M*100

Tomado de (Arias & Gualli, 2013)

Donde:

C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
M2 = masa del crisol con la ceniza (g)

M1= masa del crisol con la porcién de ensayo (g)

M = masa del crisol vacio (g)

100 = factor matematico para los célculos

(Arias & Gualli, 2013)

Cuantificacién de cenizas solubles en agua

A las cenizas obtenidas se afiadié 20 mL de agua directamente en crisol y se
lo calentd en un mechero bunsen durante 5 minutos inmediatamente se
procedio a filtrar la solucion obtenida utilizando papel filtro libre de ceniza
para obtener resultados exactos, el papel filtro junto con el residuo se
transfirié al crisol inicial y este a su vez a la mufla a 750° C durante 2 horas,
transcurrido este tiempo se trasladé al crisol a un desecar hasta que se enfrie

(Arias & Gualli, 2013)

19



2.4.3.

Se repitio el proceso de forma continua hasta que en 2 pesadas consecutivas
no varié por mas de 0.5 mg el peso del crisol. La formula que se uso para los

calculos respectivos es:

Formula 2. Cenizas solubles en agua
_ M2 -—Ma

~mi-m 1

Tomado de (Criollo, 2015)

Donde:

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M2 = masa del crisol con las cenizas totales (g)

Ma =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)
M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M = masa del crisol vacio (g)

100 = factor matematico

(Criollo, 2015)
Cuantificacién de cenizas insolubles en &cido clorhidrico

Al residuo se afiadio 2 mL de &cido clorhidrico, se cubridé con un reloj de
vidrio al crisol y se procedié a calentar en un bafio maria en agua hirviendo,
para evitar pérdidas se lavo el vidrio reloj con 5 mL de agua hirviendo los
mismos que se unieron a la mezcla, se filtr6 la solucion obtenida y a esta se le
afiadid 2 gotas de nitrato de plata para evitar que se encuentren cloruros en la
solucion y se desecO a una temperatura de entre 100 °C, finalmente se

transfirié a la mufla a 750° C por 2 horas (Criollo, 2015).

La formula que se usé para los calculos respectivos es:
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2.5.

2.6.

Formula 3. Cenizas insolubles en acido clorhidrico

p=M2-M 00
= *
M1-M

Tomado de (Arias & Gualli, 2013)

Donde:

B= porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico en base hidratada.
M2= masa del crisol con las cenizas insolubles en acido clorhidrico (g)
M1 = masa del crisol con la porcion de ensayo (g)

M= masa del crisol vacio (g)

100= factor matematico

(Arias & Gualli, 2013)

Cuantificacion del porcentaje de humedad de las muestras vegetales

Para conocer el porcentaje de humedad de las muestras se utilizd el equipo

HB43-S Halogen, por termo gravimetria.

Analisis de Fenoles totales

La cuantificacion de fenoles se realizd mediante espectrofotometria, utilizando
al reactivo de Folin-Ciocalteu como agente oxidante, al mezclar el molibdato y
el tungsteno en un medio basico hacen que este reaccione formando oxido de

molibdeno y este a su vez puede ser identificado mediante espectrofotometria

(Bedascarrasbure & Maldonado, 2004).

2.6.1. Curva de Calibracion de Fenoles totales

Para la curva de calibracion de fenoles se usé como solucion estandar acido

galico (0.1 mg/ mL), del cual se utilizo soluciones en intervalos de 20 uL
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2.6.2.

2.7.

como estandares, desde 0 hasta 160 uL, aforando hasta alcanzar un volumen
de 500 pL; inmediatamente se afiadio 250 uL de reactivo de Folin y
finalmente se adiciond 1250 uL de una solucion de carbonato de sodio al 10
% y se dejo en reposo por 2 horas para luego medir la absorbancia a una

longitud de onda de 760 mm (Ortiz, 2012).

Cuantificacion de Fenoles totales

Se prepar0 las muestras, tomando de cada extracto vegetal 100 pL cuya
concentracion fue 1.6 mg/ mL, completando su volumen a 500 uL con agua
destilada, seguidamente se anadio 250 pL de reactivo de Folin, transcurrido
este tiempo se afiadio 1250 pL de carbonato de sodio al 10 % y se dejo en

reposo por 2 horas; se midio la absorbancia 760 nm (Gracia Nava, 2015).

Los resultados se expresan en mg de acido galico/ 100 mL de extracto y la
férmula que se utiliz6 para realizar los célculos, se derivo de la ecuacion de la

curva de calibracion multiplicada por el factor de dilucion cuyo valor es 5:

Formula 4. Cuantificacion de fenoles totales

mgac.gal _ AbSm +0.0088*5
100mL,, 0.005

*100

Tomado de (Gracia Nava, 2015).

Analisis de flavonoides

Para la cuantificacion de flavonoides totales se realizo por espectrofotometria

utilizando la metodologia de Liu y col. (2002).
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2.7.1.

2.7.2.

Curva de Calibracién

Para la curva de flavonoides totales se us6 como solucién estandar catequina
(0.1 mg / mL) de la que se tomd estandares en intervalos de 20 pL, desde 0
hasta 100 pL. Se prepard una solucion NaNO2 al 5%, una solucion de AICls,
y una de NaOH IM. Seguidamente se adiciond 1250 uL de agua destilada y
75 uL de nitrito de sodio; se dejé reposar por 6 min y se adicion6 150 pL de
cloruro de aluminio dejando en reposo por 5min, transcurrido el tiempo se
adiciono 500 pL de hidréxido de sodio y se afor0 hasta 2500 pL, finalmente

se midi6 la absorbancia en 510 nm de longitud de onda (Gracia Nava, 2015).

Cuantificacién de flavonoides

Se tom6 100 uL del extracto vegetal cuya concentracion fue 1.6 mg/ mL y se
adicion6 1250 uL de agua, de la solucion de NaNO; al 5% se afnadi6é 75 pL se
dejo en reposo durante 6 minutos, una vez transcurrido este tiempo se afiadio
150 pL de hidroxido de sodio 1M, finalmente se afiadié agua destilada hasta

completar 2.5 mL (Gracia Nava, 2015).

Una vez que se realizo esto se midid por espectrofotometria la absorbancia
con una longitud de onda de 510 nm y se realiz6 los calculos utilizando la

siguiente formula derivada de la curva de calibracion correspondiente:

Formula 5. Cuantificacion de flavonoides

Mo _ ADS, +0.0081,,

100mL,, 0.0312

Tomado de (Gracia Nava, 2015).
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2.8. Estudio Cualitativo

Para el estudio cualitativo se realiz6 el tamizaje fitoquimico para asi determinar
los principales grupos de metabolitos secundarios en Adenostemma lavenia y

Lonchocarpus utilis.

2.8.1. Técnica de tamizaje fitoquimico

En esta técnica se realizd diferentes ensayos con los extractos heptanicos,
alcohdlicos y acuosos de las plantas en estudio, siguiendo la metodologia

empleada por (Barahona, 2013).

2.8.1.1. Extracto N-heptano

- Ensayo Sudan (Acidos grasos)

Procedimiento: Se tomé una alicuota del extracto y se le afiadié 1 mL del
colorante Sudan Il, esto se llevd a calentar hasta su evaporacion para

evidenciar la presencia de acidos grasos.

Fundamento Teorico: Los colorantes que son para determinar grasas
generalmente son mas solubles en las propias grasas por tal motivo al mezclar
el colorante en la solucion este tiende al disolverse y como resultado nos da

una coloracion rojiza en forma de gotas.

Resultados: Se considera que el ensayo es positivo cuando se forman gotas

de color rojizo en la mezcla.

(Sisalema, 2013)
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- Ensayo Wagner (Alcaloides)

Procedimiento: Se evaporo el extracto y al residuo se le puso 1 mL de acido
clorhidrico al 1 % en agua y se agrega 2 0 3 gotas de Dragendorff y se afiadio

2 0 3 gotas del reactivo de Wagner

Fundamento Tedrico: En el caso de los alcaloides los reactivos que
reaccionan con este contienen yodo y varios metales presentes, lo que permite

que se de opalescencia, turbidez y precipitado

Resultados: La valoracidn de los resultados es la siguiente: Opalescencia +,

turbidez ++ precipitado +++

(Barahona, 2013)

- Ensayo de Dragendorff (Alcaloides)

Procedimiento: Se evaporo el extracto y al residuo se le puso 1 mL de acido

clorhidrico al 1 % en agua y se agrega 2 0 3 gotas de Dragendorff

Fundamento Tedrico: En el caso de los alcaloides los reactivos que
reaccionan con este contienen yodo y varios metales presentes, lo que permite

que se dé opalescencia, turbidez y precipitado

Resultados: La valoracion de los resultados es la siguiente: Opalescencia +,

turbidez ++ precipitado +++

(Bermejo, Pereira, Cintra, & Morales, 2014)
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- Ensayo de Mayer (Alcaloides)

Procedimiento: Se realiz6 el mismo procedimiento que en Dragendorff, se

colocé un poco de cloruro de sodio y 2 o0 3 gotas de la solucion de Mayer

Fundamento Tedrico: En el caso de los alcaloides los reactivos que

reaccionan con este contienen yodo y varios metales presentes

Resultados: La valoracion de los resultados es la siguiente: Opalescencia +,

turbidez ++ precipitado +++

- Ensayo de Liebermann-Buchard (Triterpenos y Esteroides)

Procedimiento: Se tomd una alicuota y se evaporo en bafio maria, se lo re
disolvié en 1 mL de cloroformo, 1 mL de anhidrido acético y por ultimo se

afiadio 2 o 3 gotas de acido sulfarico concentrado

Fundamento Tedrico: Es un ensayo colorimetro, que da como resultado un
color verde intenso el color se da por la presencia de un grupo hidroxilo

perteneciente al colesterol

Resultados: El resultado se lo interpreto de la siguiente manera cuando es

positivo.

1. Rojo azul
2. Verde intenso-visible

3. Verde oscuro

(Barahona, 2013)
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2.8.1.2. Extracto alcoholico

- Ensayo de shinoda (flavonoides)

Procedimiento: Se tomé una alicuota del extracto vegetal y se le afiadio, 1
mL de &cido clorhidrico y 1 mL de alcohol amilico para mezclar sus fases y
se espera el tiempo necesario hasta que se separen las mismas, para ver si

presentan flavonoides

Fundamento Tedrico: Estan presentes en cualquier compuesto fluorescentes
y al estar en contacto con la luz UV se puede diferenciar de manera facil su

tonalidad generalmente anaranjada

Resultados: El ensayo es positivo cuando el alcohol amilico toma alguna de

estas tonalidades:

e Amarillo
e Naranja
e Carmelita

e Rojo

Deben ser intensas en todos los casos

(Castillo, 2014)

- Ensayo Wagner (Alcaloides)

Procedimiento: Se evaporo el extracto y al residuo se le puso 1 mL de acido
clorhidrico al 1 % en agua y se agrega 2 0 3 gotas de Dragendorff y se afiadio

2 0 3 gotas del reactivo de Wagner
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Fundamento Teorico: en el caso de los alcaloides los reactivos que
reaccionan con este contienen yodo y varios metales presentes, lo que permite

que se dé opalescencia, turbidez y precipitado

Resultados: La valoracién de los resultados es la siguiente: Opalescencia +,

turbidez ++ precipitado +++

- Ensayo Baljet (Cumarinas)

Procedimiento: Se evaporo extracto en bafio maria, y se lo re disolvio con 1

mL de alcohol y por dltimo se adiciono 1 mL del reactivo de Baljet

Fundamento Tedrico: se basa en la unién del &cido picrico con las lactonas
(o, By Y) formando un complejo al darse la presencia de cumarinas se torna

una coloracion rojiza clara u obscura.

Resultados: el ensayo se considera positivo cuando hay una coloracion roja o

precipitado rojo sea este rojo u obscuro.

(Barahona, 2013)

- Ensayo de Dragendorff (Alcaloides)

Procedimiento: Se evaporo el extracto y al residuo se le puso 1 mL de &cido

clorhidrico al 1 % en agua y se agrega 2 0 3 gotas de Dragendorff

Fundamento Teodrico: en el caso de los alcaloides los reactivos que
reaccionan con este contienen yodo y varios metales presentes, lo que permite

que se dé opalescencia, turbidez y precipitado

Resultados: La valoracion de los resultados es la siguiente: Opalescencia +,

turbidez ++ precipitado +++
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- Ensayo de Liebermann-Buchard (Triterpenos y Esteroides)

Procedimiento: Se tomd una alicuota y se evaporo en bafio maria, se lo re
disolvio en 1 mL de cloroformo, 1 mL de anhidrido acético y por altimo se

afiadio 2 o 3 gotas de acido sulfdrico concentrado

Fundamento Tedrico: es un ensayo colorimetro, que da como resultado un

color verde intenso el color se da por la presencia de un grupo hidroxilo

Resultados: El resultado se lo interpreto de la siguiente manera cuando es

positivo. 1. Rojo azul 2. Verde intenso-visible 3. Verde oscuro.

(Bermejo, Pereira, Cintra, & Morales, 2014)

- Ensayo de Borntrager

Procedimiento: Se tomé una alicuota y se evaporo en bafio maria, se lo re

disolvio en 1 mL de cloroformo, 1 mL de hidréxido de sodio y se agita.

Fundamento Teorico: Es un ensayo colorimetro en el que se mezcla un
reactivo alcalino con una solucién de hidroxido al extracto y se basa
principalmente en la coloracion que dan los antraquinonicos en un medio

alcalino

Resultados: El ensayo es positivo cuando la fase acuosa toma una tonalidad

rosacea o roja. Rosado (++) y roja (+++).

- Ensayo de Mayer (Alcaloides)

Procedimiento: Se realiz6 el mismo procedimiento que en Dragendorff, se

colocé un poco de cloruro de sodio y 2 o0 3 gotas de la solucion de Mayer
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Fundamento Teorico: en el caso de los alcaloides los reactivos que
reaccionan con este contienen yodo y varios metales presentes, lo que permite

que se dé opalescencia, turbidez y precipitado

Resultados: La valoracién de los resultados es la siguiente: Opalescencia +,

turbidez ++ precipitado +++

(Barahona, 2013)

2.8.1.3. Extracto acuoso

- Ensayo Fehling (Azucares reductores)

Procedimiento: Se tomd una alicuota del extracto y se afiadio 2 mL del
reactivo de Fehling y se procedié a calentarlo durante 10 minutos en bafio

maria para evidenciar si existe la presencia de azucares reductores

Fundamento Tedrico: se basa principalmente en que el grupo carbonilo
puede ser oxidado a grupo carboxilo, esta oxidacién debe darse en un medio

alcalino, toma una tonalidad rojo ladrillo por el éxido cuproso

Resultados: El resultado es positivo si la soluciéon toma una tonalidad rojiza

0 un precipitado rojo

- Ensayo Mucilago (Polisacaridos)

Procedimiento: Para la identificacion de polisacaridos, se tomo una alicuota

del extracto y se la llevo a enfriar a -5°C
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Fundamento Teorico: Los extractos que contienen polisacaridos al contacto
con el agua aumenta el volumen obteniendo una solucion coloidal o

gelatinosa

Resultados: Tenemos un resultado positivo si la solucion presenta una

consistencia gelatinosa.

- Ensayo Shinoda (Flavonoides)

Procedimiento: Se tomé una alicuota del extracto vegetal y se le afiadio, 1
mL de &cido clorhidrico y 1 mL de alcohol amilico para mezclar sus fases y
se espera el tiempo necesario hasta que se separen las mismas, para ver si

presentan flavonoides

Fundamento Teorico: Estan presentes en cualquier compuesto fluorescentes
y al estar en contacto con la luz UV se puede diferenciar de manera facil su
tonalidad generalmente anaranjada, ya que estos compuestos son

fotosensibles

Resultados: El ensayo es positivo cuando el alcohol milico toma alguna de

estas tonalidades:

e Amarillo
e Naranja
e Carmelita

e Rojo

Deben ser intensas en todos los casos

(Barahona, 2013)
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2.9. Actividad anti hemolitica

2.9.1.

2.9.2.

Obtencion de eritrocitos lavados:

Se tomd 6 tubos de 50 mL en los cuales se coloc6 8 mL de sangre y se le
afiadié 32 mL de solucion salina al 0.9 %, a estos frascos se los puso en la
centrifugadora a 3000 rpm durante 15 minutos para realizar el primer lavado,
transcurrido este tiempo se los retiro de la centrifugadora y se procedio a
quitar el sobrenadante y se afiadié nuevamente solucién salina al 0.9 % vy se
los volvié a colocar en la centrifuga para realizar el segundo lavado, se repitio
este proceso para realizar un tercer y ultimo lavado (Ballester Santovenia, de

la Campa, Pérez Pérez, & Hourrutinier, 2013).

Elaboracion Agar- Sangre fosfatidilcolina

Para elaborar este medio de cultivo primero se disolvié 10 tabletas de PBS
(Phosphate Buffered Saline) en un matraz con 1 L de agua destilada, una vez
disueltas se midi6 el pH para comprobar su valor en 7.2 a 50 °C, en esta
disolucion se disolvid 40 g de agar base sangre y se calent6 hasta ebullicién,
una vez caliente se afiadio 10 mL de CaCl, al 0.01 M. Después se trasvaso la
solucion a un frasco boeco de 1000 mL y se procedi6 a esterilizar en auto
clave a 120 °C durante 15 minutos; se dejé enfriar hasta 50 °C, y en camara
de flujo laminar se afiadio 24 mL de eritrocitos lavados lentamente y en
constante agitacion, para finalizar la elaboracion del medio de cultivo se
afiadiéo 12 mL de suspension egg-yolk, mientras se continud agitando hasta

obtener una mezcla homogénea (Ramirez & Balqui, 2004).
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A continuacion, en la misma camara de flujo laminar se dispensé el medio de
cultivo en 40 cajas Petri de plastico de 25 mL cada una; finalmente con se

realizd 5 pocillos y se las mantuvo en refrigeracion hasta su uso.

2.9.3. Diluciones del Veneno

Se prepar6 una solucién madre disolviendo 6 mg del veneno de serpiente B.

atrox en 1 mL de agua destilada, aqui hay 90 ug de veneno por cada 15 pL.

Partiendo de la solucion madre se tom6 0.67 mL y se complet6 hasta llegar a
1 mL obteniendo asi la disolucion 1, aqui hay 60 pg de veneno por cada 15

pL.

De la disolucién 1 se tomd 0.75 mL y se completd hasta llegar a 1 mL

obteniendo la dilucién 2, aqui hay 45 pg de veneno por cada 15 pL.

Después se tom6 0.67 mL de la disolucion 2 y se complet6 hasta llegar a | mL

obteniendo la disolucion 3, aqui hay 30 pg de veneno por cada 15 pL.

Por ultimo, se tomd 0.5 mL de la solucion 3 y se completd hasta llegar a 1 mL

para obtener la disolucion 4, aqui hay 15 pg de veneno por cada 15 pL

(Marufiak, Bogado, Ortiz, Gasko, & Pérez, 2013)

2.9.4. Dosis minima hemolitica

Se sembro6 15 pL de cada una de las disoluciones en los 4 pocillos que estan en
forma de cruz y en el pocillo del centro se coloco solamente agua destilada
para que nos sirva de blanco, después se incubé durante 20 horas en una estufa

a 37 °C, luego de este tiempo se midio el didmetro del halo de hemdlisis
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generado en cada uno de los 5 pocillos. La concentracion de veneno de B. atrox
que al medirlo gener6 un halo de al menos 15 mm de didmetro se tomo6 como la

dosis minima hemolitica (MIDH) (Granda, 2015);

2.10. Actividad anti hemolitica

Se us6 27 cajas Petri para los 3 extractos, estas cajas contienen 25 mL de agar-

sangre-fosfatidilcolina y se realiz6 4 pocillos para cada uno de los extractos por

triplicado.
Solucién madre: Se prepararon tres
soluciones, primera 20 mg 30 y 60 mg de
extracto seco en 0.5 mL de su respectivo
disolvente, se tom0 una alicuota de 0.25 mL
y se aforé a 100 mL, de esta se tom0 0.1
mL y se aforo a 100 mL
Dilucién V1 1:7 Dilucién V2 1:10 Dilucién V3 1:20
MIDH-extracto MIDH-extracto MIDH-extracto:
Se disolvié 3 mg del Se disolvié 3 mg del Se disolvié 3 mg del
veneno en 0,5 mL de veneno en 0,5 mL de veneno en 0,5 mL,
solucion de PBS, solucion de PBS, también se disolvié 60
también se disolvié 20 también se disolvio 30 mg de extracto en 0,5
mg de extracto en 0,5 mg de extracto en 0,5 mL del disolvente, las
mL del disolvente, las mL del disolvente, las 2 soluciones se
2 soluciones se 2 soluciones se mezclaron e incubaron
mezclaron e incubaron mezclaron e incubaron a37°C
a 37°C. a37°C

Figura 3. Actividad anti hemolitica
Realizado por el autor (2016)
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Concentraciones de la mezcla veneno extracto

C1 15 IJ-L venano (Imgml) + 375 [J.L extfracto (2.5 g/L) 1:7 MIDH-E
c2 15 pL. veneno (lmgiml)+-1.77 pl. edracto (3.8 21) 1:10 MIDH-E
C3 15 IJ-L vanano (lmgml) +2.3 I.LL extracto (7.5 g'L) 1:20 MIDH-E

Figura 4. Concentraciones de la mezcla veneno extracto
Nota: Realizado por el autor (2016)

Una vez incubada las soluciones se precedié a sembrar 15 uL de las 3

soluciones en los pocillos y en el cuarto pocillo no se sombro nada para que

este sea nuestro blanco.
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Capitulo 3: Resultados y discusion

3.1. Rendimiento del extracto

Tabla 4.
Rendimiento del extracto N-heptano
Nombre de la planta | Rendimiento (%)
Lonchocafpus utilis 579
(raiz)
Lonchoca_rpus utilis 375
(hojas)
Adenostemma lavenia
2.51
(completa)

Nota: Realizado por el autor (2016)

Tabla 5.
Rendimiento del extracto alcohdlico
Nombre de la planta | Rendimiento (%)
Lonchoca(pus utilis 6.42
(raiz)
Lonchoca_rpus utilis 385
(hojas)
Adenostemma lavenia 264
(completa)

Nota: Realizado por el autor (2016)

Tabla 6.
Rendimiento del extracto acuoso
Nombre de la planta | Rendimiento (%0)
Lonchoca(pus utilis 0.33
(raiz)
Lonchoca_rpus utilis 162
(hojas)
Adenostemma lavenia 6.62
(completa)

Nota: Realizado por el autor (2016)
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Se presenta en las Tablas 4, 5 y 6, se determind que el mejor rendimiento tiene la
planta completa de Adenostemma lavenia en el extracto acuoso; Lonchocarpus utilis
raiz 6.62 % en el extracto alcohdlico valor similar al obtenido por Palacios, Delgado,
Moreno, Kato & Rojas (2009) en su estudio “Actividad antifingica in vitro de
extractos crudos de Piper tuberculatum” donde muestra un valor de 6.0 % en la

especie P. tuberculatum (Ver tablas completas Anexo 3)

3.2. Determinacion de cenizas

3.2.1. Cenizas totales

Segun los célculos de resultados se determind que el mayor porcentaje de
cenizas totales con (4.38 %) lo tuvo Adenostemma lavenia (completa), con lo
cual se evidencia materia inorganica presente en la especie vegetal como se
muestra en el trabajo de (Cabrera, Morén, Amador, Garcia, & Acosta, 2012).

(Ver tabla completa anexo 4)

3.2.2. Cenizas solubles en agua

Una vez realizado el procedimiento para la determinacién de cenizas solubles
en agua se obtuvieron los resultados, el mayor porcentaje lo tiene
Adenostemma lavenia (completa) con (9.35 %) esto denota la contaminacion
por residuos en la muestra que hace que el contenido de cenizas sea mas alto

(Ver tabla completa anexo 4)

3.2.3. Cenizas insolubles en acido clorhidrico

Se obtuvo que un mayor porcentaje en la especie Lonchocarpus utilis (hojas)

con (5.09%) esto denota que se encontré materia arenosa en la muestra
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(Gutiérrez, Limachi, Gonzales, & Bermejo, 2011) (Ver tabla completa anexo

4).

3.3. Determinacion de humedad

Tabla 7.
Determinacion de humedad
Planta Cantidad de muestra Porcentaje de humedad
seca (Q)
Lonchocarpus utilis (raiz) 2.00 8.2
Lonchocarpus utilis 2.00 7.59
(hojas)
Adenostemma lavenia 2.01 11.12
(completa)

Nota: Realizado por el autor (2016)

Como indica la tabla 7, la planta que presentd mayor porcentaje fue Adenostemma
lavenia con 11.12 %, dicho porcentaje se encuentra dentro del rango indicado por
Sharapin (2000) .EI cual establece valores de entre 0.5% al 12% que muestra que la

planta no estaba completamente seca como se muestra en el estudio (Riafio &

Chuvieco, 2015).

3.4. Determinacion de Fenoles totales

Tabla 8.
Determinacion de Polifenoles totales

Plantas Absorbancia | mg acido galico/ 100 mL
de extracto
Lonchocarpus utilis (raiz) 0.5233 53.21
Lonchocarpus utilis (hojas) 0.4947 50.35
Adenostemma lavenia (completa) 0.0905 9.93

Nota: Realizado por el autor (2016)
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La tabla 8 muestra que la especie Lonchocarpus utilis presento la mayor cantidad de
estos metabolitos secundarios que estan altamente relacionados con la actividad anti

hemolitica como lo indica (Duran, Montero, & Marrugo, 2013) .

3.5. Determinacion de Flavonoides

Tabla 9.
Flavonoides
PI Absorbancia mg catequina/ 100 mL
antas
en ppm de extracto
Lonchocarpus utilis (raiz) 0.1976 0.65
Lonchocarpus utilis (hojas) 0.3177 1.04
Adenostemma lavenia
(completa) 0.0319 0.13

Nota: Realizado por el autor (2016)

La tabla 9 muestra que la especie Lonchocarpus utilis (hojas) esta parte de la planta
posee mayor cantidad de flavonoides que Lonchocarpus utilis (raiz) y Adenostemma
lavenia mostrando asi una estrecha relacion con la actividad anti hemolitica como se

presenta en (Duran, Montero, & Marrugo, 2013).

3.6. Tamizaje Fitoquimico

Tabla 10.
Tamizaje fitoquimico de Lonchocarpus utilis (Barbasco raiz)

Barbasco raiz

Ensayo Metabolito N- Heptano | Alcoholico | Acuoso
secundario

Sudan Acidos grasos +

Baljet Compuestos -
Lactonicos

Wagner — Alcaloides ++ ++ ++

Dragendorff —

Mayer

Liebermann— Triterpenos o + +
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Burchard esteroides

Resinas Resinas +++
Saponinas Espuma + -
Kedde Glucidos +++
cardiotdnicos
Shinoda Flavonoides + + +
Cloruro Férrico | Comp. Fendlicos + ++ +
Ninhidrinas Aminoacidos y -
aminas
Antocianinas Flavonoides + +
Catequinas Catequinas +
Fehling Azucares reductores + -
Borntrager Quinonas ++
Sabores Amargor -
Mucilagos Comp. -

Polisacaridos

(+++) Alta incidencia del metabolito; (++) Mediana Incidencia del metabolito;
(+) Poca incidencia del metabolito; (-) no se presencia el metabolito; (---) No se
realizd el ensayo

Nota: Realizado por el autor (2016)

Como muestra la tabla 10 de resultados a destacar son que los metabolitos mas
representativos en Barbasco raiz son los alcaloides encontrados en los tres extractos
con mediana incidencia, glucidos cardiotdnicos y resinas encontrados en el extracto
alcoholico con alta incidencia. Ademas, se identificd la presencia de flavonoides en

los distintos extractos los cuales son fundamentales para este estudio.

Tabla 11.

Tamizaje fitoquimico de Lonchocarpus utilis (Barbasco hojas)

Barbasco hojas

Ensayo Metabolr;o N- Heptano | Alcoholico | Acuoso
secundario

Sudan Acidos grasos +

Baljet Compuestos -
Lactonicos

40



Wagner — Alcaloides +++ ++ ++

Dragendorff —

Mayer

Liebermann — Triterpenos o +++

Burchard esteroides

Resinas Resinas +++

Saponinas Espuma +

Kedde Glucidos +++
cardiotdnicos

Shinoda Flavonoides ++ +++ ++

Cloruro Férrico Comp. Fendlicos + + +

Ninhidrinas Aminoécidos y +
aminas

Antocianinas Flavonoides + +

Catequinas Catequinas +

Fehling Azucares reductores | --- - +

Borntrager Quinonas +

Sabores Amargor -

Mucilagos Comp. Polisacéridos | --- -

(+++) Alta incidencia del metabolito; (++) Mediana Incidencia del metabolito; (+)

Poca incidencia del metabolito; (-) no se presencia el metabolito; (---) No se

realizd el ensayo

Nota: Realizado por el autor (2016)

Como muestra la tabla 11 se identifico la presencia de alcaloides, en el extracto
heptanico hay alta presencia de triterpenos. En el extracto alcohdlico se encontraron
resinas y glacidos cardiotonicos con alta incidencia de estos metabolitos. Ademés, se
identifico la presencia de flavonoides en los distintos extractos los cuales son

fundamentales para este estudio.

Tabla 12.
Tamizaje fitoquimico Adenostemma lavenia (Araratz completa)

Araratz completa

Metabolito -
Ensayo secundario N- Heptano | Alcoholico Acuo0so
Sudan Acidos grasos -
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. Compuestos
Baljet pu ++
Lactonicos
Wagner —
Dragendorff — Alcaloides +++ ++ +++
Mayer
Liebermann — Trlterpenos 0 + i
Burchard esteroides
Resinas Resinas ++
Saponinas Espuma -
Glucidos
Kedde . +
cardiotonicos
Shinoda Flavonoides +++ +
Cloruro Férrico Comp. Fenolicos + +
L Aminoacidos
Ninhidrinas . y +
aminas
Antocianinas Flavonoides ++ +
Catequinas Catequinas +
Fehling Azucares reductores | --- + +
Borntrager Quinonas +
Sabores Amargor amargo
Mucilagos Comp. Polisacéridos | --- +

(+++) Alta incidencia del metabolito; (++) Mediana Incidencia del metabolito; (+)
Poca incidencia del metabolito; (-) no se presencia el metabolito; (---) No se realiz6
el ensayo

Nota: Realizado por el autor (2016)

Como se observa en la tabla 12 en los tres extractos se present alta incidencia de
alcaloides, flavonoides y compuestos fendlicos. En el extracto alcoholico hay
triterpenos y flavonoides en alta cantidad y finalmente es la Unica planta que presenta

sabor amargo.
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3.7. Actividad anti hemolitica

3.7.1. Dosis minima hemolitica

La dosis de veneno necesaria para generar un halo de hemolisis de 15,53 mm de

didmetro fue una disolucion de veneno en PBS de concentracion 1ug/pL

RIIDH VENENO DE Botrhrops amos
Inoculacion: 15 ul (1 ug/al)

%,

@ 16.0 mm

Figura 5. Determinacion dosis minima hemolitica
Fuente: el autor (2016)
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Tabla 13.

Halo de hemdlisis de los extractos, en 3 concentraciones

Especie Extracto | Concentracion Hal(?nrrrrlsdio
Lonchocarpus utilis (raiz) ACUOSO 1:7 14.66
Lonchocarpus utilis (hojas) AcCUO0SO 1:7 15.33
Adenostemma lavenia (completa) | Acuoso 1:7 14.66
Lonchocarpus utilis (raiz) ACUOSO 1:10 14.66
Lonchocarpus utilis (hojas) AcCUO0SO 1:10 14.00
Adenostemma lavenia (completa) | Acuoso 1:10 14.33
Lonchocarpus utilis (raiz) AcCUO0SO 1:20 14.33
Lonchocarpus utilis (hojas) ACUOSO 1:20 13.00
Adenostemma lavenia (completa) | Acuoso 1:20 15.00
Lonchocarpus utilis (raiz) Alcohélico 1:7 6,00
Lonchocarpus utilis (hojas) Alcohélico 1:7 6,00
Adenostemma lavenia (completa) | Alcohdlico 1:7 6.00
Lonchocarpus utilis (raiz) Alcohélico 1:10 13.66
Lonchocarpus utilis (hojas) Alcohélico 1:10 13.50
Adenostemma lavenia (completa) | Alcohdlico 1:10 6,00
Lonchocarpus utilis (raiz) Alcohélico 1:20 9.50
Lonchocarpus utilis (hojas) Alcohélico 1:20 6.00
Adenostemma lavenia (completa) | Alcohdlico 1:20 11.00
Lonchocarpus utilis (raiz) Heptanico 1:7 13.00
Lonchocarpus utilis (hojas) Heptanico 1:7 15.00
Adenostemma lavenia (completa) Heptanico 1:7 14.33
Lonchocarpus utilis (raiz) Heptanico 1:10 14.33
Lonchocarpus utilis (hojas) Heptanico 1:10 14.33
Adenostemma lavenia (completa) Hepténico 1:10 15.66
Lonchocarpus utilis (raiz) Heptanico 1:20 12.66
Lonchocarpus utilis (hojas) Hepténico 1:20 13.66
Adenostemma lavenia (completa) Heptanico 1:20 15.33

Nota: Realizado por el autor (2016)
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3.7.2. Ensayo de Bartlett (especies)

Tabla 14.
Ensayo de Bartlett especies

Ensayo de Bartlett

Estadistica test: 0.6471; Grados de libertad: 2; VValor de P: 0.7236

Nota: Realizado por el autor (2016)

Luego de realizada la prueba de Bartlett con un valor de p de (0.7236) se comprobd
la homogeneidad de varianza en los tratamientos realizados, por lo que se realiz6 un

ensayo estadistico de Anova.

3.7.3. Anova (Excel) Especies

Tabla 15.
Test de Anova
Grados Suma de Cuadrados | ValordeF | Pr (>f)
de cuadrados | medios
libertad
Factor 2 0.24 0.118 0.010 0.991
(especie)
Error residual | 24 297.88 12.41

Nota: Realizado por el autor (2016)

3.7.4. Anova relacion entre especies

Tabla 16.
Test de Anova Relacion entre especies

Especie Media Iz:esi\zglr?g;érn VaI(F))r de
Adenostemma lavenia (completa) | 12.47 3.91 0.99
Lonchocarpus utilis (hojas) 12.31 3.65
Lonchocarpus utilis (raiz) 12.53 2.93

Nota: Realizado por el autor (2016)
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Se evidencia en las tablas de resumen del ensayo estadistico de Anova que el valor
de p=0.991 es muy cercano a 1 por lo que se puede decir que no hay diferencias
significativas en los tratamientos realizados con los diferentes extractos por lo que se

acepta la hipotesis nula en la investigacion.

3.7.5. Ensayo de Bartlett tratamientos

Tabla 17.
Ensayo de Bartlett

Ensayo de Bartlett

Estadistica test: 1.6194; Grados de libertad: 2; Valor de P: 0.445

Nota: Realizado por el autor (2016)

Luego de realizada la prueba de Bartlett con un valor de p de (0.445) se comprobd
que las variancias son homogéneas en el andlisis de tratamientos, por lo que se

realizd un ensayo estadistico de Anova.

3.7.6. Anova (Excel) Tratamientos

Tabla 18.
Test de Anova Relacién entre tratamientos
Grados Suma de Cuadrados | Valor de F | Pr (>f)
de cuadrados | medios
libertad
Factor 2 13.70 6.852 0.578 0.569
(Tratamientos)
Error residual | 24 284.40 11.851

Nota: Realizado por el autor (2016)




3.7.7. Anova Relacion extracto-veneno

Tabla 19.
Test de Anova Relacién extracto-veneno
., . Desviacion
Relacion veneno/ Extracto Media estandar Valor de p
1:7 MIDH 11.66 2.83 0.56
1:10 MIDH 13.38 3.00
1:20 MIDH 12.27 4.29

Nota: Realizado por el autor (2016)

Se evidencia en las tablas de resumen del ensayo de Anova de los tratamientos
(diluciones) el valor de p (0.569) es cercano a 1 y se comprobd que no hay grandes
diferencias significativas en las diluciones que se han realizado en los diferentes

extractos por lo tanto se acepta la hip6tesis nula.

3.7.8. Ensayo de Bartlett Extractos

Tabla 20.
Ensayo de Bartlett

Ensayo de Bartlett

Estadistica test: 20.4987; Grados de libertad: 2; VValor de P: 0.00003538

Nota: Realizado por el autor (2016)

Luego de realizada la prueba de Bartlett se obtuvo un valor de p (0.00003538), se
comprobd que no hay homogeneidad en las varianzas por lo que se realizo un ensayo

estadistico de Kruskal-Wallis.
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3.7.9. Ensayo de Kruskal-Wallis

Tabla 21.
Ensayo de Kruskal-Wallis

Ensayo de Kruskal-Wallis

Estadistica test: 15.0414; Grados de libertad: 2; VValor de P: 0.0005418

Nota: Realizado por el autor (2016)

Se evidencia en la tabla 21 del ensayo estadistico de Kruskal-Wallis que el valor de p
es (0.0005418) lo que permite comprobar que hay diferencias significativas por lo
que se aceptd la hipdtesis alternativa que indica que al menos uno de los extractos
tiene actividad alexitera, y segun los datos detectados los tratamientos con extracto

alcoholico presentan actividad alexitera.
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Discusién

Segln Pereafiez (2008) en su estudio “INHIBICION DE LAS ACTIVIDADES
PROTEOLITICA, COAGULANTE Y HEMOLITICA INDIRECTA INDUCIDAS
POR EL VENENO DE Bothrops asper POR EXTRACTOS ETANOLICOS DE
TRES ESPECIES DE HELICONIAS”, uso la misma metodologia en la elaboracién
del medio de cultivo agar sangre obteniendo 6ptimos resultados, pero a diferencia de
la presente investigacion, usé el veneno de Bothrops asper y un solo extracto que fue

el alcoholico.

En este estudio se evidencio que existe diferencia significativa entre extractos, siendo
el alcohdlico el que presenta mayor actividad anti hemolitica, entre las especies y las
diluciones no existe diferencia significativa resultados similares presenta el estudio

realizado por Otten (2015)

En la investigacion de Torres y Camargo (2004), en su estudio “Interaccion entre
extractos de organos de plantas y veneno de Bothrops neuwiedi diporus Cope
(Yarara chica)”, donde uso la misma técnica para la determinacion de la Dosis
Minima Hemolitica (DMIH) obteniendo un halo de hemolisis de 15.00 mm. En la

presente investigacion se obtuvo un (DMIH) promedio que fue de 15.53 mm.

La presencia de polifenoles y flavonoides presentes en el extracto alcohélico indica
una mayor eficacia en la actividad anti hemolitica como lo indica Duran, Montero,
Marrugo, (2013) en su estudio “EXTRACTOS METANOLICOS DE CORTEZA DE
GUAYABA (Psidium guajava L.) Y MANGO (Mangifera indica L.): EFECTO
CITOTOXICO, ANTIHEMOLITICO Y EN LA MORFOLOGIA DE MEMBRANA
DE ERITROCITOS” donde se obtuvo los mejores resultados en el extracto

alcohdlico.
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Los extractos alcohdlicos tuvieron mayor actividad alexitera ya que mostraron un
porcentaje de reduccion del halo de hemolisis hasta un 60% en las 3 concentraciones;
(1:7), (1:10) y (1:20) veneno-extracto aceptando asi la hipoétesis alternativa,
estableciéndose asi resultados similares obtenidos por Granda (2015) en su estudio
“Actividad alexitera de los extractos de Costus pulverulentus C. Persl Desmodium
adscendens (Sw.) DC., Begonia glabra Aubi., sobre el veneno de Bothrops asper
(EQUIS)” donde se presenta el mejor porcentaje de reduccion (45%) del extracto

alcohélico.
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Conclusiones

La identificacion y cuantificacion de polifenoles y flavonoides presentes en
mayor concentracion en Lonchocarpus utilis (Barbasco) que en Adenostemma
lavenia (Araratz), podria suponer que la primera especie tiene una mayor
eficacia como antidoto anti hemolitico contra el veneno de B. atrox.

Para la dosis minima hemolitica utilizada en esta investigacion, el extracto
alcohdlico de ambas especies presenta mayor capacidad neutralizante al ser
comparado con los extractos acuosos y heptanicos ya que presenta una
disminucion del 60% del halo de hemolisis generado por el veneno de
serpiente de B. atrox, no existieron diferencias significativas de actividad anti
hemolitica entre Lonchocarpus utilis (barbasco) y Adenostemma lavenia
(Araratz)

Los extractos alcohdlicos de ambas especies presentan mayor actividad anti
hemolitica desde las proporciones 1:7 veneno: extracto; no obstante, el
extracto acuoso, que generalmente se usa por los nativos amazonicos,
también tiene una actividad moderada para las hojas de L. utilis en proporcién
1:20 V: E, provocando una disminucion de actividad hemolitica del veneno

de B. atrox de alrededor del 16%.
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ANexos

Anexo 1. Permisos para recoleccion de plantas
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Fs necesano smotar gue, pars descastar s posibilidad de scceso a recumso gendtico s¢
clevd » consulta & Maria Danicls Reyes Bampgn do In Direcoide Nacional de
Buodiversadad, Espevinlists en Recunun Gendticos, amitsd la rogpuesta: “No e pasible
otwrgar e autorizacion rollciadi porgue Imvolicre aooeo o recurso  penetico ™
Pasterioments se relne con of Salicitanse y scuerdun restive uns modificasion en o
objetivo especifico 1. En 1a primers propaesta se deseribe “Realizar uns prispeccion
en las comunidndes indigenas en los cantones Motcss ¥ Husmboys para obiener
informacién acerca de s especies vegemales coenunmieote ubilizadss pera trast
mordeduas de serpienses & fin de colectar muestra de las 10 expecies mas usilizade”
per fa propuestx: "Coloctar mucserns de Pallulesta discolor (Kunt) Ansteg, Tradescantia
sonomia (L) Sw., Lanchocarpes utis AC Sm., Muocuss of. pubcscens (Ruix & Pav.)
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Memorsnds Nro, MAE-UPNMS.DIFAMS- 2016159
Macas, 14 de octubre de 2016

Minthoatachis of. mvolkis (Kunth) Grisch, cspecsen vegetales referenciadas on la lierasurs
como (tiles para of tratamiento de mondadons de sempicnies e 1a provncia de Moromas
Sautiago” que habilita la autorizacion solicitads

Con los  wolccedentes  anotados  comedsdamente pongo e i despeche ke
AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA N° 08-16
AC-FLOB-DPAMS/MAE, FLORA (X) pars sd copocemiento y  aprobecion
rsspoctiva

Se. Dx Lus Flwence Secusaday Clustips
Revparntable de Vide Silvessre - Daidad de Patrimonis Natersl Morsns Saastage
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AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA
N* (816 -4C-FLO-B-DPAMS/MAE

FLORA (X) FAUNAL( ) VARIOS ()

El Mimsterio del Ambicate, en uso de las atribuciones que le confiere Ia Codificacion s 1 Ley
Forestal y de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre autonizs &

Investigndor/es C.V Pasaporte | Nacionalided

) F. Tapia Hemnandez Wilson Fabide, investigador principal  C1 0400942819

Lods Karolys Guticrrez Germania Margariia, e
Espinel Marta Andren, estudinnic Cl: 17123923106 an

Cordova Michacl Xavier, estudiante Cl 1721502804 Ecustoriana
Mutdz carrion Ronalt Cristian, _cstudiante Cl 1722125705 Ecustoriona
Cueva Pungacho Jenny Veraica, cstudsante Cl 1723447213 Feastonana
Abdo Magaly Estefania, _estudiante. Cl. 172466887 Ecustoriana
Cardenas Karen Priscila,  estudiante Cl 1725809501 Fn-u-l

Para que lleven u cabo s investigacion cientifica: “Actividad Alexiters de Especies Vegetales
Amuzbnicas™

De acuerdo a las siguientes especificaciones

1. Solicitud mediante oficso s de fecha 08 de septiembre de 2016, firmado por Q.F. Wilson
Tapa M, Ms DOCENTE INVESTIGADOR UPS, ingresado o la Secrctaria del Ministerio
del Ambiente de Morona Santiago medsante documento Nro, MAE-DPAMS-2016-1438.
Fecha: 201609-13 15:15:59 GMT 05, Recibido por. Evelyn Alexandra Jaramillo Zamba;
pone a consideracion ¢f proyecto de investigacion para la aprobacion y emision de ln
autorizacion.  Mediante oficlo w'n s da ¢l AVAL de la Ing Diana Calero Consuegrs,
Dwectora de la Carrern de Ingenieria en Biotecoologia v los Recursos Naturales de la
Universidad Politécnica Salesiana de Quito pars que ¢f investigador con su equipo de
trabajo puedan solicitar la correspondiente sutonzacion

2. Auspicio de Institucion Cientifica Nacional: Herbario de ka Pontificia Universidad Catolica
de Quito y la Universidad Polutéonica Salesiana.

3. Auspicio de Institucion Cientifica Internacional  ninguna

4. Institocide que financia la investigacion: Universidad Politéenica Salesiana

Lo Balta dw sedtnga do lon rostedos Sden an lon Aemeon HOCE00E Serk cole WACWAE 30N QU o IeEgAdr N fueds
OB CUn s sty 08 e rEigacan e ol pals
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5. Contraparie del Ministeno del Ambientc Respoassble de Vida
Silvestre de la Direccion Provincial def Ministerio def Ambiente d¢ Morona Santiago, Dr
Médico Veterinanio y Zootecnista Luss Florencio Sucuzhafiay Gualipa
6. Inicio y final de investigacidn: 10 de octubee de 2016 al 09 de oetubre de 2017, l

7. FEntrega de informe finak: (9/10:2017
8. Valomcidn técnica del proyecto: Ing Maria Gabricls Ramirez Tixe

9. Esa  Autorezacion
MICROORGANISMOS, wn el comespondente permrso  competencia de lo Direccion
PMHumaMMW1wwmgmwu

10, Esta Ausorizacton NO HA ) )
WWMMGHMW&' B '
11, Estas muestras no podrin ser utilizadas ¢n cuakquecr sctividad &mmmbu.
ACCESO A RECURSO GENETICO, la competencia de Acceso 8 Recursos Genéticos es

exglusiva del MAE, Unidad de Recursos Genéticos,

12.De los resultados que se desprenda de ln investigacion, ne podrin ser utiltzados para
estudios postenores de Acceso s Recuras Genéticos sin ln provin aulomencion del
Mimsteno del Ambiente del Ecuador.

Complementos sutorizados para Hevar o cabo la Investigacion

13 Muestray; 8l menos 500 gr de las partes séreas de lss plantas seloccionadss y una planta
completa (sl &5 posible) pam identificacion y moataje en ¢f laboestorio

En los cantones. Morona; parroquia Sevills y Huamboyva: parroguin Chiguasa,

Obligaciones del investigador
14, Entregu al Ministeno del Ambiente, Direcoion Provincial de Morona Santiago, (02) dos
copias del informe final impeeso en formato PDF, (incluyendo um version digital), de Jos
resultados de la aworizacion otorgada
15 Citar en las publicaciones cientificas’ tesis o informes 1écnicas cientificos, el nimero de
Autorizacion de Investigacion Crentifica otorgada por el Ministerio del Ambiente, con ¢l
Gue 5¢ colecto of material
16 Entregar (2) copias de las publicaciones a la Direccion Provincial del Ambiente de
Morona Santingo.
17 Entregar copias del materinl fotogrifico que poedan ser utilizados pam difusion (se
respetan los derechos de autor)

Del ncumplimicnto de las obligacioncs dispucstas en los numemales: 14, 15, 16 v 17 s

responsabiliza al St Q. F. Tapia Herndndez Wilson Fabudn, investigador principal y DOCENTE-
INVESTIGADOR-UPS

La talbn oe aniregy de e (eatadas frsies a0 e hTiston IICRAE Al et mSCeris DEY QUE W vesligety o pusde
s’ 960 lae eclivadades de moedigeodn o & o
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SE AUTORIZA LA INVESTIGACION EN: Is provincia de Morona

Santiago, cantones:

Morona, parroquia Sevilla Don Bosco, latind: 231667 (2224561 §), longitud: 78109151
(78°63294°'W)

Husmboya, paroquin Chiguaza, latited 2043534 (272736.72°8),  longitud 77984201
(T7°59°312°'W)

SE AUTORIZA EL ESTUDIO DE MUESTRAS BIOLOGICAS CON EL PROPOSITO DE:

18, Determinar la actividad lexitern de extractos de especies vegetales amazdnicas del
cantdn Marona y Huamboyn de la Provincia de Marona Santiago

19 &hmmbmdu%mm«doﬂdwup;dﬁwz.
referenciadas en Ia literatura como iitiles pars ol tratamiento de mordeduru de serpientes en

20, Realizar ensaves de actividad beoldgica in vitro comunmente unilizados sobre los
extractos secos totales para doterminar sctividad alexitera antihemolisis, anticoagulacion,
inhibicion de proteolitos y electroforests SDS-PAGE de los extractos de las especies
cohmhmlocclmmywuwwdmahmm

SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE LOS SIGUIENTES MATERIALES Y0 EQUIPOS
PARA LA REALIZACION DE ESTA INVESTIGACION,

21+ Matenales, L CQUIPD,  FEaCVOS
y otros.

~ubeta de 100 cm por 50 an

tollo do cuerds Seigada (piola) L 350
vetro de cires metblca

unnmahmm-ummm-umuawum
COTIIAN Cof) 100 v elacdes e (v entigeoidn an o pak

A
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3
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2. ESTA AUTORIZACION ES EMITIDA BAJO LOS TERMINOS EXPRESADOS EN
LA PROPUESTA DE INVESTIGACION, EN TAL SENTIDO NO HABILITA EL
- MANEJO DE FAUNA Y FLORA . il

3. LOS INVESTIGADORES DEBERAN REALIZAR SUS INTERVENCIONES EN EL
CAMMDWMNBDWYMCONWWBN
COMO CON LOS EQUIPOS Y MATERIALES UTILIZADOS DURANTE LA

24, PARA EL INGRESO A LAS AREAS DE PROPIEDAD PRIVADA LOS
INVESTIGADORES DEBERAN ~ CONTAR CON LA AUTORIZACION DEL
RESPECTIVO PROPIETARIO.

3. PARA EL INGRESO A LAS AREAS NATURALES PROTEGIDAS LOS
INVESTIGADORES DEBERAN  CONTAR CON LA AUTORIZACION DEL
RESPECTIVO RESPONSABLE DEL AREA.

26. NO SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE ARMAS DE FUEGO, EXPLOSIVOS O
SUBSTANCIAS VENENOSAS COMO METODOLOGIA DE ESTA INVESTIGACION.

28 ESTA AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA PODRA SER
RENOVADA  ANUALMENTE PREVIO AL CUMPLIMIENTO DE  LAS
OBLIGACIONES CONTRAIDAS POR EL INVESTIGADOR, ENTREGA Y
AWMMMPWOMBNM&MMS
INDICADAS.

29. SE SOLICITARA PRORROGA QUINCE DIAS ANTES DE LA FECHA DE
VENCIMIENTO QUE INDICA ESTE DOCUMENTO,

30, TODO USO INDEBIDO DE ESTA AUTORIZACION, ASI COMO EL
INCUMPLIMIENTO DE ASPECTOS LEGALES, ADMINISTRATIVOS O TECNICOS
ESTABLECIDOS EN LA MISMA, SERAN SANCIONADOS DE ACUERDO A LA
CODIFICACION A LA LEY FORESTAL Y DE CONSERVACION DE ARFAS

La fafa de sotege Or s ceultedon Mnses an b lornatis edeecos sed oo - mveigad’ ro jueds
“mh“hwn.m T e ma
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NATURALES Y VIDA SILVESTRE Y AL TEXTO UNIFICADO DE LA
LEGISLACION  AMBIENTAL  SECUNDARIA. Y DEMAS  NORMATIVA
PERTINENTE.

31 EL INCUMPLIMIENTO DE CUALQUIERA DE ESTAS DISPOCISIONES Al
couom.usommonemnocumxm.om.mcmmmone

FORESTAL Y DE CONSERVACION DE AREAS NATURALES Y VIDA SILVESTRE
CODIFICADA, TEXTO UNIFICADO DE LA LEGISLACION AMBIENTAL
secummuvoonusuménmmneumm
AUTORIZACION.

32 TASA POR AUTORIZACION: 20 VEINTE DOLARES NO REEMBOLSABLES
DEPOSITADOS EN LA CUENTA 0010000785, CODIGO SUBLINEA 190499 CON
REFERENCIA 770770332 EN BAECUADOR. FECHA DE DEPOSITO: 04082016,
QuITO.

uhtm.hn‘.i—nbmu—--ﬁ“mﬂudwn—t
coriauar con e aclvidedes 40 MR EIORA i ol DIl
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SOLICITUD DE CRITERIO TECNICO

Eoviados: Joeves, 13 de Octubre 2016 120844
MWMMmmam”hmmam

Hago liegar en fisico el texto trnsferido desde Secrctaria Mneoﬁcbohde&cgumdc
mamw.mmo.awmwnu,moom
INVESTIGADOR UPS, ingressdo a Ia Secretaria del Ministerio del Ambicnte de
Morona Santiago mediante documento Nro. MAE-DPAMS-2016-1438. Fecha: 2016+
09-13 15:15:59 GMT -05. Recibido por: Evelyn Alexandra Jaramillo Zumba; pone a
Wd.M‘thmhMyMbh
mmam»mnmaﬂmﬂmm
ﬂmnMWdequthm
v ratifique que las especies pertenecen a la flora silvestre.

RESPUESTA: CRITERIO TECNICO

70



Re: memmma 13de
Mmuestris para investigacion ciomtifica de flors Octabre

wlvestre 2016
1519
m.
Marta Gabriela Ramirez Tixe
Par: Luts Flocencio Sucuzhafay Guallpa

WW‘;uMwmmwm«mm

Elvulmnmdccobcckhaﬁmdo_mnok'dumm;dchspmm
ymphumyhmﬁaﬁfwm.ywamntkmmﬁmhs
mnbuplmmdmmddmnhm'ﬂv'lmobjmmm

"Maria Gabricla Ramirez Tixe
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Anexo 2. Identicacion de plantas escogidas

6 Pontificia Universidad Catolica del Ecuador
/i

A 12 de Oaubie 1076 v Roca
=i

L ¥ -'n[!.l'l.l.l Al 17
o HERBARID QCA Famz 345 = 2= 2091 - (47
Tull: 59% - 2 - 306 ] . 7|4
Chuiin - Fosador

Cuito, 14 de Julio del 2016

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION

Adénostemma laverna (L.) Runtze

v Clase. Eyuislupsida C. sysndl

« Subclase: Magnolidas Movak ex Takht.

« Superorden: Asteranas Takht.

» Orden: Asterales Link

« Familia: Asteraceae Bercht, & J. Pres

«  (Eénero: Adenostermma J.R. Forst, & G, Forst,
« Especie: lavenia (L) Kuntza
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é‘ Pontificia Universidad Catélica del Ecuador

: Av. 12 de Octabye 1076 y Roca

‘ F- Apanado postal 17401.2184
‘ HERBARK) DCA Fax: $93 - 22001 . 687
Tellz39) -2-2%9 1714

Quio « Ecusdor

Lonchocarpus utilis A.C. Sm.

« Clase: Equisetopsida C. Agardh

« Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
« Superorden: Rosanae Takht.

« Orden: Fabales Bromhead

« Familia: Fabaceae Lindl.

« Género: Lonchocarpus Lindl.

« Especie: vtiis A.C. Sm.
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Anexo 3. Rendimiento de Extractos

Extracto N-heptano

Nombre de la Droga P. debalén | P.baléncon | Rendimiento
planta seca (g) vacio (g) extracto (g) %
Lonchocarpus
utilis (rafz) 14,2000 156,4310 156,8281 2.79
Lonchocarpus
utilis (hojas) 25,0000 125,3565 125,4383 3.75
Adenostemma
lavenia 25,0646 64,9093 65,1703 2.51
(completa)
Nota: Realizado por el autor (2016)
Extracto alcohélico
Nombre de la Droga | P.del balén | P. balén con | Rendimiento
planta seca (g) vacio (g) extracto (g) %
Lonchocarpus | 47 1695 | 14,7902 125,8893 6.42
utilis (raiz)
Lonchocarpus
utilis (hojas) 24,3620 64,3944 65,3329 3.85
Adenostemma
lavenia 23,8190 64,9078 65,5363 2.64
(completa)
Nota: Realizado por el autor (2016)
Extracto acuoso
Nombre de la Droga | P.del balén | P. balén con | Rendimiento
planta seca (g) vacio (g) extracto (g) %
Lonchocarpus | 4, 5159 | 1553550 | 1553975 0.33
utilis (raiz)
Lonchocarpus | 55 4479 | 1510577 | 1523133 1.62
utilis (hojas)
Adenostemma
lavenia 26,7466 153,7110 155,4826 6.62
(completa)

Nota: Realizado por el autor (2016)
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Anexo 4. Determinacién de cenizas

Determinacion de cenizas totales

Planta Crisol tarado | Peso crisol mas Peso crisol mas Porcentaje de
(ar) muestra (gr) muestra cenizas totales
incinerada (gr) (%)
Lonchocarpus
utilis (raiz) 22,859 24,909 22,937 3.82
Lonchocarpus
utilis (hojas) | 20,593 22,621 20,675 4.07
Adenostemma
lavenia
(completa) 16,357 18,425 16,447 4.38
Nota: Realizado por el autor (2016)
Cenizas solubles en agua
Planta Crisol Peso Peso crisol Peso Peso
tarado crisol mas incinerado | incinerado
(an mas muestra final (gr) final (gr)
muestra incinerada
(ar) (ar)
Lonchocarpus 4.18
utilis (raiz) 21,8017 | 23,8726 | 21,9056 21,819
Lonchocarpus 1.54
utilis (hojas) 22,859 | 24,9095 | 22,9374 | 22,9058
Adenostemma
lavenia 9.35
(completa) 22,3885 | 24,4431 | 22,6728 | 22,4806

Nota: Realizado por el autor (2016)
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Cenizas insolubles en &cido clorhidrico

Peso crisol P Porcentaje
. . eso .
Crisol mas muestra | . . cenizas
Planta e incinerado .
tarado (gr) incinerada final (gr) insoluble
(gr) (%)
Lonchocarpus
utilis (raiz) 23,9313 23,948 23,9309 0.84
Lonchocarpus
utilis (hojas) | 22,86213 | 22,9289 22,825 5.09
Adenostemma
lavenia
(completa) 21,1883 | 21,2622 | 21,1957 3.31

Nota: Realizado por el autor (2016)
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Anexo 5. Curva de calibracion de Polifenoles totales

Polifenoles totales
0,45
0,4 y =0,005x - 0,0088
0,35 R?=0,9946
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

0
0,05 0 10 20 30 40 50 60 70
mg Acido galico/ L

Absorbancia

Figura 4. Curva de calibracion de fenoles totales
Nota: Realizado por el autor (2016)
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Anexo 6. Curva de calibracién de Fenoles

Curva de calibracién Flavonoides

0,14
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% -0.0081 4
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0,04

Absorvancia (510nm)

/

0,02

0 ‘ ‘

2,4
Catequinas (mg/l)

0,8 1,6

3,2 4,8

Figura 4. Curva de calibracion de fenoles totales
Nota: Realizado por el autor (2016)
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Anexo 7. llustraciones siembra extracto acuoso

Barbasco (raiz) Barbasco (hojas) Araratz

Fuente: el autor (2016)
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Anexo 8. llustraciones siembra extracto alcohdlico

. A

Barbasco (raiz) Barbasco (hojas) Araratz

Fuente: el autor (2016)
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Anexo 9. llustraciones siembra extracto alcohélico

Barbasco (raiz) Barbasco (hojas) Araratz
Fuente: El autor (2016)
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