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RESUMEN
La mastitis bovina es una enfermedad principalmente causada por bacterias, que inflama
las ubres de las vacas y afecta negativamente la salud de los individuos y la correcta
produccidn de leche. Paquiestancia es una comunidad ubicada en la parroguia Ayora, en
el canton Cayambe, donde la principal fuente de ingresos es la actividad ganadera, sin
embargo, existe una notable prevalencia de mastitis. Los habitantes han aplicado sus
conocimientos tradicionales de especies vegetales como Cynanchum microphyllum
(lechango) y Cestrum peruvianum (sauco), utilizadas como medio de prevencion para
esta enfermedad. La presente investigacion plante6 como objetivo evaluar el efecto
toxicoldgico, antioxidante y antibacteriano de extractos alcoholicos de tallos y hojas de
las dos especies, con el fin de conocer el aporte fitoquimico y la factibilidad de uso frente
a la mastitis en ganado vacuno. Las plantas también se analizaron morfolégicamente y
fueron procesadas de forma molecular para identificar su homologia con otras especies
mediante la herramienta BLAST. Ademas, se realizd el tamizaje fitoquimico de los
extractos para relacionar sus compuestos con las propiedades terapéuticas hacia la
mastitis. En el tamizaje fitoquimico se identificé que el extracto de tallos de sauco
contiene alcaloides, flavonoides, triterpenos y esteroides; el extracto de hojas de sauco
presenta, adicionalmente, saponinas y catequinas; y el extracto de lechango tiene
alcaloides, fenoles y taninos, triterpenos y esteroides, y catequinas. Con respecto a la
actividad toxicologica se evidencid que el extracto de hojas es ligeramente toxico (794,33
ppm), el extracto de tallos es practicamente no téxico (1.202,26 ppm), y el extracto de
lechango se encuentra entre practicamente no toxico a ligeramente toxico (1.000 ppm).
En la actividad antioxidante se obtuvo que el extracto de lechango presentd un mayor
potencial antioxidante (ICso 1,799 mg/mL) respecto a los otros dos. Finalmente, todos los

extractos presentaron una accion antibacteriana activa (2+), en concentraciones del 30 y



15% frente a Streptococcus agalactiae, una de las principales bacterias que causan la
mastitis bovina. Con estos resultados se demostrd que ambas especies son efectivas frente
a la mastitis y presentan un gran potencial para su uso en medicamentos veterinarios

dirigidos al tratamiento de la mastitis bovina.

Palabras clave: Mastitis, extractos vegetales, antioxidante, antibacteriano, toxicidad.



ABSTRACT

Bovine mastitis is a disease mainly caused by bacteria, which inflames the udders of cows
and negatively affects the health of individuals and proper milk production. In
Paquiestancia, a community located in the Ayora parish, in the Cayambe canton, the main
source of income is cattle raising; however, there is a notable prevalence of mastitis.
Faced with this, the inhabitants have applied their traditional knowledge of the species
Cynanchum microphyllum (lechango) and Cestrum peruvianum (sauco) as part of the
treatment for this disease. Therefore, the general objective of this research was to evaluate
the toxicological, antioxidant and antibacterial effect of alcoholic extracts of stems and
leaves of the two species mentioned, to demonstrate their effectiveness against mastitis
in cattle. The plants were also morphologically analyzed and molecularly processed to
identify their homology with other species using the BLAST tool; and, in addition,
phytochemical screening of the extracts was performed to relate their compounds with
their therapeutic properties against mastitis. Phytochemical screening identified that the
extract of sauco stems contains alkaloids, flavonoids, triterpenes and steroids; the extract
of sauco leaves additionally presents saponins and catechins; and the extract of lechango
has alkaloids, phenols and tannins, triterpenes and steroids, and catechins. With respect
to toxicological activity, it was found that the leaf extract is slightly toxic (794.33 ppm),
the stem extract is practically non-toxic (1,202.26 ppm), and the lechango extract is
between practically non-toxic to slightly toxic (1,000 ppm). In the antioxidant activity,
lechango extract showed a higher antioxidant potential (IC50 1.799 mg/mL) than the
other two extracts. Finally, all the extracts showed an active antibacterial action (2+), at
concentrations of 30 and 15% against Streptococcus agalactiae, one of the main bacteria

causing bovine mastitis. With these results, it was demonstrated that both species are



effective against mastitis and present a great potential for use in veterinary drugs for the

treatment of bovine mastitis.

Keywords: Mastitis, plant extracts, antioxidant, antibacterial, toxicity.
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1. INTRODUCCION

Ecuador presenta una inmensa variedad de flora y fauna, por lo que ha sido
catalogado como uno de los 17 paises megadiversos del mundo (Aguirre et al., 2017).
Hablando especificamente de la flora, de la Torre et al. (2008), publicaron un exhaustivo
trabajo etnobotanico donde se investigd un total de 5.172 especies de plantas en las
regiones Costa, Sierray Amazonia; dichas especies fueron agrupadas dentro de categorias
segun el uso que les han dado las distintas etnias ecuatorianas, por ejemplo, medicinal,

alimenticio, social, combustible, toxico etc.

La Etnobotéanica surge como una disciplina que fusiona las ciencias naturales y
sociales (Sanchez & Torres, 2020), y es gracias a ella, que en la investigacion realizada
por de la Torre et al (2008), se puede evidenciar la abundancia de plantas que hay en el
pais y su estrecha relacion con las comunidades. Dentro de la Etnobotanica se encuentra
la etnoveterinaria, un término que se refiere a la aplicacion de los conocimientos
tradicionales en la salud animal y tiene como objetivo mantener su bienestar y un buen
desempefio para su produccion. Es asi, que las comunidades campesinas adoptan estas
técnicas para prevenir, manejar y remediar enfermedades como en el ganado bovino, pues

su economia depende de la venta de sus productos (Shoaib et al., 2021).

Gran parte de los conocimientos ancestrales etnobotanicos estan vinculados a la
Region Interandina, donde los habitantes transmiten sus conocimientos sobre el uso
tradicional de las plantas (Fernandez et al., 2019). Un ejemplo es Paquiestancia, una
comunidad rural ubicada en la parroquia Ayora, cantdn Cayambe, en la provincia de
Pichincha, cuyo principal ingreso son las actividades agropecuarias, destacAndose la

ganaderia. Segun Torres (2018), la economia de Cayambe se encuentra ligada a la



industria lactea, existiendo alrededor de 55 empresas que elaboran productos derivados
de esta. Ademas, se estima que hay 5.450 pequefios ganaderos que generan cerca de
425.000 litros de leche cada dia. Sin embargo, en Paquiestancia existe un problema
notable, que es la prevalencia de la mastitis bovina, misma que afecta gravemente la
correcta produccion de la leche al disminuir su calidad y aumentar los gastos en

tratamientos (Bonifaz & Conlago, 2016).

La mastitis bovina es una enfermedad que inflama las glandulas de las ubres
debido a lesiones fisicas, alergias e infecciones por microorganismos, principalmente
bacterias (Avellan et al., 2019). Ramirez (2018), menciona que, las bacterias patdgenas
caracteristicas de esta enfermedad son Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Streptococcus uberis y Pseudomonas aeruginosa. Estos
microorganismos invaden desde el interior hacia el exterior de la ubre mediante el
conducto de la glandula mamaria, causando una inflamacion; a partir de ello, puede
presentarse atrofia, edemas inflamatorios o la pérdida total de la ubre. Algunos de los
sintomas que manifiestan las vacas son molestias, gran dolor y estrés, impactando
directamente en la industrializacion, calidad y condicién de la leche (Gonzélez & Vidal

del Rio, 2021).

A nivel mundial, la mastitis afecta a alrededor de un tercio de las vacas lecheras y
se considera una de las enfermedades méas costosas de la industria lactea (Jiménez et al.,
2020; Ormaza et al., 2022). En Ecuador, la mastitis ha provocado una pérdida financiera
significativa en el sector ganadero, siendo Pichincha e Imbabura aquellas con una
prevalencia de la enfermedad preocupante, que es del 74,4%. Tales cifras se deben a que

los cantones Cayambe y Pedro Moncayo, pertenecientes a esta provincia, presentan una



mayor produccion de leche y, como consecuencia, tienen problemas recurrentes de

mastitis (Ballesteros & Valdivieso, 2018; Quispe et al., 2020).

En los tratamientos cotidianos para la mastitis se incluyen los antibioticos o
antimicrobianos, que controlan el desarrollo de los patdgenos, pero su manejo incorrecto,
su uso excesivo en el tiempo y la falta de desarrollo de nuevos farmacos, han provocado
la resistencia de los patdgenos, generando bajas tasas de curacion (Jiménez et al., 2020).
Como alternativa a estos tratamientos, se ha planteado el uso de plantas medicinales, ya
que estas contienen varios fitoconstituyentes (terpenoides, taninos, flavonoides, etc.)
derivados del metabolismo secundario, que les otorgan distintas caracteristicas (color,
sabor, olor y defensa) y les permiten desempefar funciones bioldgicas debido a sus
propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes y/o anticancerigenas
(Batiha etal., 2020). En este contexto, las plantas forman un pilar fundamental para
reemplazar a los antimicrobianos en el tratamiento de la mastitis bovina, garantizando el
correcto rendimiento de la leche y ayudando a disminuir los impactos negativos de la

enfermedad (Mushtag et al., 2018).

Collaguazo & Mérquez (2022), en su trabajo de investigacion, identificaron cuatro
especies vegetales utilizadas en Paquiestancia como tratamiento etnoveterinario para la
mastitis, determinando sus propiedades farmacognosticas y fitoquimicas. Una de ellas fue
Cynanchum microphyllum, que pertenece a las apocinaceas, una familia con especies
caracterizadas por poseer varias propiedades farmacoldgicas, como la antibacteriana,
debido a la presencia de esteroides, alcaloides, triterpenos y pentaciclicos (Machado et al.,
2022). Por otro lado, se encuentra Cestrum peruvianum, de esta especie se encontrd

informacion del género, del cual se ha evidenciado el contenido de taninos, alcaloides,



saponinas y catequinas, asimismo, estos compuestos tienen actividades antibacterianas,

antioxidantes y antiinflamatorias (Ciangherotti et al., 2004; Corzo, 2012).

Con los antecedentes mencionados y tomando en cuenta la problematica que
implica la mastitis en el manejo del ganado vacuno en la comunidad de Paquiestancia, el
presente trabajo de investigacion busca brindar a su poblacion un soporte cientifico al
conocimiento ancestral, orientado al manejo de especies con potencial medicinal, como
son Cynanchum microphyllumy Cestrum peruvianum. Ademas, se marcara un precedente
para que a futuro estas plantas medicinales se utilicen en formulaciones de medicamentos

veterinarios.

Por consiguiente, se ha planteado como objetivo general evaluar el efecto
toxicoldgico, antioxidante y antibacteriano de extractos alcohélicos de tallos y hojas de
Cynanchum microphyllum y Cestrum peruvianum, para demostrar su efectividad frente a
la mastitis en ganado vacuno. Para ello, se recolectaron las especies vegetales en la
comunidad de Paquiestancia, parroquia Ayora, del canton Cayambe y se realizd el
tamizaje fitoquimico de los extractos. Adicionalmente, las plantas se analizaron
morfolégicamente y fueron procesadas de forma molecular para identificar su homologia

con otras especies mediante la herramienta bioinformatica BLAST.

En base al objetivo propuesto se establece como hipdtesis que los extractos
alcoholicos de tallos y hojas de Cynanchum microphyllum y Cestrum peruvianum,
recolectadas en la comunidad de Paquiestancia, poseen propiedades antibacterianas,
antioxidantes y toxicologicas, lo que sugiere su potencial efectividad para ser

consideradas para la prevencion de la mastitis en ganado vacuno.



2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1.Mastitis bovina

2.1.1. Definicién

El término “mastitis” proviene del griego “masto”, que significa pecho o pezon e
“itis”, que significa inflamacion, por lo que, la mastitis se define como la enfermedad que
produce una reaccién inflamatoria en las glandulas mamarias de las vacas (Kumar et al.,

2020).

2.1.2. Etiologia

Normalmente, la mastitis es causada por distintas especies de bacterias, tanto
grampositivas como gramnegativas. Estas se clasifican segin su origen, en contagiosas y
en ambientales (Wang et al., 2021). El primer grupo corresponde a aquellas bacterias que
tienden a vivir en la piel de la ubre, donde colonizan y se desarrollan hasta el canal del
pezon, en este caso, la transmision de la enfermedad se puede dar durante el ordefio de
vacas infectadas a vacas no infectadas. Por otro lado, las bacterias ambientales se
encuentran en el medio ambiente, principalmente en la materia fecal y suelen ser
patdgenos oportunistas, que acttan cuando el huésped esta inmunodeprimido (Zigo et al.,

2021; Cheng & Han, 2020).

Algunas bacterias identificadas como contagiosas son Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae y Mycoplasma spp., mientras que, dentro de las bacterias
ambientales se encuentran Escherichia coli, Enterococcus spp., Streptococcus uberis y

Pseudomonas spp. (Cheng & Han, 2020)



2.1.3. Consecuencias en la salud del ganado

De acuerdo con Kumar et al. (2020), la mastitis puede catalogarse como: a)
subclinica, b) clinica y c) cronica. La mastitis subclinica es una afeccidn asintomatica y
no se exhibe una inflamacién notoria en las ubres, sin embargo, la leche puede verse
alterada y presentar un incremento en el conteo de las células somaticas (Zhang et al.,

2022).

La mastitis clinica es mas severa que la subclinica, durante esta las ubres presentan
secreciones, inflamacién leve y rojez, la leche luce acuosa y con coagulos, y las vacas

tienen sintomas como fiebre, pérdida del apetito y debilidad (Zhang et al., 2022).

Finalmente, la mastitis crénica dura meses, aqui la inflamacién de las glandulas
mamarias es persistente, pero ocurre en intervalos de tiempo discontinuos; la leche puede
contener sangre y pus, Yy las vacas presentan sintomas adicionales como shock y anorexia

(Kumar et al., 2020; Cheng & Han, 2020).

2.1.4. Tratamientos

Segun (Sharun et al., 2021), el tratamiento de la mastitis depende de algunas
variables como: tratamiento antimicrobiano, identificacion del patdgeno causante, parto,
etapa de lactancia e historial previo de mastitis u otras enfermedades. En general, durante
la terapia se utilizan antibioticos con glucocorticoides que restauran la impermeabilidad
de la barrera sangre-leche, mejorando la calidad de la leche (Cobirka et al., 2020). Sin
embargo, un problema actual es la resistencia de las bacterias a los antibioticos debido a
su uso incorrecto y prolongado, y a la escasez de nuevos farmacos efectivos, lo que

ocasiona bajas tasas de curacion (Jiménez et al., 2020).



Por esta razon, es importante controlar desde un inicio el esparcimiento de la
enfermedad, para ello, resulta fundamental la deteccién temprana, el uso de pruebas
sensibles para la deteccion, la aplicacion de practicas que disminuyan el contagio y la

prevencion de la infeccion entre vacas (Sharun et al., 2021).

Otros métodos terapéuticos incluyen: inmunoterapia, bacteriocinas, bacteriéfagos,
péptidos antimicrobianos, probioticos, seleccion genetica, terapia herbaria, terapia con
celulas madre, terapia nutricional y terapia basada en tecnologia de nanoparticulas

(Sharun et al., 2021).

2.1.5. Impacto en el sector ganadero

A nivel mundial, la mastitis bovina es la enfermedad mas comdn dentro de la
industria ganadera, generando grandes pérdidas econdémicas al reducir la composicién y
calidad de la leche (Cheng & Han, 2020). Hogeveen et al. (2019), mencionan que el costo
por el fracaso en el tratamiento de la mastitis es de aproximadamente 147 dolares por
vaca al afio. Ademas, Sharun et al. (2021), afirma que la mastitis subclinica provoca entre

el 60 al 70% de las pérdidas economicas totales respecto a los otros tipos de mastitis.

La industria lactea en Ecuador representa un pilar importante en cuanto a la
generacion de empleo y la economia en el sector agricola (Gonzalez & Vidal del Rio,
2021). Segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (2023a), en la Encuesta de
Superficie y Produccion Agropecuaria Continua (ESPAC), tan solo en un dia se generan
5.5 millones de litros de leche en el pais, con un promedio de 6,8 litros por vaca. Ademas,
hasta el 2022, la Sierra fue la principal region productora de leche, con 4.4 millones de
litros, lo que equivale al 79,5% de la produccion total (Instituto Nacional de Estadisticas

y Censos, 2023Db).



No obstante, la mastitis implica un gran problema para los ganaderos del pais, ya
que, de acuerdo con distintos estudios realizados en varias provincias del Ecuador, la

prevalencia de la enfermedad es bastante preocupante (Tabla 1.).

Tabla 1. Prevalencia de la mastitis en distintas provincias del Ecuador

Provincia Cantén Prevalencia Autores
Imbabura Otavalo ,
Pichincha Cayambe y Quito 74,41% (Gomez, 2015)
Loja Gonzanama 68,4% (Figueroa, 2016)
Pichincha Cayambe 66% (Bonifaz & Conlago, 2016)
Caniar Biblan 56,5% (Cuenca et al., 2021)
Chimborazo Penipe 48,33% (Chéavez, 2022)
Los Rios Babahoyo 44,94% (E. Mora, 2023)
pichincha | Fearo Vicente Maldonado |, 0. (Jiménez, 2022)
y Quito
Manabi Rocafuerte 38,57% (Avellan et al., 2019)
Bolivar Guaranda 35,9% (Balarezo & Poveda, 2018)
Carchi Montufar 35,71% (Ormazaet al., 2022)
Pichincha Cayambe 22,22% (Farinango, 2015)
Azuay Cuenca 15,38% (Avilés & Medina, 2022)

Elaborado por: (Los autores, 2024)

2.2.Area de estudio

2.2.1. Paquiestancia

Paquiestancia es una comunidad indigena que se encuentra localizada en la
Parroquia Ayora, perteneciente al canton Cayambe, Provincia de Pichincha, en Ecuador
(Figura 1.). Se conforma por una superficie de alrededor de 450 hectéreas, ubicadas en
las faldas del volcan Cayambe, limitando con el parque Nacional Cayambe. Posee
ecosistemas con bosques muy humedos montanos y pluviales subalpinos, donde
prevalecen climas frios con temperaturas promedio de 15 a 17°C, y temperaturas

extremas de entre 5 a 22°C (Sinchiguano, 2017).



Vista satelital de Paquiestancia

S YANAHUAICU

= Mirador. de.las &»
estrellas - Cariacu

Ayora :
G @ Casa de.Campo?
ayambe B&B

Paquiestancia

e

Figura 1. omunidad de Paquiestancia
Fuente: (Google Earth, 2024)

En los paramos se evidencia la presencia de flora representativa como las
gramineas, mientras que, en la parte baja, se encuentran especies como arrayan, frailejon,
pumamaqui, chuquiragua, entre otras; muchas de estas plantas han sido consideradas de
importancia medicinal. Por otro lado, con relacién a la fauna, Paquiestancia posee
especies destacadas como 0so de anteojos, lobo de paramo, cuy de monte, conejo, zorro,

gavilén, perdiz, etc. (Sinchiguano, 2017).

La comunidad fue fundada hace mas de 55 afios, debido al compromiso de
comuneros del Pueblo Kichwa Kayambi, que decidieron hacerse responsables del buen
estado y mantenimiento de sus tierras. Es importante mencionar que Paquiestancia cuenta
con alrededor de 1.200 personas, conformadas en 180 familias aproximadamente, quienes
se dedican, en su mayoria, a las actividades econdmicas caracteristicas del territorio,
destacandose la actividad agropecuaria, debido a las condiciones favorables del suelo, del
clima y a la disposicion de agua. Otras actividades destacables estan relacionadas al

turismo, a la artesania y a la carpinteria (Sinchiguano, 2017; Taco & Valdiviezo, 2019).

2.2.2. Farmacognosia y etnoveterinaria



El término “farmacognosia” proviene del griego “pharmakon” que quiere decir
remedio y ““gnosis” que significa conocimiento. Etimologicamente, esta palabra hace
alusion al “conocimiento de los farmacos” (Gonzalez, 2008). En este sentido, se entiende
a la farmacognosia como una ciencia que se encarga del estudio de aquellos principios
activos de origen natural que generan un potencial terapéutico de aplicacion industrial

(Cortez et al., 2004).

La etnoveterinaria, 0 mas conocida como Medicina Etnoveterinaria (MEV), se
define como el estudio de los conocimientos en practicas, sistemas y estructuras culturales
y sociales de creencias locales, respecto al modo de produccién animal, con el objetivo
de aplicar mejoras a los proyectos de desarrollo agropecuario para garantizar una calidad

de vida adecuada (Nava et al., 2018).

De esta manera, la Etnoveterinaria reconoce la importancia de una sinergia entre
los factores fisicos, culturales, sociales y econémicos con los animales, esto incluye a los
aspectos farmacoldgicos en la prevencion y tratamiento de sus diferentes enfermedades;
abordando todas aquellas técnicas tradicionales aplicadas por los humanos para los fines

antes mencionados (Nava et al., 2018; Shoaib et al., 2021).

Ecuador se ha consolidado como uno de los paises con gran potencial en medicina
tradicional por su numerosa diversidad vegetal, estimada en unas 25.000 especies; es por
ello que se considera importante la investigacion respecto a las formas de uso de cada
especie y los beneficios que estas ofrecen dentro de la etnoveterinaria, en las diferentes
comunidades del pais (Contreras & Ramirez, 2022; Rendon et al., 2019). Collaguazo y
Marquez (2022), manifiestan un ejemplo de esto en la comunidad de Paquiestancia, donde

las mujeres utilizan sus conocimientos tradicionales de cuatro especies vegetales, propias
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de la zona, como tratamiento para la mastitis bovina, al prepararlas como un emplasto

que se aplica en las ubres de las vacas.

2.3.Descripcidn de especies empleadas en el tratamiento de la mastitis

2.3.1. Cynanchum microphyllum

Comunmente conocido como “lechango”, Cynanchum microphyllum es un tipo
de enredadera que se caracteriza por poseer en el interior de su tallo una leche blanquecina
denominada latex, sus flores son de color crema y sus frutos de color verde (Gutiérrez,
2010). Esta especie se distribuye a lo largo de la region interandina de Ecuador,
ubicandose principalmente en lugares que rondan los 3.000 metros de altitud,
generalmente dentro de bosques premontanos (Oleas etal., 2016). La clasificacion

taxondmica se observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de Cynanchum microphyllum

Reino Plantae
Orden Gentianales
Familia Apocynaceae
Subfamilia Asclepiadoideae
Género Cynanchum
Especie Cynanchum microphyllum

Fuente: (Oleas et al., 2016)
Elaborado por: (Los autores, 2024)

La informacién acerca de los usos etnobotanicos del lechango es muy limitada,
sin embargo, se ha evidenciado que posee propiedades analgésicas frente a golpes y es
bastante Gtil como material para la elaboracion de herramientas (Gutiérrez, 2010). Un
estudio sistematico del genero Cynanchum (familia Apocynaceae) en Sudamérica,
realizado por Hechem, Ezcurra y Zuloaga (2012), destaca la importancia medicinal de
algunas especies de este género (Cynanchum chiloense, Cynanchum pachyplyllum), ya

que presentan diversos metabolitos en el zumo lechoso, en sus tallos y en sus hojas,
11



mismos que les atribuyen actividades antiinflamatorias, antihemorrégicas, antiacidas y

antisifiliticas.

2.3.2. Cestrum peruvianum

Cestrum peruvianum es conocido por su nombre comin como “sauco”, esta
especie es un arbusto perenne con una altura aproximada de dos metros, con un tallo
lefioso de coloracion verdosa y hojas ovales, alternas y pinnatinervias. Sus inflorescencias
son axilares umbeliformes de coloracion blanquecina y su fruto es una baya (Leon, 2010).
Segun Canal (2011), una caracteristica del género Cestrum es que se encuentra distribuido
en zonas tropicales y subtropicales a lo largo del continente americano, desde el norte de
México hasta el noreste de Argentina. En Ecuador, Cestrum peruvianum es una especie
vegetal que se encuentra en zonas himedas, especificamente en zonas con ecosistemas
montanos humedos, por lo que se sitda a lo largo del tramo interandino. La clasificacion

taxondmica se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion taxonémica de Cestrum peruvianum

Reino Plantae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Subfamilia Cestroidae
Género Cestrum
Especie Cestrum peruvianum

Fuente: (Ledn, 2010)
Elaborado por: (Los autores, 2024)

Se conoce que el sauco es muy utilizado en la medicina tradicional en infusiones
para tratar la fiebre, la tos y la reduccién de sintomas gripales. Ademas, la infusion de
flores y hojas es muy utilizada para tratar inflamaciones (Mora & Orozco, 2002; Leon,

2010;Caballero et al., 2019).

2.4.Estudio farmacognostico de especies vegetales
12



Los estudios farmacognosticos son imprescindibles, especialmente para aquellas
plantas que tienen potencial medicinal, algunos de los estudios que se realizan son:
morfologia, caracteristicas del material seco molido, caracteristicas de los extractos,
analisis fisicoquimicos, etc. (Ramadevi et al., 2020; Shashikanth, 2023). Para llevar a
cabo estos estudios, se debe partir de la recoleccion de las especies, siguiendo distintas

pautas.
2.4.1. Recoleccion

La Organizacion Mundial de la Salud, en 2003, publicé una directriz sobre las
buenas préacticas de recoleccidon de plantas medicinales, en ella se menciona que esta
actividad debe permitir la supervivencia a largo plazo de la especie y su habitat, se debe
colectar en la mejor temporada climatica, no se deben recoger plantas que estén expuestas
a plaguicidas o contaminantes y se tienen que colocar en bolsas nuevas con aireacion.
Ademas, luego de la recoleccion, la materia vegetal debe ser procesada para eliminar la

suciedad, las partes innecesarias y las zonas dafiadas o enfermas.

2.4.2. Carpeta botanica

Una carpeta botanica es un documento que contiene datos relevantes de una
especie vegetal y una muestra de la misma que ha sido prensada para su conservacion.
Estos documentos son importantes ya que permiten acceder a informacion de diferentes

especimenes y se conservan en colecciones dentro de herbarios (Arnelas et al., 2012).

2.4.3. Morfologia

El analisis morfolégico es de gran utilidad cuando se quiere hacer una

identificacion taxondmica, esto se debe a que las plantas tienden a presentar variaciones
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en sus diferentes drganos en cuanto a la forma, estructura y apariencia (Odewo et al.,
2022). Este estudio se puede realizar mediante la visualizacion de la muestra vegetal en
un estereoscopio (macromorfologia) o en un microscopio (micromofologia) (Talip et al.,

2024).
2.4.4. Método de extraccion

La elaboracion de extractos es una de las principales técnicas que se lleva a cabo
para poder analizar los compuestos que se encuentran presentes en las plantas (Agrawal

& Nirmal, 2024). Los métodos mas utilizados se describen a continuacion.

2.4.4.1. Hidrodestilacion

Es un método utilizado para la extraccion de aceites esenciales de diversos
materiales vegetales, en el proceso se usa agua como disolvente porque permite eliminar
la necesidad de la recuperacion de disolventes, dando lugar al ahorro de recursos, energia

y tiempo (Aruna et al., 2022; Turchetti & De Santis, 2022).

2.4.4.2. Percolacion

Consiste en la extraccion de compuestos bioactivos de material vegetal molido,
gue se pone en contacto con un solvente y permite su renovacion constante, debido a que
el solvente pasa a traves de la planta molida mediante percoladores, donde se controla la

temperatura, tiempo y flujo del proceso (Benitez et al., 2020).
2.4.4.3. Extraccion Soxhlet
Se basa en el uso de solventes de bajo punto de ebullicidn, los cuales se evaporan,

entran en contacto con el material vegetal y arrastran con los compuestos que este
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contiene. El equipo se conoce como extractor Soxhlet y el proceso dura horas o incluso

dias (Rivas et al., 2016).

2.4.4.4. Maceracion

Se fundamenta en remojar el material seco con un disolvente dentro de un
recipiente &mbar; esto se deja a temperatura ambiente por 2 o 3 dias con constante
agitacion y finalmente, se filtra para obtener el extracto (Agrawal & Nirmal, 2024). Es
un método de alta eficiencia, evita el dafio oxidativo del material y puede generar

extractos con elevados compuestos bioactivos benéficos (Mukhametov et al., 2023).

2.4.5. Control de calidad

El control de calidad es un conjunto de pasos fundamentales para la fabricacion
de productos elaborados a partir de plantas medicinales, ya que aseguran la buena calidad,
eficacia y eficiencia de los mismos. Los controles de calidad se aplican en la materia

prima, los excipientes y el producto final (Kagawad et al., 2021).

2.4.5.1. Porcentaje de humedad

Evaluar la cantidad de humedad que hay en el material vegetal seco es necesario
debido a que una alta cantidad de agua influye en la degradacion de sus componentes y
en el crecimiento de microorganismos. Actualmente, se puede emplear un analizador de
humedad hal6geno que seca rapidamente las muestras y emite el valor del contenido de

humedad en funcion de la variacion del peso (Eltahir et al., 2018).

2.4.5.2. Indice de refraccion

El indice de refraccion es una medida que indica la capacidad de una sustancia

para refractar la luz, lo que permite conocer su calidad y pureza (Putri, 2023; Sonawane
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etal.,, 2024). Para obtener la medicion se utiliza un equipo llamado refractometro

(Chaouche et al., 2021).

2.4.5.3. pH

El pH es un valor que determina el nivel alcalino o acido de una muestra, su
medicion es importante porque puede influir en la solubilidad y estabilidad de algunos
compuestos de las plantas (Sonawane etal., 2024). El equipo que se emplea es el

potenciémetro (Hendrawati et al., 2019).

2.45.4. Densidad

La densidad se define como la masa por unidad de volumen de la muestra y sirve
para conocer su pureza (Sonawane et al., 2024). Para su determinacion se utiliza el

picnometro (Hendrawati et al., 2019).

2.4.5.5. Solidos totales

Los solidos totales se refieren a la cantidad de residuo que queda después de
exponer la muestra a un proceso de secado, en condiciones especificas, hasta obtener un
peso constante y su importancia radica en que estos sélidos impactan en la estabilidad de

la sustancia (Patel et al., 2020).

2.5.Analisis fitoquimico

El andlisis fitoquimico es un parametro importante para conocer los componentes
quimicos y principios activos que se encuentran en las plantas y, de esta forma, evaluar
sus posibles usos, por ejemplo, en el ambito medicinal (J. R. Shaikh & Patil, 2020).
Dichos compuestos forman parte del metabolismo de las plantas y se dividen en

metabolitos primarios y secundarios (saponinas, alcaloides, glucésidos, taninos, etc.),
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estos pueden exhibir diversas actividades bioldgicas, incluidas propiedades
antiinflamatorias, antiateroscleréticas, antitumorales, antimutagénicas, antibacterianas,

antivirales, anticancerigenas, antioxidantes, etc. (Muharrami et al., 2020).

2.5.1. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico es un método analitico, generalmente cualitativo, que se
usa para determinar el tipo de metabolitos que se encuentran en los extractos de las
plantas. Este analisis se realiza mediante el uso de distintos reactivos que reaccionan

especificamente de acuerdo a cada metabolito (Syahputra et al., 2021) (Anexo 1.).

2.6.Analisis molecular

La identificacion de especies a nivel molecular suele ser indispensable al
momento de establecer nuevos datos taxonomicos. En la actualidad, las técnicas
moleculares basadas en ADN permiten la obtencion de informacidon de alta confiabilidad,
debido a que el contenido del genoma es Unico para cada individuo. Es asi que, se vuelve
necesario contar con protocolos precisos para determinar los niveles de variacion
genética, empezando por el aislamiento y purificacion de ADN, para la posterior

aplicacion de las técnicas moleculares (Cerna & Mifio, 2018; Rey & Capdevielle, 2020).

2.6.1. Protocolo de extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccion se basa en el aislamiento y purificacion de moléculas de ADN, a
través de la interaccion de sus caracteristicas fisicoquimicas. Estos protocolos,
generalmente, pretenden la reduccion o eliminacion de moléculas que interfieren en los

procesos posteriores; ademas, deben ser sencillos, rapidos y eficaces para garantizar la
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calidad del material genético a obtener. La seleccion del método dependera del organismo

con el que se esta trabajando (Alfonso et al., 2016; Niizawa, 2020).

1)

2)

3)

4)

El proceso de extraccion consta de 4 fases fundamentales:

Homogenizacion y lisis: Puede ser homogenizacion quimica, empleando un buffer
de lisis que estabiliza el material genético y desnaturaliza proteinas, u
homogenizacién mecanica, que consiste en la utilizacion de un pistilo, el cual

ayuda a la separacion de la muestra mediante la friccion (Alejos et al., 2014).

Separacion de lipidos y proteinas: En esta fase, el ADN se separa de los lipidos y
proteinas a través de ciclos de centrifugacion y la interaccion con solventes
organicos que disocian las membranas celulares. Un ejemplo es el fenol:

cloroformo, que desnaturaliza proteinas y elimina lipidos (Checa et al., 2017).

Precipitacion del ADN: ElI ADN se recupera de la separacion de lipidos y
proteinas mediante el uso de solventes como el isopropanol o el etanol (Alejos

etal., 2014).

Redisolucion del ADN: Pretende la hidratacion del ADN para su posterior

andlisis, para lo cual, se utiliza agua de grado ultrapuro (Alejos et al., 2014).

Respecto a la cuantificacion y evaluacion de la calidad del ADN, son aspectos

esenciales para los analisis posteriores como la PCR. Dentro de los métodos mas

utilizados para cuantificar el ADN se encuentra el analisis por absorcion ultravioleta, pues

los nucledtidos poseen valores maximos de absorcion de alrededor de 260 nm. Este

método se caracteriza por proporcionar un estimado preciso de la concentracion de ADN,

solo si se encuentra libre de proteinas o solventes orgéanicos, es decir, puro. Para evaluar
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la pureza, la muestra se somete a una proporcion OD 260nm/OD 280nm, donde, si la
relacion se encuentra en el rango de 1,8 a 2,0, se considera que el ADN extraido es de

buena calidad (Desjardins & Conklin, 2010).

2.6.2. Amplificacion y marcadores moleculares

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida por sus siglas en inglés como
PCR, ha sido catalogada como una de las principales herramientas que aprovecha los
fundamentos de la biologia molecular para el diagnostico y analisis de muestras de ADN

(Angarita et al., 2017).

Se caracteriza por ser un método de alta fidelidad y rendimiento debido a la accion
de componentes que integran la mezcla de la reaccién. Entre los elementos importantes
estan los desoxirribonucleicos trifosfatos o dNTPS, que cumplen la funcién de bloques
para la construccion de las nuevas cadenas de ADN; la Taqg polimerasa, que es una enzima
que se encarga de la sintesis de la nueva cadena de ADN, involucrada junto con los
primers o cebadores que permiten el inicio de la sintesis; la muestra de ADN vy el agua.
De esta manera, la técnica permite la obtencion de amplificaciones selectivas de regiones

de AND y también conocer las secuencias que lo flanquean (Serrato et al., 2014).

Las aplicaciones de la PCR son varias y generan la posibilidad de realizar estudios
de la evaluacion de la expresion génica, la deteccion de secuencias o mutaciones y el

diagnostico de enfermedades de origen genético (Angarita et al., 2017).

Por otro lado, los marcadores moleculares son segmentos de ADN que se asocian
con una parte del genoma de un organismo, permitiendo su deteccion de manera simple

(Carrodeaguas & Zulniga, 2021). Los marcadores moleculares son empleados en
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diferentes estudios, generalmente basados en la técnica PCR que son preferidos debido a

la calidad de sus procesos (Talamantes et al., 2019).

2.6.3. Secuenciacion

La secuenciacion es un proceso que consiste en la determinacién del orden de las
bases que componen un fragmento de ADN (A, C, Ty G); el método fue descrito por
Sanger en el afio de 1977, y genera la posibilidad de conocer la secuencia exacta de un
fragmento de ADN o gran parte de este. La evolucion de esta técnica ha permitido el
avance en la deteccién de diferentes tipos de secuencias y la exploracién de genomas
completos de varios organismos (Angarita et al., 2017). El analisis de estos fragmentos
resulta muy Gtil para la determinacion de sitios de variabilidad o conservados del producto
amplificado obtenido de la PCR, el resultado de la secuenciacién puede ser utilizado para

la identificacion de especies (Cerna & Mifio, 2018).
2.6.4. BLAST

La herramienta basica de busqueda de alineacion local, conocida como BLAST,
por sus siglas en inglés, es un algoritmo informético de alineamiento de ADN, ARN o
proteinas, que permite encontrar regiones de similitud local entre secuencias. El programa
compara secuencias de nucle6tidos o proteinas con bases de datos y calcula la importancia
estadistica de las coincidencias. BLAST se puede utilizar para inferir relaciones
funcionales y evolutivas entre secuencias, asi como para ayudar a identificar miembros

de familias de genes (NCBI, 2023).

2.7.Actividad toxicoldgica
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El término “toxicidad” se refiere al potencial que tiene una sustancia para afectar
a los organismos, a sus 6rganos y a sus células; sin embargo, es importante mencionar
que, en funcién de la concentracion, toda sustancia es toxica. Es por esto que, evaluar la
actividad toxicoldgica de una muestra en estudio resulta muy valioso, pues permite saber
a que dosis es segura. Para ello, se pueden emplear diferentes pruebas en diversos

modelos animales (Rahman et al., 2021).

2.7.1. Artemia salina

El camardn de salmuera (Artemia salina) (Figura 2.) es un pequefio crustaceo
utilizado ampliamente en los estudios de toxicidad, esto se debe a las siguientes razones:
1) la prueba es rapida, practica y segura; 2) se requiere de pocos recursos; 3) ofrece datos
confiables y 4) los nauplios presentan una alta sensibilidad a los agentes toxicos (Banti &

Hadjikakou, 2021; Lima et al., 2021; Okumu et al., 2021).

Visualizacion del desarrollo de la especie Artemia salina

Figura 2. Desarrollo de Artemia Salina
Fuente: (Yockteng, 2017)

2.7.2. Calculo de la concentracién letal media (CLso)

La concentracion letal media (CLso) es la concentracion a la cual la muestra de
estudio provoca la muerte del 50% de los organismos utilizados como modelo, en un
intervalo de tiempo determinado (Silva & Silva, 2023). El analisis de regresion Probit es

uno de los métodos méas apropiados para calcular la CLso, ya que ofrece una estimacion
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de probabilidad sobre cual seria la concentracién letal media, basandose en los
porcentajes de mortalidad, mismos que se transforman a unidades Probit (Wulansari

etal., 2022).

2.8.Actividad antioxidante

Los radicales libres son pequefias moléculas quimicas que poseen un electron
desapareado, por lo que son altamente reactivos frente a otras moléculas vecinas (Ifeanyi,
2018). Los investigadores afirman que el aumento de la cantidad de radicales libres en
los organismos vivos (estrés oxidativo), estd asociado con el desarrollo de distintas
enfermedades, sin embargo, una forma de controlar estas moléculas es el uso de

antioxidantes (Santo et al., 2016).

Los antioxidantes son sustancias que ayudan a los organismos a prevenir,
neutralizar y reparar los dafios provocados por los radicales libres; las propias células del
organismo son capaces de sintetizar estas moléculas (acido alfa lipoico y glutation), pero
también se las puede consumir mediante alimentos o suplementos (vitamina C y vitamina
E). Es ahi donde entran las plantas, dado que pueden ofrecer una gran actividad
antioxidante dependiendo de sus metabolitos, por lo que es importante determinar su

capacidad antioxidante (Gharu, 2022).

2.8.1. Método DPPH

Uno de los métodos mas empleados para medir la actividad antioxidante es el
Ensayo de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), ya que es rapido, facil y sensible. El
DPPH es un radical libre que es estable, de color morado y puede reaccionar con distintas
moléculas antioxidantes al recibir un &tomo de hidrégeno, cuando esta reaccion ocurre el

color cambia a amarillo y la absorbancia se mide a 517 nm (Figura 2.), el fundamento es
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gue, a menor absorbancia, existe una mayor actividad antioxidante del compuesto

estudiado (Sugiharto et al., 2019).

Cambio de color del DPPH expuesto a una sustancia antioxidante

L .CLQ

S

DPPH radical DPPH-H (Non-radical)

Figura 3. Cambio de color del DPPH
Fuente: (Yeo & Shahidi, 2019)

2.8.2. Calculo de la concentracion inhibitoria (1Cso)

La concentracion a la que la muestra en estudio inhibe el 50% de los radicales
libres se conoce como ICsp y se deduce a partir de la grafica de la Concentracion vs el
porcentaje de inhibicion (Ghavam, 2018). Cuanto menor sea el 1Cso, mas alta sera la

actividad antioxidante (Sugiharto et al., 2019).

2.9.Actividad antibacteriana

Se entiende por “actividad antibacteriana” a la capacidad de ciertos compuestos
para causar la muerte o inhibir el crecimiento de las bacterias. Evaluar la capacidad
antibacteriana de productos de origen natural, como los extractos de plantas, es
imprescindible, ya que estos pueden contener moléculas que generan innumerables
oportunidades para el desarrollo de nuevas drogas que controlen o inhiban el crecimiento

de este tipo de microorganismos (Sanchez et al., 2016).

2.9.1. Antibiograma por el método de difusion en agar
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Dentro de los métodos més utilizados para evaluar de forma preliminar la
actividad antibacteriana, se encuentra el método de difusion en disco, también llamado
antibiograma disco-placa. Este es un ensayo basado en el método Kirby-Bauer, y
actualmente es recomendado por el National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), para la correcta determinacion de la sensibilidad de las bacterias

frente a los antibacterianos (Pérez & Rivas, 2021).

El ensayo se realiza en una caja Petri con agar, previamente inoculada con la cepa
bacteriana y consiste en depositar en la superficie del agar discos de papel filtro,
impregnados con diferentes concentraciones del extracto a evaluar. Generalmente, el
medio dependera del tipo de microorganismos, aungue se recomienda usar el agar Muller-
Hinton (MH) o el agar nutritivo. Respecto al disco, se debe impregnar alrededor de 10 a
20 uL de los extractos, estandares y blancos. Las cajas se tienen que incubar a una
temperatura de 35 * 2°C durante 24 horas, posteriormente, se toma la medicion de los
halos, incluyendo el diametro de los discos (Sanchez et al., 2016; Pérez & Rivas, 2021).
En la Figura 3. Se muestra un esquema del proceso en caja Petri para la determinacion

de la actividad antibacteriana.

Esquema general del método de difusion en agar

Disco impregnado con el
antimicrobiano |

Zona de
crecimiento
bacteriano

Halo de
inhibicién

@ Inocular el microorganismo en la placa Incubar la placa

@ Depositar los discos impregnados con el @ Medir el halo de inhibicién
antimicrobiano

Figura 4. Esquema del método de difusion en agar
Nota: Se prueban varios antibacterianos (a, b y c) frente a un microorganismo de interés.
Fuente: (Pérez & Rivas, 2021)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Recoleccidn de muestras vegetales

Se consideraron las distintas actividades a realizar en la investigacion, por lo que se
recolectd aproximadamente 500 g entre tallos y hojas de Cynanchum microphyllum

Kunth y de Cestrum peruvianum Willd. ex Roem & Schult (Anexo 2.).

Las primeras muestras se recolectaron para la elaboracion de la carpeta boténica,
segun el protocolo de Arnelas et al. (2012). Para ambas especies se cortaron las zonas de
interés sanas y sin alteraciones, e inmediatamente fueron prensadas entre tablas, carton y
papel periodico (tamafio A3); las plantas se apilaron entre dichos materiales de forma
cuidadosa para no dafiarlas al momento de su ubicacion y se busco resaltar las estructuras
de tallos, hojas y flores (Anexo 3.). Finalmente, el prensado se sujet6 con fuerza mediante
una cuerda y se mantuvo en oscuridad a temperatura ambiente procurando el cambio de

papel en forma sucesiva durante tres semanas para su correcto secado.

Por otro lado, para las actividades a desarrollar en el Laboratorio de Ciencias de la
Vida de la Universidad Politécnica Salesiana -Sede Quito- El Girdn, se cortaron aquellas
plantas que visualmente no tenian enfermedades ni lesiones y se almacenaron en fundas
de basura nuevas y diferentes para cada especie, manteniendo una buena aireacion durante
su recoleccion y transporte, segun las directrices de la Organizacion Mundial de la Salud
(2003). Ademas, se anotaron los siguientes datos en el cuaderno de campo: area de
recoleccion (provincia, cantén, parroquia, localidad y coordenadas), fecha, hora, especie
(nombre comun y cientifico), nombre del recolector, nombre de quien identificd la

especie y caracteristicas de la planta.

3.1.1. Carpeta botanica y autentificacion
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La identificacion de las especies se llevd a cabo por técnicos del Herbario del
Laboratorio de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana - Sede Quito
-El Girdn. Se analizd, consulté y compar6 la apariencia macromorfolégica de los
diferentes Organos vegetales de las plantas motivo del presente estudio. Una vez
identificadas se coloco en la ficha botanica, el nombre cientifico y la familia. Para ambas
especies se colocé una etiqueta que incluye la siguiente informacion: numero de
coleccién, familia, nombre cientifico, nombre comun, forma de vida, altura de la especie,
descripcion de la planta, fecha de coleccion, provincia, canton, parroquia, localidad,
formacion vegetal, coordenadas, altitud de la zona, nombre de los recolectores y nombre

de la persona que identificé la especie.

3.1.2. Morfologia

A la par de la identificacion boténica de las plantas, en el Laboratorio de Ciencia
de la Vida, se realizé el andlisis de las estructuras de hojas y tallos bajo el lente de un
estereoscopio. Las estructuras observadas se fotografiaron con camara de un celular de
marca Xiaomi. Finalmente, cada parte vegetal se caracterizO con ayuda del texto

“Anatomia y morfologia vegetal” de los autores Chuncho et al. (2019).

3.2.Procesamiento de muestras vegetales

3.2.1. Preparacion del material vegetal para molienda

Las plantas se clasificaron cuidadosamente para separarlas de restos de otras
especies y de partes dafiadas o enfermas, que pudieran interferir con la investigacion
(Organizacion Mundial de la Salud, 2003). Se separaron manualmente las hojas y tallos

de sauco, mientras que, para el lechango se usé la planta completa, considerando el
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tamafio pequefio de sus hojas, unidas al tallo tipo enredadera, con el fin de obtener la

suficiente cantidad de material molido (Collaguazo & Marquez, 2022).
3.2.2. Desinfeccion

Para su desinfeccion, las dos especies se colocaron en tinas diferentes y se vertio
una solucién de hipoclorito de sodio al 5% en una proporcién 1:10, durante 5 min. Luego,
fueron enjuagadas tres veces usando agua destilada para eliminar cualquier resto de

suciedad o contaminacion (Collaguazo & Marquez, 2022; Carballo et al., 2002).

3.2.3. Secado

Se empleo papel absorbente y papel periodico para cubrir las plantas por 24 h, de
forma que se escurriera el exceso de humedad. Después de ese tiempo, se empled la
metodologia de secado de Collaguazo & Marquez (2022) con modificaciones, para ello
las dos especies se secaron en estufas diferentes a 50 + 5°C durante 48 h para las hojas y

lechango, y durante 72 h para los tallos.

3.2.4. Molienda

El material vegetal seco se trituré con una licuadora a maxima potencia hasta
obtener un molido visualmente fino (Collaguazo & Marquez, 2022). Este producto se
colocé en fundas ziploc nuevas y etiquetadas (especie, parte de la especie, fecha y lugar

de molienda), y se envolvio con papel aluminio para protegerlo de la exposicion a la luz.

3.2.5. Tamafio de particulas del material molido

Se utiliz6 un juego de tamices de 2,36 mm, 1,00 mm, 710 um, 600 um, 425 um,
300 pm, 180 pmy 90 um, mismos que fueron apilados de menor a mayor diametro. El

material molido se colocd en el primer tamiz y todos los tamices se ubicaron en el
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tamizador marca Advantech para su agitacion durante 20 min. Para el lechango y las hojas
se utilizé el residuo del tamiz de 90 um y para los tallos, del tamiz de 180 um. EI material
sobrante se recolectdé para molerlo y tamizarlo nuevamente. Finalmente, se registré el

peso total obtenido del tamizado de cada planta (Collaguazo & Méarquez, 2022).

3.2.6. Porcentaje de humedad del material seco

Se establecieron los parametros en el analizador de humedad halégeno HB4-S
marca Mettler Toledo, siguiendo el manual del proveedor. Se peso 4 g de especie molida,
se esperO el tiempo de secado rapido y se anotd el valor de %MC (porcentaje del

contenido de humedad) registrado por el equipo, el analisis se realiz6 por triplicado.

3.3.Elaboracién de extractos

3.3.1. Maceracion

Para preparar los extractos se pesé 30 g de cada muestra molida y se embebio en
100 mL de etanol al 96%, asi se obtuvieron los extractos etandlicos en concentracion 30%
p/v. Cada extracto se coloco en un envase de vidrio previamente desinfectado y seco, se
cerrd herméticamente y se envolvié en papel aluminio. La mezcla se macerd durante

cuatro dias con agitacion constante (Agrawal & Nirmal, 2024).

El macerado se filtr6 mediante un equipo de filtrado al vacio (Anexo 4.), a través
de una membrana de 0,2 um para impedir el paso de microorganismos al extracto filtrado,
mismo que fue recolectado en un envase ambar limpio y etiquetado (Agrawal & Nirmal,

2024).

3.4.Control de calidad de extractos

3.4.1. indice de refraccion
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Para medir el indice de refraccion se utiliz6 un refractometro eléctrico, para lo
cual, se limpid el prisma de refraccion con agua destilada antes de cada uso. Con ayuda
de una pipeta se colocaron tres gotas de los extractos y se realizo la lectura ajustando

adecuadamente el equipo, el ensayo se hizo por triplicado (Chaouche et al., 2021).

3.4.2. pH

Se verifico la calibracién del electrodo del potenciometro con el correspondiente
buffer y se limpio con agua destilada antes de cada medicion. Se tomd 10 mL de extracto
y se sumergio el electrodo, pasado unos minutos el potenciémetro arrojé los valores de

pH. El ensayo se realizé por triplicado (Hendrawati et al., 2019).
3.4.3. Densidad

Los valores de la densidad se obtuvieron con ayuda de un picnémetro limpio y
seco, el cual, primero se pes6 vacio. Luego, se colocé 10 mL del extracto evaluado en el
picnoémetro y se peso para registrar el valor, el procedimiento se llevé a cabo tres veces.

La formula para calcular la densidad se muestra en la Ecuacion 1. (Teixeira et al., 2020).

Formula para calcular la densidad

m

P=7

Ecuacién 1. Férmula de la densidad
Nota: En la formula: p (densidad [kg/m3]), m (masa [g]) y V (volumen [m?]).
Fuente: (Teixeira et al., 2020)

3.4.4. Solidos totales

Primero, se tararon crisoles de porcelana limpios y secos. Posteriormente, se
colocd 2 mL de cada extracto en los crisoles y se dejo en bafio maria a 75 °C para evaporar
hasta que el residuo esté seco. Luego, los crisoles se colocaron en una estufa a 105 + 2°C
y se registrd su peso después de enfriarlos en el desecador. El proceso se realiz6 cada
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hora, hasta completar 3 h y se repitié por Gltima vez empleando 24 h de secado, hasta
obtener una masa constante (Rodriguez et al., 2018). La determinacion se realizo por

triplicado. Finalmente, los s6lidos totales se calcularon con la férmula de la Ecuacion 2.

Férmula para calcular los sélidos totales
‘= Pr—P
~ V%100

Ecuacién 2. Férmula de solidos totales

Nota: Pr (masa del crisol méas masa del residuo [g]), P (masa del crisol vacio [g]), V (volumen [mL]) y
100 (factor matematico).

Fuente: (Rodriguez et al., 2018)

3.5.Tamizaje fitoquimico

Una vez obtenidos los extractos se llevd a cabo los ensayos cualitativos de
coloracion y/o precipitacion para la determinacion de compuestos fitoquimicos, aplicando

las metodologias establecidas por Pujol (2020) y Rodriguez et al., (2020).

3.5.1. Alcaloides

La determinacion de alcaloides se realizd a través de dos ensayos que fueron el
ensayo Dragendorff y el ensayo Wagner. Para el ensayo de Dragendorff, se tomo6 una
alicuota de 1 mL de extracto y se coloco en un tubo de ensayo, esto se llevé a bafio maria
a 78°C hasta que el alcohol se evapord (30 a 60 min). Posteriormente, se rediluyé el
residuo con 1 mL de HCL (1%) y se agitd hasta homogeneizar. Finalmente, se afiadieron
2 a 3 gotas del reactivo de Dragendorff y se dejo reposar por 2 min. Los criterios

evaluados fueron: (+++) Precipitado, (++) Turbidez, (-) Apariencia normal, sin cambios.

Para el ensayo de Wagner el proceso a seguir es el mismo, con la diferencia de
que se afiadieron 2 a 3 gotas del reactivo de Wagner, se dej6 reposar durante 2 min y se

obhservaron los resultados.

3.5.2. Saponinas
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Las saponinas se identificaron mediante la prueba de espuma. Para ello, se tomo
1 mL de extracto y se diluyé con 5 mL de agua destilada, esto se agitdé continuamente
durante 5 min. Los criterios evaluados fueron: Positivo (+) Espuma con una altura mayor

a 2 mm, con una permanencia de al menos 2 min, Negativo (-) Sin presencia de espuma.

3.5.3. Flavonoides

Se determiné la presencia de flavonoides a través del ensayo de Shinoda. Para lo
cual, se tomé una alicuota de 1 mL de extracto y se coloco en un tubo de ensayo, a esto
se afladié 1 mL de HCI concentrado y 5 mm de cinta de magnesio metalico. Después de
5 min, se adicion6 1 mL de alcohol amilico, se mezcld y se dejé reposar durante 2 min.
Los criterios evaluados fueron: Positivo (+) Coloracién amarilla o roja, Negativo (-)

Coloracion normal.

3.5.4. Fenoles y Taninos

Para la identificacion de fenoles y taninos se utilizé el ensayo de Cloruro férrico.
Primero, se tomo una alicuota de 1 mL de extracto y se adicionaron de 3 a 4 gotas de una
solucion de tricloruro férrico al 5%, disuelto en solucién salina. Los criterios evaluados
fueron: (+++) Rojo: Fenoles, (++) Azul: taninos pirogalicos, (+) Verde: taninos

catéquicos.

3.5.5. Resinas

Se colocaron 2 mL de extracto en un tubo de ensayo, a los cuales se afiadieron 10
mL de agua destilada y se dejé en reposo. La presencia de precipitados en la muestra

luego de 5 min significa que el ensayo es positivo.

3.5.6. Quinonas
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La determinacion de quinonas se llevd a cabo a través de la prueba de Borntrager,
para lo cual, se tomd una alicuota de 1 mL de cada extracto y se colocé en un tubo de
ensayo, se llevé a bafio maria a 78°C hasta que el alcohol se evapord (30 a 60 min).
Posteriormente, se rediluy6 el sobrenadante con 1 mL de HCL (1%) y se agitd hasta
homogeneizar. Finalmente, se adicioné 1 mL de hidroxido de sodio al 5%, disuelto en
agua destilada. Esto se agitd y se dejo reposar durante 5 min. Los criterios evaluados

fueron: (+++) Coloracion roja, (++) Coloracion rosada, (-) Sin cambio de coloracion.

3.5.7. Triterpenos y Esteroides

La determinacion de triterpenos y esteroides se llevo a cabo a través del ensayo
de Liberman Burchard, que consistié en colocar una alicuota de 1 ml de cada extracto en
un tubo de ensayo, y llevarlos a bafio maria a 78°C hasta que el alcohol se haya evaporado
(30 a 60 min). Luego, se rediluyo el sobrenadante con 1 ml de HCL (1%) y se agit6 hasta
homogeneizar. Se afiadi6 1 mL de anhidrido acético concentrado y se homogenizo,
finalmente se adicionaron 2 a 3 gotas de &cido sulfirico concentrado, lentamente por las
paredes del tubo, observando la coloracion. Los criterios evaluados fueron: (+++) Verde

intenso o verde oscuro, (++) Verde, (+) Rosado o azul.

3.5.8. Catequinas

La determinacién de catequinas se realiz depositando una gota de cada extracto
en un trozo de papel filtro de 10x10 cm. Posteriormente, sobre la mancha generada, se
agregd 1 gota de una solucion de carbonato de sodio 2M. Seguido a esto, la muestra de
cada extracto se procedio a leer bajo una camara de luz UV a 366 nm. Los criterios
evaluados fueron: Positivo (+) cuando se visualiz6 una marca verdosa fosforescente en

los bordes de la mancha.
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3.5.9. Cumarinas y lactonas

Para determinar la presencia de cumarinas y lactonas, se realizé el ensayo de
Baljet. Para esto, se tomd 1 mL de cada extracto y se agregé 1 mL de los reactivos de
Baljet A y B. Los criterios evaluados fueron: (+++) Precipitado rojo, (++) Coloracion

roja, (-) Sin presencia de precipitados.
3.5.10. Heterdsidos cardiotonicos

Para la deteccion de heterdsidos cardiotonicos se utilizo el ensayo de Kedde. Se
utilizo 1 mL de extracto al cual se le afiadié 1 mL del reactivo de Kedde A y B.
Posteriormente, se dejo reposar de 5 a 10 min y se observd el cambio de coloracion. Los

criterios evaluados fueron: Positivo (+) Color violeta, Negativo (-) Sin cambio de color.
3.6.Anélisis molecular
3.6.1. Protocolo de extraccion y cuantificacion de ADN

Para la extraccion del ADN vegetal (C. peruvianum y C. microphyllum) se utilizo
el método y especificaciones del kit comercial Thermo Scientific™ Phire Plant Direct
PCR MasterMix de Thermo Scientific, combinado con el protocolo definido por Doyle y
Doyle (1987), modificado por Ocafia y Valencia (2023). El diagrama del procedimiento

se encuentra establecido en el Anexo 5.

La cuantificacion de ADN se realiz6 en un espectrofotometro NanoDrop 2000
(Anexo 6.), usando una opcion de lectura propia del equipo para ADNCc. Para esto, se
coloco 1 uL de agua libre de nucleasas (control) en el equipo y se midid su absorbancia a
260 nm. Posteriormente, se tomd 1 pL de cada muestra y se analiz6 la concentracion de
ADN a 260 nm y su pureza mediante la relacion 260/280 nm.
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3.6.2. Amplificacion de ADN

Para este proceso, se siguid la metodologia de Ocafia y Valencia (2023). Se uso el
kit Phire Plant Direct PCR MasterMix de Thermo Fisher Scientific para preparar la
mezcla de PCR en tubos PCR (Anexo 7.). Estos tubos se colocaron en un termociclador
de la marca Applied Biosystems, se configuraron las condiciones de amplificacion para el

marcador matK y se esper6 el tiempo establecido por el protocolo del equipo.

Los resultados de la amplificacion se analizaron a través de una electroforesis
horizontal en gel de agarosa (1%), que se preparé pesando 0,5 g de agarosa Thermo
Scientific grado biologia molecular y afiadiendo 50 mL de TBE 1X, esto se calent en
microondas y se dejé enfriar durante 5 min a temperatura ambiente, luego, se agregaron
0,2 pL del fluorocromo SafeView™ Classic. La solucion del gel se colocé en un molde
de 14 pocillos y se dejé gelificar a temperatura ambiente. Después, se coloco el gel en
una camara de electroforesis horizontal. La camara se llené con TBE 1X y se introdujeron
2,5 pL del marcador de peso molecular (Thermo Scientific) y de las muestras en cada
pocillo (Anexo 8.). Por ultimo, los resultados se revelaron en un fotodocumentador y se
determinaron las cadenas amplificadas comparandolas con las bandas del marcador de

peso molecular (Anexo 9.) (Ocafa & Valencia, 2023).
3.6.3. Secuenciacion

Los productos PCR que se obtuvieron fueron diluidos en agua libre de nucleasas
hasta llegar a una concentracion de 20 ng/uL y se colocaron 15 pL de muestra en tubos
Eppendorf de 1,5 mL. Posteriormente, se etiquetaron con el nimero de coleccion de cada

especie y se almacenaron segun los requerimientos de la empresa Macrogen Inc. (Seul,
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Corea del Sur), donde las muestras se purificaron y fueron secuenciadas a través del

método Sanger automatizado (Ocafia & Valencia, 2023).
3.6.4. BLAST

Los resultados de la secuenciacion reportados por la empresa Macrogen Inc. se
enviaron al PhD. Marco Cerna, coordinador del grupo de investigacion Nunkui Wakan,
en el formato “.ab1”. La informacion fue utilizada para este estudio en la determinacion
de las secuencias matK para el sauco y el lechango, mismas que fueron limpiadas en el
programa Geneious, hasta obtener un porcentaje de calidad sobre el 90%. Posteriormente,
las secuencias se introdujeron y analizaron en el software BLAST del Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI). Los primeros 10 resultados de cada analisis
se colocaron en tablas que contienen la siguiente informacion: familia, especie y

porcentaje de identidad (Diaz & Guamangallo, 2023).

3.7.Actividad toxicologica

Para analizar la actividad toxicoldgica de los extractos etandlicos, se utilizaron las
metodologias de Armas (2012) y Quinchuela & Vaca (2020), con modificaciones en

cuanto a la obtencidn, incubacion y preparacién de extractos y controles.

3.7.1. Obtencidn de Artemia salina

Los huevos de Artemia salina fueron adquiridos en el local Aventura Acuatica, en

la ciudad de Quito (Anexo 10.).

3.7.2. Preparacion de agua salina
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El agua salina se prepard a una concentracion del 2%, para ello, se pesaron 2 g de
sal marina por cada 100 mL de agua destilada, la sal se disolvié con una varilla de vidrio

y se filtré empleando papel filtro, seguidamente, se ajusté el pH a un valor de 8 £+ 0,5.

3.7.3. Desinfeccién

Se pesaron 3 g de los huevos de Artemia salina y se colocaron en un matraz con
1 L de agua, esto se dejé en reposo por 30 min para su hidratacion. Para la desinfeccion
se utilizd NaClO al 5%. Se agregdé 50 mL de la solucion en un matraz y se agito
manualmente por 3 min, esto se repitidé cuatro veces mas. Finalmente, los huevos se

depositaron en papel filtro y se enjuagaron cinco veces con agua destilada.

3.7.4. Incubacién de huevos

Se colocd 5L de agua salina en una pecera, alli se introdujo un burbujeador, un
termémetro y un calentador para pecera. Los huevos de Artemia salina se incubaron

durante 2 dias a 25°C con luz constante, hasta su eclosion (Anexo 11.).

3.7.5. Preparacion de extractos y controles

Para cada extracto de las especies en estudio, se prepararon cuatro diluciones
(2.000, 1.000, 500 y 250 ppm), por triplicado. Para establecer el control positivo se utilizd

etanol al 96% y para el control negativo se utilizé agua salina al 2%.

3.7.6. Ensayo de toxicidad

Para el ensayo, se colocaron 5 mL de las diluciones de los extractos y los controles
en cajas Petri de 6 cm (Anexo 12.). En cada caja se afiadieron 10 nauplios de Artemia
salina (Anexo 13.), con ayuda de puntas de micropipeta y un estereoscopio. Las cajas se

colocaron a 25°C en una incubadora durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, se procedio
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al conteo de los nauplios muertos en cada caja. Se considerd6 como muertos a aquellos

individuos en los que no se observé movimiento después de 20 s.

3.7.7. Determinacion de capacidad toxicoldgica

Para el analisis se siguid el procedimiento de Pacheco (2011). Se inicio
construyendo una base de datos en el programa Microsoft Excel, donde se colocaron las
concentraciones de los extractos evaluados con el respectivo nimero de muertes
contabilizadas en cada ensayo, por triplicado. Con dichos valores, se realizo el analisis
estadistico que se describe en el Anexo 14., empleando la tabla de conversion de
porcentaje de mortalidad a Probit (Anexo 15.). El grado de toxicidad de los extractos se

expresd mediante la Tabla 4.

Tabla 4. Nivel de toxicidad de acuerdo a la CL50

CLso (ppm) Nivel de toxicidad
1al10 Extremadamente toxico
10a 100 Altamente toxico
100 a 500 Moderadamente toxico
500 a 1000 Ligeramente toxico
1000 a 1500 Practicamente no toxico
Mayor a 1500 Relativamente inocuo

Fuente: (Sinti & Torres, 2017)

3.8.Actividad antioxidante

Se evaluo la actividad antioxidante de los tres extractos etandlicos siguiendo el
método DPPH adaptado a microplacas de las autoras Calderon & Ojeda (2022),
proporcionado por el docente PhD. Paco Noriega, con modificaciones en cuanto a la
preparacion de soluciones y al analisis en microplacas. Toda la actividad se llevé a cabo
en un ambiente sin luz artificial y con las cortinas cerradas para evitar la degradacion de

los reactivos.
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3.8.1. Método DPPH

3.8.1.1. Preparacion de soluciones

Se prepar6 una solucién del radical DPPH, pesando 4 mg del compuesto en un
tubo Eppendorf estéril y agregando 1 mL de etanol al 96%, esta solucion se agitd y se
traspasé a un balon de aforo de 100 mL (Anexo 16.). El balon de aforo con la solucion
preparada fue cubierto completamente con papel aluminio y se conservo en refrigeracion

hasta antes de su uso.

Para la preparacion de la solucion del control positivo se coloc6 5 mg de acido
ascarbico en un balén de aforo de 10 mL y se aford con etanol al 96%, asi se obtuvo una
concentracion de 500 ppm. El balén se envolvié en papel aluminio y se almacend en

refrigeracion.

Se elabord una solucion madre de cada extracto en una proporcion 1:10, para lo

cual, se tomo6 1 mL del extracto y se colocd en 9 mL de etanol al 96%.

3.8.1.2. Anadlisis en microplacas

Esta actividad se realiz6 dentro de una camara de flujo con la luz apagada. Se
evaluaron el acido ascorbico y los tres extractos investigados, por triplicado, en
microplacas de 96 pocillos, mediante la estructura establecida en el Anexo 17. La
microplaca lista se envolvié con papel aluminio y se llevo a agitacion durante 30 min a

temperatura ambiente.

3.8.1.3. Determinacion de la capacidad antioxidante

Para la lectura de las microplacas se utiliz6 un lector de placas de la marca Thermo

Scientific. Se configuraron los pardmetros correspondientes en el software Gene5,
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conectado al lector de placas, para una medicion de longitud de onda de 517 nm, con lo

cual, se obtuvieron los valores de absorbancia de cada pocillo.

Para el procesamiento de la informacion se utilizé el programa Microsoft Excel
donde se introdujeron las concentraciones de cada extracto y del &cido ascorbico, junto
con sus respectivos valores de absorbancia, por triplicado. El analisis estadistico del
ensayo se encuentra en el Anexo 18., donde se emplea la Ecuacion 3. para calcular el

porcentaje de inhibicion (Mencias & Salazar, 2018).

Foérmula para determinar el porcentaje de inhibicion
ABS:y — ABSy,

% Inhibicion = ABS * 100
CN

Ecuacion 3. Férmula del porcentaje de inhibicion

Nota: En la ecuacion: % Inhibicion (porcentaje de inhibicion), ABScy (promedio de absorbancia del
control negativo), ABS,, (promedio de absorbancia de la muestra) y 100 (factor matematico).

Tomado y modificado de: (Reyes et al., 2017)

3.9.Actividad antibacteriana
3.9.1. Antibiograma por el método de difusion en agar

3.9.1.1. Preparacion de diluciones

La actividad antibacteriana se evalu6 utilizando los tres extractos preparados al
30% o 0,3 g/mL (considerandolos como puros) y dos diluciones de cada uno. Para ello,
se realizaron diluciones seriadas afiadiendo 1 mL del extracto en 1 mL de etanol al 96%,
esta fue la Dilucion 1 (0,15 g/mL). Luego, se tomé 1 mL de la Dilucion 1y se afiadio a 1
mL de etanol al 96%, esta fue la Dilucion 2 (0,075 g/mL). EI Anexo 19. representa un

esquema del proceso de preparacion de las diluciones.

3.9.1.2. Preparacion del in6culo bacteriano

Para este estudio se emplearon cuatro bacterias: Escherichia coli (ATCC 8739),

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) y
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Streptococcus agalactiae, que fue provista por Zurita & Zurita Laboratorios. De cada
cepa se tomo tres colonias con el asa y se colocaron en medio liquido TBS previamente

esterilizado, esto se llevo a incubacion a 37°C durante 24 h (Corzo, 2012).
3.9.1.3. Preparacion del estandar de turbidez McFarland

El inéculo bacteriano se Ilev6 a un valor de absorbancia entre 1,8 a 2, segun la
turbidez semejante al estandar McFarland, que corresponde aproximadamente a 1,5x108
UFC/mL. Esta escala se prepard centrifugando el indculo bacteriano descrito en el punto
3.9.1.2, a 3.000 rpm durante 3 min y descartando el sobrenadante. El pellet se rediluyé
con solucidn salina hasta alcanzar el valor de absorbancia necesario, mismo que se leyd

en un espectrofotometro UV a 625 nm (Heredia et al., 2019).

3.9.1.4. Antibiograma
Se trabajé por duplicado en cajas Petri de 9 cm con medio Miuller-Hinton, de

acuerdo al diagrama del Anexo 20. y al esquema del Anexo 21.

3.9.1.5. Medicion de halos de inhibicion
Se realizaron cuatro medidas por cada halo (0°, 45°, 90° y 180°) utilizando un pie
de rey, a partir de ello, se obtuvo el promedio de la medida del halo. Posteriormente, se
hizo un promedio del duplicado para obtener un valor final. Cada valor se interpreto de

acuerdo ala Tabla 5., donde se presentan los grados de inhibicién en funcién a los rangos.

Tabla 5. Grados y rangos de inhibicion para extractos

Grados de inhibicion | Rangos de diametros Interpretacion
Pasivo inferiora 7 mm )
Relativamente activo entre 7-9 mm (1+)
Activo entre 9-12 mm (2+)
Muy Activo superior a 12 mm (3+)

Fuente: (Valian et al., 2023)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Recoleccidon de muestras vegetales

4.1.1. Carpeta botanica y autentificacion

En el Anexo 22. se puede observar el resultado de la identificacion botanica de las

especies Cestrum peruvianum y Cynanchum microphyllum, en ellas se incluyen las

respectivas etiquetas informativas. El cddigo de herbario correspondiente para el

lechango es 4836 y sauco es 4837, mismos que fueron de importancia para la informacion

de las muestras vegetales que se enviaron a secuenciar en la empresa Macrogen Inc.

4.2.Morfologia

Se evaludé la macromorfologia de hojas y tallos de Cestrum peruvianum y

Cynanchum microphyllum. Los resultados se detallan en la Tabla 6. y las fotografias se

muestran en el Anexo 23. y Anexo 24., respectivamente.

Tabla 6. Caracteristicas macromorfolégicas del sauco y lechango

claro en
adultas

plantas

Especies
Estructura | Caracteristicas Cestrum Cynanchum
peruvianum microphyllum
e Forma cilindrica
Forma cilindrica Trenadores
Formay Tallos erectos Rarﬁi ficaciones
Estructura ificacio NP A
R_amllflqacm_n . simpddicas dicasios
simpaodica dicasio . o
Latex en el interior
Grosor  de  tallos Varios metros de
Tamafio aumenta con los afos longitud
Tallos Grosor delgado
. Textura lisa
- Textura lisa . .
Superficie Sin vellosidades Ligera presencia de
vellosidades
Tonalidad verde en Tonalidad verde en
Color plantas jovenes y café plantas jévenes y café

claro en
adultas

plantas
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Modificaciones

No presenta

Presencia de tallos en

modificaciones forma de espiral
Disposicién Alternas Opuestas
Forma Lanceoladas Lanceoladas
Bordes Enteros Enteros
Ao Apice agudo Apice agudo
Apice y Base Base atenuada Base atenuada
superficie y Superficie suave y Superficie suave Yy
textura glabra . glabra
Textura gruesa y firme Textura delgada
Tonalidad verde Tonalidad verde
Color brillante en el haz y brillante en el haz y
Hojas verdp claro en el verdp palido en el
envés. enveés.
Pinnada Pinnada
Vena central Vena central
Venacion sobresaliente y sobresaliente y
secundarias secundarias casi
ligeramente visibles invisibles
Corto
Peciolo Corto y glabro Ligera presencia de
vellosidades
No presenta

Modificaciones

Presencia de estipulas

modificaciones

Elaborado por: (Los autores, 2024)

La evaluacion macromorfologica de las especies se elabor6 en base al texto de
Chuncho et al. (2019). La caracteristica mas relevante identificada en Cestrum
peruvianum corresponde a que es una planta que crece y se desarrolla como un arbusto
grande, con una altura de 1 a 3 m y posee tallos erectos ampliamente ramificados,
descripcion que coincide con Alva (2017) y Cer6n & Quevedo (2002). Canal (2011),
sefiala que las especies del género Cestrum presentan hojas dispuestas de manera alterna
y son de tipo lanceoladas, ovadas o elipticas, en el caso de Cestrum peruvianum, las hojas
son especificamente lanceoladas; adicionalmente, Alva (2017), destaca que el espécimen
tiene hojas enteras, apices agudos y bases atenuadas. Estas caracteristicas convergen con
los resultados de la Tabla 7. y permitieron que la especie sea facilmente reconocida. Cabe

mencionar que se observaron unas estructuras interesantes en la base del peciolo llamadas
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estipulas, que son estructuras que suelen estar presentes solo en unas fases del desarrollo
de las plantas, principalmente en etapas tempranas, que fueron las partes que se
recolectaron para la investigacion, mientras que, en etapas maduras estdn ausentes
(Weberling, 2006). Dichas estructuras también se reportaron en el trabajo de Collaguazo

& Marquez (2022).

Por otro lado, los principales atributos identificados para Cynanchum microphyllum
coinciden con Pefafiel (2003), quien menciona que la planta es una enredadera que
contine latex blanco en el interior de los tallos. Durante la coleccién de la planta, se
observo que algunas zonas de los tallos presentan una forma en espiral, por lo tanto, el
lechango se clasifica como una planta trepadora por enrollamiento, ya que dispone de
mecanismos activos que le permiten enrollarse en soportes y seguir trepando para llegar
a la luz del sol (Sharma & Shahzad, 2015). Con respecto a las hojas, Liede (1997), indica
que su forma puede clasificarse como lanceoladas, pero también como lineales y que el

patrén de ramificacion es de tipo dicasio, lo que concuerda con el presente trabajo.

4.3.Control de calidad del material vegetal molido y los extractos

Se realizaron diferentes controles de calidad, tanto para las muestras vegetales
(hojas de sauco, tallos de sauco y planta completa de lechango) que fueron molidas, como
para sus respectivos extractos, obtenidos a partir del proceso de maceracion con etanol al

96%. Estos datos se muestran resumidos en la Tabla 7.
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Tabla 7. Resultados del control de calidad de muestras molidas y de sus extractos

o & 3 85 B— | oo
C Sr— [<B) = oL

Muestra g%fé E| _\gé 83 5 oE ETS_EI

S == o5 T S |9°D
Hojas 90 5,97
Molido Tallos 180 4,84
Lechango | 180 3,04

Hojas 1,37 6,49 0,96 0,019

Extracto | Tallos 1,37 6,50 0,95 0,028

Lechango 1,37 5,94 0,87 | 0,161

Nota: Se muestran los valores de los pardmetros de control de calidad para cada muestra molida seca
(tamafio de particula y % de humedad) y para cada extracto (indice de refraccién, pH, densidad y sélidos
totales). El color gris en los casilleros indica que no se realiz6 el control de calidad en ese tipo de muestra.
Elaborado por: (Los autores, 2024)

Los parametros de calidad evaluados para las muestras vegetales molidas fueron el
tamafio de particula y el porcentaje de humedad. Con respecto al tamafio de particula,
para las hojas de sauco fue de 90 pum, valor que se clasifica como muy fino al ser menor
o0 igual a 125 pum, segun lo establecido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
en los métodos de control de calidad para plantas medicinales. Por otro lado, el tamafio
de particula del molido de tallos de sauco y de planta completa de lechango fue del80
KM, que pertenece a un tamario de particula fino (World Health Organization., 1998). Los
valores mencionados permitieron una extraccion mas eficiente, ya que, mientras mas fina
es una particula, existe una mayor relacién de superficie-volumen y los compuestos que
se encuentran en las plantas entran en contacto de forma mas rapida con el solvente
(etanol 96%) para su liberacién (Chatterjee & Mukherjee, 2021). En cuanto al porcentaje
de humedad, los resultados establecen que ninguna de las muestras superé el 12%, valor
que se corresponde al limite de cantidad de agua permitida en plantas medicinales por la
Farmacopea Europea (Council of Europe, 2013). Los tratamientos de seleccion, limpieza

y desinfeccion previa del material vegetal, asi como el adecuado proceso de secado y
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molienda, permitieron contar con un material molido 6ptimo para la elaboracién de los

extractos alcoholicos.

En el control de calidad de los extractos, se examind el indice de refraccion, el pH,
la densidad y los solidos totales; mismos que se compararon con las normativas de la
Farmacopea Europea del afio 2013. Generalmente, el indice de refraccion para plantas
medicinales debe estar entre 1,33 a 1,5, en este caso, los tres extractos tuvieron un valor
de 1,37. Respecto al pH, todos los extractos cumplieron con la farmacopea, pues el rango
aceptado es de 4,0 a 7,5. Por otra parte, los valores de densidad fueron levemente méas
altos que la densidad del etanol al 96%, lo que se explica porque los extractos contienen
compuestos que fueron extraidos durante la maceracion. Finalmente, los valores de
solidos totales en los extractos fueron de 0,019, 0,028 y 0,161 g/mL para hojas de sauco,
tallos de sauco y planta completa de lechango, respectivamente. Los parametros
evaluados aseguraron la calidad y consistencia de los extractos para los andlisis de las

actividades toxicoldgica, antioxidante y antibacteriana.

4.4. Tamizaje fitoquimico

Los resultados del tamizaje de cada extracto, con sus interpretaciones, se presentan

en la Tabla 8., mientras que las fotografias pueden ser visualizan en el Anexo 25.
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Tabla 8. Resultados del Tamizaje Fitoquimico de los extractos

Extractos
o
. 0 %) = .,
Metabolito Ensayo 8, o S Interpretacion
o © e
T — 3
-
(+++) Precipitado
Ensayo +++ | +++ | +++ | (++) Turbidez
Dragendorff . bi
Alcaloides (-) Sin cambios
Ensavo (+++) Precipitado
W Y +++ | +++ | +++ | (++) Turbidez
agner (-) Sin cambios
(+) Espuma > 2 mm durante
Saponinas Ensayo de + i _ | minimo 2 min
P espuma (-) Espuma < 2 mm durante
menos de 2 min
. Ensayo (+) Color amarillo o rojo
Flavonoides Shinoda " " (-) Color normal
(+++) Color rojo: fenoles
Ensayo de (++) Color azul: taninos
Fenoles y | iroadli
Taninos cloruro - - + | pirogéalicos _
férrico (+) Color verde: taninos
catéquicos
Resinas Engayo de - - - (+) P_reC|p|tgd_o
precipitacion (-) Sin precipitado
Ensavo (+++) Color rojo
Quinonas y - - - | (++) Color rosado
Borntrager . .
(-) Sin cambios
E (+++) Color verde intenso u
Triterpenos y ~Nsayo 0scuro
esteroides E'ng;g ?3 A o (++) Color verde
(+) Color rosado o azul
Ensayo \(l-g)rdl\C/)I:cr)gen color café o
Catequinas | carbonato de + - + . ,
. (-) Sin margen color café o
sodio
verdoso
(+++) Precipitado rojo
Cumarinas | Ensayo Baljet | - - - | (++) Color rojo
(-) Sin cambios
Heterésidos Ensayo de i i _ | (+) Color morado o violeta
cardiotonicos Kedde (-) Sin cambios

Se realiz6 el tamizaje fitoquimico cualitativo para los extractos de hojas y tallos de

Cestrum peruvianum y para la planta completa de Cynanchum microphyllum. En el
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extracto de hojas de sauco se encontro la presencia de alcaloides, saponinas, flavonoides,
triterpenos y esteroides, y catequinas. Por otro lado, en el extracto de tallos de sauco se
evidenciaron alcaloides, flavonoides, triterpenos y esteroides. Un estudio también
evidencid la presencia de compuestos fenolicos, saponinas, triterpenos y esteroides, en
extractos de distintas especies del género Cestrum, los cuales son relevantes pues tienen
accion antiinflamatoria (Bezerra et al., 2023). Ademas, se ha identificado que las especies
C. elegans, C. nocturnum y C. diurnum, contienen compuestos bioactivos (alcaloides,
flavonoides, saponinas, taninos y acidos fenolicos) durante todo el afio (Haggag, 2022;

Nasr et al., 2021).

El tamizaje realizado para el extracto de lechango, demostro la presencia de
compuestos fitoquimicos como: alcaloides, fenoles y taninos, triterpenos y esteroides, y
catequinas. Otros estudios realizados para el género Cynanchum (C. bungei, C.
paniculatum, y C. atratum) han evidenciado la presencia de metabolitos como alcaloides,
esteroides y triterpenos, los cuales son de gran importancia debido a su potencial
antimicrobiano, antioxidante y antiinflamatorio (Han et al., 2018; Zhang et al., 2022;

Zhou et al., 2020).

Se debe considerar que los ensayos fitoquimicos cualitativos son valiosos para
detectar compuestos de forma preliminar, pues son sencillos, rapidos y poco costosos, sin
embargo, pueden presentar limitaciones respecto a la sensibilidad y especificidad, por lo
que es importante realizar dos 0 mas pruebas diferentes o emplear técnicas cuantitativas

que sustenten los resultados previos (Shaikh & Patil, 2020).

Finalmente, es importante sefialar que la eleccion del solvente, el método de

extraccion, la temperatura, la presion y diferentes dindmicas durante el proceso
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extractivo, pueden alterar drasticamente el contenido de ciertos metabolitos
(Lakshmanan, 2022; Mrdéz et al., 2023), por lo cual, se debe trabajar conforme a los

pardametros méas adecuados dependiendo del objetivo de la investigacion.

4.5.Analisis molecular

Los resultados del analisis molecular se encuentran en la Tabla 9., que incluye una
lista de los 10 porcentajes de identidad mas altos de los alineamientos individuales entre
las secuencias consultadas (sauco y lechango) y cada secuencia de la base de datos del
NCBI. El porcentaje de identidad se refiere al porcentaje de posiciones en el alineamiento

donde las bases nitrogenadas son idénticas entre las dos secuencias (Torkian et al., 2020).

Tabla 9. Resultados de la herramienta BLAST para Sauco y Lechango

Marcador matK

Sauco (4837) Lechango (4836)
Familia Especie |dentidad Familia Especie |dentidad
i (%) b (%)
Solanaceae Cestrum 96,95 Apocynaceae Orthos_la 99,54
roseum scoparia
Cestrum Metastelma
Solanaceae parqui 96,95 Apocynaceae myrtifolium 99,04
Solanaceae Cestrum 96,95 Apocynaceae Metastelr_na 98,92
macrophyllum northropiae
Solanaceae Cegtrum 96,95 Apocynaceae Tasgadla 98,92
laevigatum propinqua
Cestrum Barjonia
Solanaceae glanduliferum 96,95 Apocynaceae chlorifolia 98,91
Solanaceae Cestr_um 96,95 Apocynaceae Ditassa 98,90
fragile hastata
Solanaceae C_estrum 96,95 Apocynaceae Dltassa__ 98,90
diurnum burchellii
Solanaceae Cestrum 96,95 Apocynaceae D_|ta_ssa 98,75
conglomeratum hispida
Solanaceae Cestrum 96,95 Apocynaceae D|p_lo_lep|s 98,62
bracteatum geminiflora
Solanaceae Cestrum 96,47 Apocynaceae D'tass."?‘ 98,60
nocturnum banksii

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Se puede observar que, para el sauco, se obtuvieron porcentajes de identidad muy
altos, siendo la mayoria del 96,95%. Aunque ninguna secuencia de las especies concordd
con Cestrum peruvianum, todas son de la familia Solanaceae y del género Cestrum. Esto
permite corroborar, de forma molecular, la taxonomia de esta especie presentada en el

estudio de Ledn (2010).

En el caso del lechango, se obtuvieron porcentajes de identidad bastante cercanos
al 100%. A pesar de que las secuencias no coincidieron con Cynanchum microphyllum,
todas las especies pertenecen a la familia Apocynaceae. Respecto al género Cynanchum,
hubo once coincidencias, donde el porcentaje de identidad mas alto fue 97,93% para C.
ascyrifolium, sin embargo, estas especies no se incluyeron en la Tabla 9. porque no
estuvieron dentro de los 10 primeros porcentajes. Esto permitio conocer a nivel molecular
que Cynanchum microphyllum Kunth pertenece a la familia Apocynaceae, lo que

concuerda con su taxonomia segun de la Torre et al. (2008).
4.6. Actividad toxicologica

Los datos recopilados del nimero de nauplios muertos de Artemia salina con cada
concentracion de los extractos (2.000, 1.000, 500 y 250 ppm) y los célculos pertinentes,
se muestran en el Anexo 26. A partir de ello estos, se realizaron las respectivas graficas
Probit VS Log(Concentracion) para los extractos de hojas y tallos de sauco, y planta
completa de lechango (Anexo 27., Anexo 28. y Anexo 29., respectivamente). En todas
las gréficas se incluyeron las ecuaciones de las lineas de tendencia y los valores de R?,
mismos que se utilizaron para el calculo de cada CLso. En las tres graficas se observo que,

a medida que aumenta el logaritmo de la concentracion, aumenta el valor Probit, esto
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quiere decir que la concentracion de los extractos tiene una relacion directamente

proporcional respecto al porcentaje de mortalidad de los nauplios de Artemia salina.

En la Tabla 10. se indican los valores obtenidos de la CLso para los extractos de

hojas y tallos de sauco y para el extracto de planta completa de lechango.

Tabla 10. Resultados de la CLso de la actividad toxicologica

Extracto CLso (ppm) Nivel de toxicidad
Hojas de Cestrum peruvianum 794,33 Ligeramente toxico
Tallos de Cestrum peruvianum 1.202,26 Précticamente no toxico
Cynanchum microphyllum 1.000,00 Pract_lcamente no,to_x coa
Ligeramente toxico

Los resultados de la concentracion letal media (CLso) reflejan que, de los tres
extractos evaluados, el mas téxico fue el de hojas de sauco, ya que, con una concentracion
de 794,33 ppm, pudo provocar la muerte del 50% de los nauplios, considerandose
ligeramente toxico. En segundo lugar, esta el extracto de lechango, mismo que se
encuentra en el limite de préacticamente toxico a ligeramente toxico, al tener un CLsg igual
a 1.000 ppm. Finalmente, el extracto de tallos de sauco es el menos toxico, debido a que
se encuentra catalogado como practicamente no tdxico, con un valor de CLsg de 1.202,26

ppm (Sinti & Torres, 2017). Estas comparaciones se resumen en la Figura 5.

Comparacién de CLso (ppm) entre los extractos evaluados

1202.26
1500.00 1000.00

794.33
1000.00

500.00

0.00
Hojas sauco  Planta completa Tallos sauco
lechango

Figura 5. Comparacion de resultados de CLso de la actividad toxicoldgica
Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Se puede notar que, a pesar de que los extractos de hojas y tallos pertenecen a la
misma especie (Cestrum peruvianum), las hojas han manifestado un nivel de toxicidad
maés alto. Esto se explica porque las diferentes partes de una planta tienen funciones
especificas y, por lo tanto, sus componentes fitoquimicos varian (Hao et al., 2022); en
esta investigacion se encontrd que las hojas de sauco presentaron saponinas, mientras que
los tallos no. Se ha determinado que algunos tipos de saponinas pueden ser toxicos para
los humanos debido a su actividad hemolitica (Nguyen et al., 2020), ademas, las
saponinas pueden matar o sedar a protozoarios, moluscos y peces, dependiendo del tipo
y las cantidades (Purbosari et al., 2022). Por este motivo, se puede decir que la presencia

de saponinas influye para que el extracto de hojas tenga un nivel de toxicidad mas alto.

En un estudio realizado por Oktavia et al. (2021), en Indonesia, se evalud la
toxicidad de plantas con flores amarillas, rojas y moradas, pertenecientes a la especie
Cestrum elegans, para ello, se elaboraron extractos etanélicos de hojas de las diferentes
plantas y se llevé a cabo la prueba de letalidad con Artemia salina, los resultados de la
CLso mostraron que dichos extractos también tienen niveles bajos de toxicidad. Otra
investigacion en Indonesia, encontré que el extracto etanolico de Cestrum nocturnum
tiene el potencial de ser toxico para Artemia salina porque el valor de CLso es inferior a
1000 ppm, al igual gque el extracto de hojas de sauco del presente estudio (Faramayuda et
al., 2014). Por ultimo, en un articulo peruano, se concluy6 que el extracto etanolico al
96% de hojas de Cestrum buxifolium tuvo una ClLso de 152 ppm, es decir, fue

moderadamente toxico (Torres & Ganoza, 2017).

En el caso del género Cynanchum, existe informacion casi nula sobre su uso clinico

y su actividad toxicoldgica, principalmente en Artemia salina; sin embargo, se
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encontraron dos estudios de los efectos toxicos de alcaloides extraidos de Cynanchum
komarovii y Cynanchum mongolicum en insectos, donde se concluyé que dichos
compuestos de ambas especies presentaron buena actividad como insecticidas (Ge et al.,

2015; Guo et al., 2014).
4.7 Actividad antioxidante

Se evalud la actividad antioxidante de los extractos de hojas y tallos de Cestrum
peruvianum, del extracto de la planta completa de Cynanchum microphyllum y del acido
ascorbico, a través del método DPPH, por triplicado. Las concentraciones de cada
extracto y del acido ascorbico, sus respectivas absorbancias medidas a 517 nm y los

calculos correspondientes, se encuentran a detalle en el Anexo 30.

Mediante los datos mencionados, se construyeron las graficas % Inhibicion VS
Log(Concentracion) para los extractos de hojas de sauco, tallos de sauco y planta
completa de lechango, y para el acido ascorbico (Anexo 31., Anexo 32., Anexo 33. 'y
Anexo 34., respectivamente). Todas las gréficas contienen las ecuaciones de las lineas de
tendencia y los valores de R? generados por Excel, los cuales se emplearon para el calculo
de cada ICso. En las gréaficas se puede evidenciar una relacion directamente proporcional
entre la variable de las abscisas y la variable de las ordenadas, lo que significa que, a
medida que aumenta la concentracion de las muestras evaluadas, aumenta el porcentaje
de inhibicion de los radicales libres (DPPH), lo que se evidenci6 en el analisis por la
identificacion del color en los pocillos de las microplacas que cambi6 de morado a naranja

y/o amarillo (Anexo 35.).

En la Tabla 11. se indican los valores obtenidos de la ICso para los extractos de

hojas y tallos de sauco, para el extracto de lechango y para el acido ascorbico.
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Tabla 11. Resultados de la ICso de la actividad antioxidante

Extracto (mlg(;rsr(:L)
Hojas de Cestrum peruvianum 4,347
Tallos de Cestrum peruvianum 4,081
Planta completa de Cynanchum microphyllum 1,799
Acido ascorbico 0,045

Los resultados de la concentracion inhibitoria media (ICso) muestran que, el acido
ascorbico, con una ICso de 0,045 mg/mL, tiene una actividad antioxidante muy alta,
debido a que es un estandar reconocido por su fuerte capacidad antioxidante (Gegotek &
Skrzydlewska, 2022). Por otra parte, de los tres extractos analizados, el que tiene una
actividad mas eficaz es el de lechango, ya que obtuvo el valor de ICso mas bajo (1,799
mg/mL). Respecto a los extractos de hojas y tallos de sauco, se obtuvieron valores muy
cercanos de la ICsp, que fueron 4,347 y 4,081 mg/mL, respectivamente, de los cuales, se
establece que el extracto de tallos tuvo una actividad levemente mas antioxidante (Figura

6.).

Comparacién de 1Cso (mg/mL) entre los extractos y el &cido ascérbico

4.081 4.347
5 L
4 1.799
3 a
2 0.045 '
é i
Acido Planta Tallos sauco  Hojas sauco
ascorbico completa
Lechango

Figura 6. Comparacion de resultados de I1Csq de la actividad antioxidante
Elaborado por: (Los autores, 2024)

Se han realizado algunos andlisis del potencial antioxidante en el género Cestrum.
Por ejemplo, Al-Reza et al. (2010), evaluaron la actividad inhibitoria del radical DPPH
del aceite esencial y extractos de metanol, acetato de etilo y cloroformo de Cestrum

nocturnum, concluyendo que el aceite esencial y el extracto de metanol tuvieron una
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actividad notable para inhibir los radicales libres. Otra investigacion con C. nocturnum
coincide en que el extracto metanodlico de sus hojas muestra el mayor potencial
antioxidante (Ahmad et al., 2023). Por otro lado, en el articulo de Manzoor et al. (2020),
se comparo6 el efecto antioxidante de los extractos metandlicos de hojas y tallos de
Cestrum nocturnum y Cestrum diurnum, encontrando que los extractos de tallos y hojas
de C. diurnum tuvieron una actividad antioxidante més alta, ya que su potencial
antioxidante fue de 89% y 88%, respectivamente, ademas, destacan que este potencial fue

incluso mas alto que el del acido ascoérbico (81%).

Con respecto al genero Cynanchum, al igual que en esta investigacion, en el estudio
de Demir et al. (2011) el extracto etandlico de C. acutum demostré tener la mayor
actividad antioxidante en comparacion a las otras especias examinadas (Cionura erecta 'y
Trachomitum venetum), aunque no supero la accion del &cido ascorbico. Por otra parte,
Wu et al. (2019), descubrieron que los extractos de acetato de etilo de las raices de las

especies C. wilfordii y C. bungei, también han mostrado una buena actividad antioxidante.

Se conoce que los fenoles y flavonoides son dos grupos de metabolitos secundarios
que revelan un alto potencial antioxidante contra los radicales libres (Adebayo et al.,
2018). Ambos extractos de sauco contienen flavonoides, mientras que, el extracto de
lechango contiene fenoles, esto indica que las especies usadas en conjunto pueden ayudar
a disminuir la formacién de radicales libres y el estrés oxidativo que se produce en las
ubres de las vacas por la mastitis, promoviendo desinflamacion y la recuperacion de los

tejidos perjudicados (Yang & Li, 2015).

4.8.Actividad antibacteriana
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Los resultados de la actividad antibacteriana se detallan en la Tabla 12. y Anexo
36. para las bacterias Gram Positivas y en la Tabla 13. y Anexo 37. para las bacterias

Gram Negativas.

Tabla 12. Resultados de la actividad antibacteriana en bacterias Gram Positivas

Bacterias Gram Positivas
Bacterias Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae
Extractos A C|lE |D1 | D2 A C/E |D1 | D2
Hojas -1+ - - -2+ 2+ | 1+
Tallos 3+ -1+ - - 3+ -2+ 2+ | 1+
Lechango -1+ 1+ | 1+ -2+ 2+ | 2+

Nota: En la tabla se especifican los grados de inhibicidn de los extractos de Hojas, Tallos y Lechango, y
sus respectivas diluciones frente a bacterias Gram positivas. Los rangos de diametros son: Pasivo (inferior

a7 mm (-)), Relativamente activo (entre 7-9 mm (1+)), Activo (entre 9-12 mm (2+) y Muy Activo (superior
a 12 mm (3+)).
Elaborado por: (Los autores, 2024)

Tabla 13. Resultados de la actividad antibacteriana en bacterias Gram Negativas

Bacterias Gram Negativas
Bacterias Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
Extractos A C/E | D1 | D2 A C/E |Dl1 |D2
Hojas - 11+ | 1+ - -1+ - -
Tallos 3+ - 11+ | 1+ - 3+ -1+ - -
Lechango -1+ | 1+ | 1+ -1+ 1+ | 1+

Nota: En la tabla se especifican los grados de inhibicidn de los extractos de Hojas, Tallos y Lechango, y
sus respectivas diluciones frente a bacterias Gram negativas. Los rangos de diametros son: Pasivo (inferior
a7 mm (-)), Relativamente activo (entre 7-9 mm (1+)), Activo (entre 9-12 mm (2+) y Muy Activo (superior
a 12 mm (3+)).

Elaborado por: (Los autores, 2024)

En la Tabla 12. y Tabla 13., se pudo observar que los extractos de hojas y tallos
de sauco presentaron una accion antibacteriana de relativamente activa (1+) a pasiva (-),
frente a S. aureus (Gram +), E. coli y P. aeruginosa (Gram -), a medida que la
concentracion del extracto disminuy0. Esto coincide con la investigacion realizada por
Jerves et al. (2014), donde Cestrum peruvianum tuvo una inhibicién limitada contra S.
aureus, ademas, Bussmann et al. (2010), menciona que los extractos etandlicos de

Cestrum auriculatum, tuvieron una actividad antibacteriana nula frente a E. coli y S.
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aureus, mientras que los extractos acuosos tuvieron una actividad limitada contra las
mismas bacterias. Otros estudios han demostrado que los extractos metandlicos de
Cestrum nocturnum, poseen actividad antimicrobiana frente a las mismas cepas
bacterianas, debido a la presencia de compuestos bioactivos como: alcaloides, saponinas,

fenoles, flavonoides y taninos (Prasad et al., 2013; Punjabi et al., 2015).

En la Tabla 12., también se evidencia que los extractos de tallos y hojas de sauco
generaron una accion antibacteriana de activa (2+) a relativamente activa (1+) frente a
Streptococcus agalactiae (Gram +). La actividad antibacteriana de C. peruvianum contra
a S. agalactiae es un area inexplorada; sin embargo, algunas especies del mismo género
como C. elegans, C. nocturnum y C. parqui, han puesto en manifiesto que la presencia
elevada de compuestos bioactivos como saponinas, alcaloides y fenoles, contribuyen a
actividades antibacterianas frente a una serie de patdgenos, entre ellos estan Klebsiella
pneumonia, Escherichia coli, Proteus vulfaris, Staphylococcus aureus, Pseudomona
aeruginosa, Bacillus subtilis y algunas especies del género Streptococcus (Ali Khan et
al., 2011; Padilla et al., 2021). Si bien hacen falta datos especificos sobre Cestrum
peruvianum, las estrechas relaciones fitoquimicas dentro del género Cestrum, sugieren
que el sauco puede poseer mayores propiedades antibacterianas al utilizar otro tipo de

solventes para elaborar los extractos como el metanol.

De la misma forma, la Tabla 12. y Tabla 13. evidencian que el extracto de
lechango presenta una accién antibacteriana relativamente activa (1+), en todas sus
diluciones, frente a S. aureus (Gram +), E. coli y P. aeruginosa (Gram -). En
contraposicion, el extracto muestra una accién antibacteriana activa (2+) frente a S.

agalactiae (Gram +). Los estudios de esta especie son muy limitados o incluso escasos;
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sin embargo, en una investigacion sobre la actividad antimicrobiana de Cynanchum
acutum, se encontré que los extractos elaborados con etanol al 90% mostraron buenos
efectos antimicrobianos contra S. aureus (25 mm), B. subtilis (20 mm), P. aeruginosa (17
mm), P. vulgaris (15 mm) y E. coli (15 mm) (Dehghani et al., 2012). En contraste, en
otro estudio se encontré que los extractos etandlicos de Cynanchum acutum resultaron
ser relativamente activos contra E. coli ATCC 25922, pero no hubo inhibicién frente a
las demas bacterias evaluadas (E. coli ATCC 35218, P. aeruginosa ATCC 27853, E.
fecalis ATCC 292112, B. cereus NRLLB-3008, B. subtilis ATCC 29213, S. aureus ATCC

25923, C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 13803) (Demir et al., 2011).

Los resultados revelaron que todos los extractos poseen una actividad
antibacteriana activa sobre S. agalactiae. Este patdgeno es uno de los causantes mas
comunes de la mastitis en el ganado vacuno, provocando diferentes afecciones a los
ejemplares y pérdidas econdmicas (Ma et al., 2023; Torres et al., 2023). Por este motivo,
se considera favorable la posibilidad de utilizar ambas especies (sauco y lechango) para
el desarrollo de fitofarmacos antibacterianos de uso veterinario, para su aplicacion como

tratamiento en la mastitis bovina.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se recolectaron dos especies vegetales empleadas en el area de la etnoveterinaria para
el tratamiento de la mastitis bovina, en la comunidad de Paquiestancia, las cuales fueron
Cynanchum microphyllum Kunth (Lechango) y Cestrum peruvianum Willd ex Roem. &
Schult. (Sauco). A raiz de ello, se logré la identificacion de la taxonomia y caracteristicas
especificas de cada especie, mediante la evaluacion macromorfologica y el analisis
molecular con la herramienta BLAST. Por un lado, el sauco es un espécimen reconocible
porque es un arbusto grande con tallos erectos, cuyas hojas son lanceoladas y pertenece
a la familia Solanaceae. Mientras que, el lechango, perteneciente a la familia

Apocynaceae, se caracteriza por ser trepador y contener latex en su interior.

La implementacion del control de calidad tanto para el material molido como para los
extractos fue un paso inicial fundamental, ya que permitié demostrar la importancia de
adherirse a los parametros establecidos en las farmacopeas vigentes. Posterior a ello, se
realizé el tamizaje fitoquimico de forma cualitativa de los tres extractos alcoholicos,
mediante el cual se dictamind que los metabolitos encontrados en cada extracto estan
estrechamente relacionados con su aplicacion etnoveterinaria, debido a que poseen
propiedades antibacterianas, antioxidantes y antiinflamatorias, las cuales resultan

beneficiosas en el tratamiento de la mastitis bovina.

Los resultados de la prueba toxicoldgica frente a Artemia salina demostraron que los
tres extractos etandlicos podrian considerarse como una fuente prometedora para el
desarrollo de fitofarmacos contra la enfermedad de la mastitis en ganado vacuno, al tener

valores de toxicidad de practicamente no tdxico a ligeramente toxico.

58



En la actividad antioxidante se determind que, el extracto de lechango posee un
potencial considerable para contrarrestar la formacion de radicales libres, al tener un valor
de 1Csp igual 1,799 mg/mL, en comparacion con los otros dos extractos, sin embargo,
ninguno supero el potencial del &cido ascérbico (0,045 mg/mL). Esto comprueba que el
uso de C. microphyllum, como parte del emplasto que se aplica en las ubres de las vacas,
funciona favorablemente para curar la mastitis del ganado, pues sus propiedades

antioxidantes estan involucradas en la desinflamacidn y curacion de las zonas afectadas.

Finalmente, los extractos de hojas y tallos de sauco y planta completa de lechango
presentaron una accion antibacteriana activa (2+), en concentraciones del 30 y 15% frente
a Streptococcus agalactiae, una bacteria estrechamente vinculada en el desarrollo de la
mastitis, por lo que, nuevamente se recomienda el uso de ambas especies dentro de

formulaciones veterinarias dirigidas al tratamiento de la mastitis en vacas.

Para futuras investigaciones se sugiere evaluar la actividad toxicol6gica, antioxidante,
antibacteriana y, adicionalmente, antiinflamatoria, con diferentes métodos de extraccion
y solventes, y en distintas eépocas de recoleccion, para determinar cual de ellos puede tener
las mejores propiedades terapéuticas para la mastitis bovina. Ademas, se propone efectuar
un analisis fitoquimico cuantitativo para conocer, de forma precisa, la cantidad de los
principios activos que han sido identificados en las especies estudiadas. Por ultimo, se
recomienda elaborar arboles filogenéticos de cada especie, para entender sus relaciones
evolutivas a mayor profundidad y tener una vision mas clara de su taxonomia,

principalmente del lechango, que es un espécimen con informacion limitada.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Tabla de metabolitos vegetales de interés farmacolégico

(Bruneton, 2001).

Metabolito Descripcion Actividad farmacolégica

Alcaloides Estructura  de  anillos | Analgésicos,  relajantes,
heterociclicos con | anestésicos, estimulantes
compuestos nitrogenados | (Hussein &  Anssary,
alifaticos (Bhatla, 2018). 2019).

Saponinas Compuestos  glicosidicos | Antimicrobiana,
que estan compuestos por | antiinflamatoria,
una molécula de agliconay | anticancerigena,
una de glicona (Nguyen et | insecticida (ElI Aziz et al.,
al., 2020). 2019).

Cumarinas Estructura  benzopironas | Antimicrobianas,
que consta de un anillo de | antivirales, antioxidantes,
pirona enlazado a un anillo | antiinflamatorias y
bencénico (Bhatla, 2018). | anticancerigenas (Loncar

et al., 2020).

Triterpenos y esteroides | Compuestos que | Antimicrobianos,
comparten ruta | antiinflamatorias y
biosintética, poseen una | antineoplasicas (Bruneton,
estructura de cinco | 2001).
carbonos ramificados

Flavonoides

Estructura conformada por
dos anillos aromaticos de
quince carbonos unidos
mediante un triple enlace
(Bhatla, 2018).

Antioxidante,
antiinflamatorio,
antibacteriano y antiviral
(Sharma et al., 2020).

Heterosidos
cardiotonicos

Estructura quimica
conformada por un nucleo
esteroide, un anillo de
lactona 'y un azlcar
(Amaringo et al., 2011).

Agente anticancerigeno e
inmunomodulador
(Amaringo et al., 2011).

conformada por alcoholes

Catequinas Compuestos del grupo de | Antioxidantes,

los polifenoles (Hussein & | antiinflamatorias,

Anssary, 2019). antifungicas,
antibacterianas y
antivirales,
anticancerigenas, entre
otras (Hussein & Anssary,
2019)

Resinas Estructura variada, no | Antitumoral  (Bruneton,
definida. Generalmente | 2001).
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aromaticos, acidos
aromaticos y alifaticos,
entre otros  (Bruneton,
2001).

Fenoles Grupo de  moléculas | Antioxidantes,
simples y complejas que | antiinflamatorios,
conforman una estructura | fungicidas, bactericidas e
con un anillo aromatico | insecticidas (Sharma et al.,
enlazado a grupos | 2020).
hidroxilo (Sharma et al.,
2020).

Taninos Perteneciente a grupo de | Antibacterianos,
los compuestos | antioxidantes,
polifendlicos,  disponen | antiinflamatorios,
una estructura de un grupo | anticancerigenos,
hidroxilo en uno o varios | antivirales y
anillos fendlicos (Bhatla, | antiparasitarios  (Bhatla,
2018) 2018)

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 2. Recoleccion de especies (Cynanchum microphyllum)

e N

Nota: Para la recoleccion se realiz6 una identificacion previa con ayuda de la tutora, posteriormente las
plantas fueron cortadas y almacenadas en fundas de basura nuevas con aireacion. En el lugar de la
recoleccidn se anotaron los datos en el cuaderno de campo.

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 3. Prensado de especies vegetales
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Anexo 4. Filtrado al vacio del extracto macerado

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 5. Diagrama de flujo del protocolo de extraccién de ADN

C___ Inicio _—-_:)'

S

Obtener 50 mg de hojas
frescas de de sauco v
lechango.

Almacenar a -20°C
durante toda la noche.

+

v

Mezclar suavemente por
inversion (3-8 veces)

Colocar en tubos
Eppendorfde 1,5 mL.

+

Afiadir 360 pL de etanol
absoluto.

Afiadir 480 pL de Buffer
de Lisis.

+

v

Triturar las hojas con
pistilo hasta
homogenizacion.

Observar formacion de 3
fases, tomar 300 pL de
la fase intermedia v
transferir a nuevo tubo.

+

v

Cenirifugar por Smin a
12,000 rpm.

Adiadir 75 pl de SDS al
10%.

+

v

Agfiadir 600 pL de
fenol:cloroformo (1:1)

Mezclar suavemente por
inversion (3-8 veces).

v

Colocar en termoblogue
a 63°C por 10 min.

Transferir sobrenadante

Al dia siguiente,
centrifugar por 3 min a
12,000 rpm.

v

Descartar el
sobrenadante.

v

Realizar 3 lavados con
360 puL de etanol al
70%, centrifugando

entre cada lavado por 3
min a 12,000 rpm.

v

Retirar etanol después
del ultimo lavado.

v

Secar en termobloque a
37°C por 45 min.

v

Resuspender pellet en 30

v

Afadir 94 uL de acetato
de potasio (OM) v
mezclar por inversion
hasta observar coagulos.

a nuevos tubos uL de agua libre de
Eppendorfde 1.5 mL. nucleasas.
Centrifugar por 5 min a ol - T
12,000 rpm. ' . e -

*

——PI Congelar por 30 min. |

Elaborado por: (Los autores, 2024)

—
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Anexo 6. Equipo NanoDrop 2000 para cuantificacion de ADN

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 7. Composicion de la mezcla para PCR conforme al protocolo de Thermo
Scientific

Reactivo Volumen para 1 muestra
(ML)
Phire Plant Direct PCR 12,5
MasterMix
Primer forward 1
Primer reverse 1
Agua libre de nucleasas 1,5
MgCl, 1
ADN template 8
Volumen final 25

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 8. Carga de productos PCR para electroforesis horizontal

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 9. Electroforesis horizontal de matK para Sauco y Lechango

Nota: En la imagen, S1y S2 es el ADN extraido de C. peruvianum, mientras que L1y L2 es el ADN
extraido de C. microphyllum, la electroforesis se realizé por duplicado para el marcador matK.
Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 10. Huevos de Artemia salina de la marca Agripac S.A.

Elaborado por: (Los autores, 2024)

87



Anexo 11. Incubacion de Artemia salina en pecera

Nota: En la figura, A) muestra todo el sistema de incubacion dentro de la pecera, donde 1) es el
burbujeador, 2) es el calentador de peceray 3) es el termémetro; y B) muestra los huevos en incubacion.
Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 12. Diluciones de extractos y controles

Nota: En la figura, A) es el control positivo, B) es el control negativo, C) son las diluciones del extracto
de lechango, D) son las diluciones del extracto de hojas y E) son las diluciones del extracto de tallos.
Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 13. Nauplio de Artemia salina observado bajo el estereoscopio

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 14. Diagrama de flujo del analisis estadistico de la actividad toxicol6gica en

Excel

Construccion de la base
de datos.

Insercion de linea de
tendencia y valor de R*2
en cada grafica.

v

+

Calculo individual de la
CL30 de los extractos,
basado en la informacion
otorgada por la recta.

Registro de
concentraciones y
muertes de Artemia
salina, por triplicado.

v

Creacion de graficas de
dispersion para cada
extracto (Logaritmo de
la concentracion
VS Valores Probit de la
mortalidad).

Cilculo de porcentajes
de mortalidad.

+

v

Célculo del logaritmo de
las concentraciones.

Transformacion de
porcentajes de
mortalidad a valores
Probit (Anexo 4).

f

—>

Calculo del promedio
del triplicado de los
valores Probit.

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 15. Tabla para conversién de porcentaje de mortalidad a Probit

%o 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 _ 2.67 2.95 312 3.25 3.36 345 3.52 3.59 3.66
10 372 377 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.05 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 4.26 4.25 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45
30 4.48 4.50 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72
40 4.75 4.77 4.80 4.82 4.85 4.87 4.90 4.92 4.95 497
50 5.00 5.03 5.05 5.08 5.10 5.13 5.15 5.18 5.20 5.23
60 5.25 5.28 5.31 5.33 5.36 5.39 541 5.44 5.47 5.50
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 5.71 5.74 5.77 5.81
80 5.84 5.88 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
90 6.28 6.34 6.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33
- 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
99 7.33 7.37 7.41 7.46 7.51 7.58 7.65 1.75 7.88 8.09

Fuente: (Hamidi et al., 2014)
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Anexo 16. Soluciéon DPPH en balén de aforo de 100 mL

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 17. Esquema del ensayo DPPH en microplaca
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Nota: En la figura: EtOH 96% (etanol al 96%), DPPH (solucion de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo), Sol.

(&cido ascérbico o extractos de hojas, tallos o lechango).
Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 18. Diagrama de flujo del analisis estadistico de la actividad antioxidante en

Excel

Construccion de la base

Insercion de linea de

tendencia y valor de R*2 —P»

en cada grafica.

de datos.

f

v

Registro de
concentraciones y
valores de absorbancia
de extractos y acido
ascorbico, por triplicado.

Creacion de graficas de
dispersion para cada
extracto y para el acido
ascorbico (Logaritmo de
la concentracion
VS porcentaje de
inhibicion).

Calculo individual de la
IC50 de los extractos y
del acido. basado en la
informacion otorgada
por la recta.

v

f

Calculo del promedio de
absorbancias.

Calculo del logaritmo de
las concentraciones.

v

f

Insercion de las

absorbancias del control )

(DPPH) y caleulo del

Calculo del porcentaje
de inhibicién (Ecuacion

3).

promedio.

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 19. Esquema del proceso de preparacion de diluciones

Extracto Dilucion Dilucion
puro 1 2
1mL
1mL
D1 |eton
6%

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 20. Diagrama de la elaboracion del antibiograma en medio Muller-Hinton

S @ &

E)

a0 < | 2 D)p \

F)

Nota: A) Se tomaron 200 L de la bacteria evaluada; B) La bacteria se inoculd en el medio Miiller-
Hinton, extendiendo completamente en la caja con ayuda de un asa Drigalsky triangular y se dejé secar
durante 10 min; C) Se colocaron discos en blanco de 6 mm y se embebieron con 15 pL de los extractos
al 30%, las diluciones D1y D2, el control positivo (gentamicina) y el control negativo (agua); D) Las
cajas se dejaron secar 15 min a temperatura ambiente E) Se llevé a incubacién a 37°C durante 24 h. F)
Se midieron los halos.

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 21. Esquema del Antibiograma en la caja Petri

D1
E D2

A

W, H1
D2 E

"~ A """
D1 c D1
E D2

Nota: L1 (Lechango), H1 (Hojas), T1 (Tallos), E (Extracto puro), D1 (Dilucién 1), D2 (Dilucién 2), C
(Control) y A (Antibiético).
Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 22. Carpetas botanicas de (A) Sauco y (B) Lechango

=
=
=

HERBARIO u.!.s./v

ECUADOR

Cestrum peruvianum Wild. Ex Roem. & Schultt
Del C. Barba

Pichincha

Cayambe Ayora

Comunidad de Paquiestancia

Bosque humedo montano

0°04'18"N78°06'42'W 2974 msnm
Arbusto 2.8 mde alto

P frente a °

Hojas p de esti|

en el tallo que recubren la yema axilar

Nombre comdn Sauco negro

2 19-sep-23

M Cema, G. EXPLONATURA J. Padilla, D. Haro 4837
UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA

CARRERA DE BIOTECNOLOGIA

HERBARIO QUPS
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ECUADOR

[APOCYNACEAE
Cynanchum microphylium Kunth

Det: C Barba

Pichincha

Cayambe Ayora
Comunidad Paquiestancia

W humedo montano
0°04'11.3°N 78°06'34 2°W

Arbusio 0,5 m de aito

@l tallo se cosen coslales y amarran casas.
Nombre comun Lechango

UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
CARRERA DE BIOTECNOLOGIA

HERBARIO QUPS

()

Enredadera con hojas paripinadas, contiene latex en el interior
del tallo Se usa para lratar golpes y aliviar dolores de parto. Con

10-ago-23
M Cema, G. EXPLONATURA, D. Haro, J. Padilla 4836

2988  msom

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 23. Macromorfologia de Cestrum peruvianum

Macromorfologia de Cestrum peruvianum
&

Nota: En la figura, A) H (haz de la hoja), A (apice), B (borde); B) NC (nervadura central), NS (nervadura
secundaria); C) E (envés de la hoja), BA (base); D) NC (nervadura central), NS (nervadura secundaria);
E) P (peciolo), N (nudo), ES (estipula), R (rama).

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 24. Macromorfologia de Cynanchum microphyllum

Macromorfologia de Cynanchum microphyllum

(peciolo), PG (pelos glandulares); E) L (latex).
Elaborado por: (Los autores, 2024)

Nota: En la figura, A) H (haz de la hoja), A (apice), B (borde), NC (nervadura central); B) E (envés de
la hoja), NS (nervadura secundaria), BA (base); C) F (foliolo), EN (entrenudos); D) N (nudo), P
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Anexo 25. Resultados del Tamizaje fitoquimico de cada extracto

Extractos

Hojas

Metabolito Ensayo
Ensayo
Dragendorff
Alcaloides
Ensayo Wagner
. Ensayo de

Saponinas espuma

Flavonoides Ensayo Shinoda

103

Tallos




Fenoles y Ensayo de
Taninos cloruro férrico
Resinas En§ayo Q(,a

precipitacion
. Ensayo
Quinonas Borntrager
Triterpenos y I_Ensayo
esteroides Liberman
Burchard
Ensayo
Catequinas carbonato de
sodio

104




Cumarinas

Ensayo Baljet

Heterosidos
cardiotdnicos

Ensayo de
Kedde

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 26. Datos obtenidos del ensayo de toxicidad para calcular la CL50

, o % Promedi
Extracto Concentracién | N Muertos Mortalidad 0(0/(03OIO Log .| Probit
(ppm) 1172731112 3 |Mortalidad) Concentracion
2.000 10 | 10 | 10 | 100100 | 100 100 3,301 8,09
Hojas 1.000 8 | 7|8 (80| 70|80 76,67 3,000 5,73
500 1/1]2|10]10] 20 13,33 2,699 3,87
250 1,2](0|10[20| O 10 2,398 3,72
2.000 9 (10|10 | 90 |100|100 96,67 3,301 7,48
Tallos 1.000 314 |3]30|40]|30 33,33 3,000 4,57
500 3 (1|3 (30]|10]30 23,33 2,699 4,27
250 1,1]1|10]|10] 10 10 2,398 3,72
2.000 7 (10|10 70 |100|100 90 3,301 6,28
Lechango 1.000 4 1 4 |7 ]40|40 |70 50 3,000 5
500 2 3]1(20]|30]10 20 2,699 4,16
250 2 1]1(20]10]10 13,33 2,398 3,87

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 27. Gréfica Probit VS Log(Concentracion) de hojas de Sauco

PROBIT
w B~ (2] D ~ oo [(e]

2.2

y = -7.3927x3 + 69.293x2 - 208.48x + 207.13
R2=1

A

,«‘

»
P

oﬁ—“”"/”

24 26 2.8 3 3.2 34
Log(Concentracion(ppm))

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 28. Gréfica Probit VS Log(Concentracion) de tallos de Sauco

7 y = 17.474x8 - 142.86X? + 389.13x - 348.86
Rz2=1

PROBIT

4

3
2.000 2.200 2.400 2.600 2.800 3.000 3.200 3.400

Log(Concentracién)

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 29. Gréfica Probit VS Log(Concentracion) de planta completa de lechango

6.5
6 y =-0.6721x3 + 8.4763x2 - 29.13x + 34.249
55 Rz2=1
5
45
4
35

3
2.000 2.200 2.400 2.600 2.800 3.000 3.200 3.400

LOG(Concentracion(ppm))

PROBIT

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 30. Datos obtenidos del ensayo antioxidante para calcular la 1IC50

Absorbancia Promedio Log %
1 2 3 Concentracion | Inhibicion

) DPPH 057/057]/057] 057
g 015 |044]045|047] 045 -0,82 20,86
I 3 0,75 |0,37/0,35/0,36] 0,36 -0,12 36,94
S Conﬁg.tgsac'on 150 |034/035/035] 0,35 0,18 39,10
3 (mg/JmL) 225 033/032/033] 0,33 0,35 42,43
5 300 032/030/032] 031 0,48 45,70
375 ]0,29/0,30/0,31] 0,30 0,57 47,34

DPPH 053/052/053] 053
3 015 ]050[051]051] 0,50 -0,82 4,30
S - 3 075 |044|043/042] 043 -0,12 18,58
b= O”CTE’;EZ‘C'O” 1,50 [0,40/0,41]0,39] 040 0,18 23,77
5 (mg/mL) 225 ]0,34]0,37/0,34] 0,35 0,35 33,75
5 300 |031/032/030] 031 0,48 40,90
375 [0,28/0,29/0,28] 0,28 0,57 46,21

s DPPH 053/053/052] 0,52
= 0,15 [046/045|045] 045 -0,82 13,45
E 5 0,75 033/033/0,33] 0,33 -0,12 36,84
@ COESEQ;;ZCC:O” 1,50 0,30]0,29/0,29| 0,29 0,18 43,85
S (ma/mL) 225 [0,23]0,22]0,24] 0,23 0,35 56,34
3 300 |o017]018/021] 0,19 0,48 64,31
L 375 [0,16]0,17/017| 017 0,57 67,88

DPPH 054/057]/058| 0,57
3 0,0025 [0,42]0,46/045] 0,44 -2,60 22,32
fg Concentracion | 0.0125 | 0,4 [0,39/0,38] 0,39 -1,90 31,51
= Acido 0,0250 |0,36/0,35|0,34| 0,35 -1,60 37,75
9>;§ ascorbico 0,0375 |0,31(0,28(0,31| 0,30 -1,43 47,35
& (mg/mL) 00500 |03 024]027] 027 -1,30 52,24
00625 [027]0,2|024] 0,24 -1,20 58,48
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Anexo 31. Gréfica % Inhibicion VS Log(Concentracion) de hojas de Sauco

50.0

40.0
35.0
30.0
250

% Inhibicion

20.0
-1.0 -0.8 -0.6

Elaborado por: (Los autores, 2024)

45.0 y = 20.034x3 +2.6286x> +9.1809x + 37.8

64 A"
R2=0.9977

04 02 00 02
Log(Concentracién(mg/mL))

0.4

0.6

0.8
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Anexo 32. Gréfica % Inhibicion VS Log(Concentracion) de tallos de Sauco

51.0

31.0

% Inhibicién
N
=
o

-
=
o

=
o

-1.0 -0.8 -0.6

Elaborado por: (Los autores, 2024)

R? =0.9956

04 -02 00 02
Log(Concentracién(mg/mL))

41.0 y = 27.326x3 + 25.853%2 + 22.354x + 20.484

0.4

0.6

0.8
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Anexo 33. Gréfica % Inhibicion VS Log(Concentracion) de planta completa de
lechango

80.0

70.0 y =20.919x3 + 19.098x2 + 33.517x + 39.858
60.0 R? =10.9926

50.0

40.0

30.0

20.0

10.0
-1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Log(Concentracion(mg/mL))

% Inhibicién

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 34. Gréfica % Inhibicion VS Log(Concentracion) de acido ascérbico

70.0

60.0 y = 15.004x3 + 104.7x2 + 254,11x + 238.98

R? =0.9964

50.0 /‘U/.

400 /

20.0 o

10.0
-30 -28 -26 -24 -22 -20 -18 -16 -14 -12 -10

Log(Concentracién(mg/mL))

% Inhibicién

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 35. Resultados de la actividad antioxidante de los extractos y del acido ascorbico

en microplacas

Hojas de Sauco

Tallos de Sauco

Planta completa de
Lechango

Acido Ascérbico

se puede evidenciar los cambios de color de morado a naranja o amarillo, a medida que aumentan las concentraciones.
Elaborado por: (Los autores, 2024)

Nota: En el anexo se observan los resultados, por triplicado, de los extractos de hojas, tallos y lechango, y del acido ascorbico,
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Anexo 36. Resultados de antibiogramas de bacterias Gram positivas

Bacterias Gram Positivas

Staphylococcus aureus

Repeticion 1

Repeticion 2

Streptococcus agalactiae

Repeticion 2

Repeticion 1

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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Anexo 37. Resultados de antibiogramas de bacterias Gram negativas

Bacterias Gram Negativas

Escherichia coli

Repeticion 2

Pseudomonas aeruginosa

Repeticion 2

Elaborado por: (Los autores, 2024)
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