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RESUMEN

Se obtuvieron los extractos hexanoico, diclorometanoico y metandlico, de las partes aéreas de
Brownea grandiceps Jacq, familia Fabaceae, el estudio de la composicién quimica cualitativa, de
los mismos, mostraron en los extractos hexanoico y diclorometanoico de las hojas, la presencia de
esteroles y en el metandlico alcaloides, esteroles, polifenoles, taninos y flavonoides. En el extracto
hexanoico de los tallos se evidenci¢ la presencia de terpenos; en el diclometanoico esteroles; y en
el metandlico alcaloides, polifenoles, taninos y flavonoides. Por otro lado, los extractos
metanolicos de hojas y tallos de esta especie, presentaron un contenido de compuestos fendlico de
0,888 y 0,0886 ug AG/mg de extracto, respectivamente. En cuanto al % de inhibicion del radical
DPPH, los extractos metandlicos de hojas y tallos tuvieron 88,9 y 89,2 y el extracto hexanoico
20,1 %, comparado con el acido ascorbico, utilizado como control positivo, que tuvo un 95,6 %.
Mientras que el 1Cso (mg/mL), para los extractos metandlicos de hojas y tallos fue 0,10 y 0,14
respectivamente y para el extracto hexanoico de las hojas 1,46. Ademas, los extractos metanolicos
de las hojas y tallos de B. grandiceps no mostraron actividad sobre las larvas de Riphicephalus
microplus.

Palabras claves: Brownea grandiceps Jacq, Fabaceae, porcentaje de inhibicion, Riphicephalus
microplus.
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Introduccion

En todas las culturas el uso de plantas por sus propiedades medicinales es de gran
importancia, en las poblaciones rurales e indigenas es el principal recurso y es usada por la mayor
parte de la poblacion (Hernandez, 2015). La medicina herbaria se utiliza desde tiempos remotos
para curar o aliviar las enfermedades, dando lugar a los fitofarmacos, y es apreciada por su costo
bajo y por los reducidos indices de toxicidad, en comparacion con los productos de sintesis

(Gallego, 2016).

Las plantas medicinales forman parte del recurso valioso en los sistemas de salud de los
paises en desarrollo, la Organizacion Mundial de la Salud, ha estimado que mas del 80 % de la
poblacién mundial utiliza la medicina tradicional y que gran parte de los tratamientos tradicionales
involucran el uso de extractos de plantas o sus principios activos (Giraldo, Baquero, Bermudez y

Oliveira, 2009).

Existen diversas formas de preparar remedios caseros a bases de plantas, entre las cuales
tenemos decocciones, infusiones, inhalaciones y ungientos. Ademas, las plantas presentan
compuestos que puede ser 0 no benéficos para los humanos dependiendo como se prepare, que

parte se utilice pudiendo causar dafio o0 no en el metabolismo del ser humano (Hernandez, 2015).

En este sentido, se conoce diversidades de plantas que son utilizadas dentro de la medicina
tradicional, entre estas, las plantas pertenecientes a la familia Fabaceae, la cual tiene distribucion
cosmopolita, comprende 600 géneros, con 12000 a 17000 especies, ademas cuenta con especies
que han sido reportadas con propiedades medicinales como son las pertenecientes al género

Brownea (Bosisio, 2007).



Brownea grandiceps Jacq es una de las especies con mayor importancia dentro su género,
ya que sus extractos pueden usarse para tratar diversos problemas medicos, cabe destacar que esta
especie es usada para el tratamiento de hemorragias en la mujer durante la menstruacion. Ademas,
los estudios fitoquimicos de los extractos de Brownea grandiceps Jacq, han demostrado la
presencia de metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides, cumarinas, saponinas y

fenoles (Pereira y Brazon 2015).

El objetivo de este trabajo es confirmar la relacion que existe entre la composicion quimica

y la actividad bioldgica de los extractos de las hojas y tallos de Brownea grandiceps Jacq.

El trabajo se dividié en cinco capitulos, distribuidos de la siguiente forma. En el capitulo I,
se abarca la problematica, justificacion, objetivos y la denominacion de las variables del estudio.
En el capitulo Il, se abordan los antecedentes que acompafian el estudio y los fundamentos
necesarios para la realizacién y comprension de las variables, se establece la hipétesis y la
conceptualizacién de las variables. En el capitulo 11, se describe el disefio, metodologia, técnicas
necesarias para la investigacion, ademas se define la poblacion y la muestra. En el capitulo IV, se
presentan los resultados obtenidos durante la investigacion, datos estadisticos, graficas y se discute

sobre el significado de cada resultado y en el capitulo V, las conclusiones y recomendaciones.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema.
Las plantas medicinales han formado parte importante de la historia y cultura, su uso y
aplicaciones constituye un conocimiento que se transmite de generacion en generacion, a pesar de

tener avances en la medicina moderna (Pérez, 2008).

Asi mismo algunas especies de plantas son empleadas en medicina tradicional, con fines
ornamentales y otras industrialmente ya que de ellas se extraen ceras, alcoholes, insecticidas,

mucilagos, acidos organicos, taninos, tintes y perfumes (Leython y Ruiz, 2006).

El género Brownea grandiceps Jacq, es considerado en la medicina tradicional como
hemostéatico de gran potencia, por ello su gran importancia en la contribucion a la salud (Echeverry,
2003). También, se han realizado varias investigaciones sobre la especie Brownea grandiceps y se
ha determinado la presencia de metabolitos secundarios de gran interés (Mostafa, Musa,

Abdelgawad y Ragab, 2019).

También, a la corteza, tallos, hojas y flores de esta especie, se le han reportado propiedades
como antiséptico genitourinario para enfermedades como: cancer, diarrea, esterilidad femenina,

hemorragias y prostatitis (Albornoz, 2001).

En este sentido, el estudio de metabolitos secundarios que son de origen vegetal, tiene gran
significacion, la cual incluyen diferentes tipos de compuestos de importancia econdémica, dentro

de los cuales estdn los antibidticos, pigmentos, toxinas, feromonas, inhibidores enzimaéticos,



agentes antitumorales, esto significa que estos compuestos han ayudado a cambiar la expectativa

de vida (Martinez y Moreno, 2007).

Por otra parte, es necesario destacar la infestacion por garrapatas de la especie
Riphicephalus microplus, la cual constituye uno de los principales problemas de la ganaderia
bovina de los paises del tropico, siendo el agente causal de enfermedades y ocasionando dafios
directos e indirectos de graves perjuicios a los bovinos (Rachinsky, Guerrero y Scoles, 2007). El
control de las garrapatas en bovinos, a nivel mundial se ha venido realizando desde el siglo X1X
con el uso de agentes quimicos (farmacos alopaticos), pero dado al manejo irresponsable de dichos
productos, estos organismos han sufrido un proceso de seleccion, generado resistencia a estos

productos (Rajput, Hu, Chen, Arijo y Xiao, 2006).

La FAO (2004), recomienda desarrollar estrategias de control de parasitos (garrapatas) en
los sistemas de produccion animal sustentables desde la perspectiva ambiental y efectivas desde
la visién de la salud animal; es asi que el uso de extractos de plantas medicinales para este fin, con
bases en los reportes etnofarmacologicos, es una practica cientifica ampliamente distribuida, que
ha demostrado buenos resultados en el manejo integrado de plagas (Ribeiro, Avanani, Goncalves,
Toigo y Von Poser, 2008). Por esta razon, nos planteamos investigar la actividad de los extractos

de las hojas y tallos de B. grandiceps, en larvas de Riphicephalus microplus.

A pesar del uso tradicional que se le ha dado a Brownea grandiceps, son pocos los estudios

que se han realizado sobre esta planta por ello, se planted la siguiente interrogante:

¢Cual es la relacién entre la composicion quimica y la actividad biolégica de los extractos

de las partes aéreas de Brownea grandiceps?



Justificacion de la investigacion.

Las plantas tienen una gran cantidad de compuestos con actividad en diferentes sistemas
bioldgicos, se ha comprobado que las plantas medicinales se encuentran disponibles en el ambiente
en que viven los seres humanos y de forma abundante, por lo que existen tantas diferencias de
medicina tradicional como culturas y diversas recetas para curar diferentes enfermedades

(Hernandez, 2015).

En esta investigacion se considerd que la especie Brownea grandiceps Jacq., ha sido de gran
importancia en la medicina tradicional por presentar propiedades curativas y por esta razon resulta
interesante estudiar esta planta y asi, encontrar nuevos componentes que puedan ser
farmacoldgicamente Utiles para la industria y medicina moderna, los cuales podrian ayudar a

mejorar la calidad de vida de las poblaciones justificando asi el avance de esta investigacion.

También es importante mencionar, que el control de garrapatas en Venezuela, por lo
general, ha sido orientado a la utilizacion de compuestos quimicos (garrapaticidas), aplicados
mediante aspersion, inmersion y aplicacion tdpica sobre el dorso del animal. La aplicacion
parenteral de productos ectoparasiticida (Ivermectinas), son tratamientos de control utilizados de
forma indiscriminada, tanto en el modo de aplicacién como en la concentracion o dosis utilizadas,
lo que ha traido como consecuencia el desarrollo de cepas de garrapatas resistentes a estos

productos diferentes regiones del pais (Santos, Perdomo, Garcia y Torres 2010).

A pesar de estos importantes hallazgos, existe la necesidad de implementar dentro del
manejo integral de parasitos de los sistemas de produccion bovino, alternativas terapéuticas
sostenibles desde la perspectiva ambiental y eficaces en los procesos de control de este

ectoparasito; es asi, que el uso de plantas medicinales con actividad acaricida, es una de las



actividades que brinda una salida a la situacion. Es por ello que la investigacion plantea también,
investigar la factibilidad del empleo de B. grandiceps Jacq, como antiparasito para el control de

garrapatas Riphicephalus microplus.

Objetivos de la investigacion.

Obijetivo general.
Confirmar la relacion que existe entre la composicién quimica y la actividad biologica de

los extractos de las partes aéreas de Brownea grandiceps Jacq.

Obijetivos especificos.

» Determinar cualitativamente los componentes quimicos presentes en los extractos
hexanoicos, diclorometanoicos y metandlicos, de las hojas y tallos de B. grandiceps Jacq,
a través de tamizaje fitoquimico.

» Comprobar la actividad antioxidante por el método DPPH, de los extractos hexanoicos,
diclorometanoicos y metanolicos, de las hojas y tallos de B. grandiceps.

» Cuantificar la cantidad de polifenoles presentes en los extractos metanolicos de hojas y
tallos de B. grandiceps.

» Evaluar la actividad garrapaticida de los extractos metandlicos, de las hojas y tallos de B.

grandiceps.

Alcances y limitaciones de la investigacion.
El alcance de esta investigacién se relaciona con la profundidad sobre el hecho en estudio
y establece la vision que posee el investigador para lograr los objetivos (Hernandez, Fernandez y

Batista, 2010). Esta investigacion pretende estudiar la relacion que existe entre la composicion



quimica y la actividad bioldgica de los extractos de las partes aéreas de Brownea grandiceps ya

que, diversos autores han reportado compuestos activos beneficiosos para la salud del ser humano.

Entre las limitaciones que se puede presentar durante la realizacion de esta investigacion
podemos mencionar en primer lugar el alto costo de los reactivos, fallas constantes de la

electricidad y dafios de equipos necesarios para alcanzar los objetivos de esta investigacion.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

Trabajos previos.

Mostafa y col., (2019), estudiaron la citotoxicidad de cinco metabolitos secundarios
presentes en el extracto metandlico de las hojas de Brownea grandiceps Jacq, recolectadas en
Egipto (Continente Africano). De igual manera, determinaron la actividad inhibitoria de estos
metabolitos sobre la proteinquinasa y realizaron un estudio de acoplamiento molecular de los
mismos. Para la identificacion de los metabolitos secundarios utilizaron Espectroscopia UV,
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Espectrometria de Masas (EM), mientras que, para la
determinacion de citotoxicidad, emplearon las lineas celulares MCF-7 y HepG2, mediante el
método de ensayo de proliferacion celular (MTT) y para determinar el acoplamiento molecular de
los compuestos el programa Molecular Operating Enviroment (MOE). En su estudio, confirmaron
la presencia de los siguientes compuestos: Catequina (1), quercitrina (quercetina-3-O-a-L-
ramnopiranosido) (2), trans-taxifolin-3-O-a-L-ramnopiranosido (3), acido 13R-hidroxi-9Z,11-E-
octadecadienoico (4) y acido 13-R-hidroxi-9Z, 11E,15Z-octadecatrienoico (5) (Figura 3). En
cuanto, a la actividad citotoxica determinaron que la quercitina mostré alta actividad frente a las
lineas celulares MCF-7 y actividad moderada frente a las lineas celulares HepG2, igualmente este

compuesto mostrd alta actividad inhibitoria frente a la proteinquinasa.

Pereira, Brazdn, Rincon y Vonasek (2017), realizaron un estudio con el objetivo de aislar
a partir del extracto acuoso de las flores de Brownea grandiceps Jacq, el tanino condensado
Browplasminina, caracterizarlo y confirmar su actividad fibrinolitica. El extracto se obtuvo

mediante una decoccidn del material vegetal de Brownea grandiceps Jacqg, el cual fue fraccionado



por filtracion en gel y fase reversa empleando HPLC y caracterizaron este compuesto activo
utilizando MALDI-TOF MS. Los parametros cinéticos de la actividad antiplasmina se evaluaron
con un ensayo amidolitico utilizando un sustrato cromégeno. Por otro lado, la actividad
fibrinolitica frente a la plasmina y el factor X activado se evaluo por el método de placa de fibrina.
Los autores confirmaron la presencia del tanino Browplasmina y la capacidad de dicho tanino de
inhibir la actividad de la plasmina, asi como también mostré un efecto menor sobre el factor X

activado.

Pereira y Brazon (2015), realizaron un estudio sobre los extractos acuosos de Brownea
grandiceps. El objetivo de esta investigacion fue evaluar in vitro los efectos del extracto acuoso
en flores de Brownea grandiceps en el sistema de coagulacion y fibrindlisis, los resultados de este
comprobaron la existencia de metabolitos secundarios como: Taninos, saponinas, glucésidos,
alcaloides, flavonoides y cumarinas. Ademas, el extracto acuoso de Brownea grandiceps a bajas
concentraciones redujo el PT (tiempo de protombina), mientras que las concentraciones mas altas
prolongaron el PT. Sin embargo, las concentraciones del extracto entre 1250 y 25000 pg/mL
prolongaron el PTT (tiempo de tromboplastina parcial). Estas altas concentraciones se debieron a
la presencia del inhibidor factor Xa (FXa) encontrados en el extracto, asimismo los resultados
presentaron componentes fibrinoliticos, fibronectinasa y anti factor Xa, ademas de compuestos
antiplasmina que podrian estar actuando como antifibrinoliticos, retrasando asi la degradacion de
fibrina en los procesos fisiopatoldgicos, como se ha observado en mujeres que presentan
menorragia debido a una alta concentracion de plasmina, finalmente este compuesto antiplasmina
junto con componentes procoagulantes también presentes en el extracto acuoso de Brownea

grandiceps, podria hacerse responsable de reducir el sangrado menstrual en las mujeres.



Mack-Wen, Rico, Alarcon y Pereafiez (2011) estudiaron la inhibicion in vitro del veneno
de Bothrops asper, por la accion de extractos etandlicos de Brownea ariza Brenth
(Caesalpiniaceae)”, y evaluaron la capacidad inhibitoria de los extractos etanolicos de hojas y
corteza de esta especie, sobre las actividades proteolitica, fosfolipasa A2 y coagulante del veneno
de la serpiente. Los resultados mostraron que los extractos de corteza inhiben la accion de
fosfolipasas A2 (93,2 £ 0,4 %), prolongan el tiempo de coagulacion (méas de 10 min) e inhiben la
actividad proteolitica, aunque ésta ultima con menores efectos que el extracto foliar (77 £ 0,6 y

93,8 £ 0,6 % respectivamente).

Lizcano, Bakkali, Ruiz-Larrea y Ruiz-Sanz (2010), determinaron la actividad antioxidante
contenido de polifenoles y flavonoides de 19 plantas amazénicas, entre ellas: Piper putumayoense,
Piper glandulosissimum, Piper krukoffii y Senna reticulata y Brownea rosademonte (corteza). Los
extractos los prepararon como infusiones, como se utilizan en la medicina tradicional. La cantidad
de fenoles totales lo determinaron por el método de Folin-Ciocalteau, el contenido de flavonoides
por el método colorimétrico de clorohidroaluminio y la actividad antioxidante por la prueba de
capacidad antioxidante equivalente Trolox (TEAC) y la capacidad de absorcién de radicales
oxigeno (ORAC). El contenido de fenoles fue expresado en término de acido galico equivalentes
por gramo de la parte fresca de la planta utilizada, Los extractos de la corteza de Brownea
rosademonte, mostrd un elevado contenido de fenoles totales con 17,18 + 0.24 mg AG/g de

extracto.

Gil, Gomez y Trejo (2008), evaluaron la citotoxicidad y actividad anticancerigena de dos
flavonoides aislados y purificados de Brownea ariza Brenth. En este estudio se identificaron dos
flavonoides no reportados antes en esta especie, que es el 5,7,3°,4’-tetrahidroxiflavona-3-O-

ramnosido (Quercitrina) y 3,5,7,3°,4’-tetrahidroxiflavona (Quercetina), los cuales poseen
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actividad anticancerigena frente al mieloma murino SP2/0-Agl4 y citotoxicidad frente a células

VERO (células de rifion de mono verde: Cercopithecus aethiops).

Antecedentes histdricos o epistemoldgicos.
Las plantas medicinales tienen su origen desde el inicio de la historia del ser humano, los
cuales entraron en contacto con la naturaleza y fueron desarrollando costumbres y experiencias

tras la ingestion accidental o voluntaria de algunas especies vegetales (Cruz, 2007).

La medicina herbaria se utiliza desde tiempos antiguos para curar o aliviar las dolencias. A
partir de aqui surgen los fitofarmacos y su empleo es valido para mejorar la salud humana, ya que
se adquiere a bajos costos y es ideal para aplicar en atencion primaria de salud. Existen hierbas
que contienen muchos compuestos quimicos que se dan por si solos en la naturaleza y que
presentan actividad biologica, en los ultimos 150 afios, los quimicos y farmacélogos se han
dedicado a aislar y purificar los compuestos activos de las plantas con la finalidad de producir

nuevos farmacos (Pascual, Pérez, Morales, Castellanos y Gonzéalez, 2014).

De hecho, los avances cientificos que revelaron la farmacologia, a mediados del siglo XIX,
corresponden a los avances tecnoldgicos que permitieron aislar los principios activos de las plantas
farmacoldgicamente mas activa, como belladona, opio, quina entre otras. Sin embargo, el
desarrollo de la farmacologia en el siglo XX, relego el uso de las plantas medicinales (Alonso,

2002).

En el siglo XVII marcé el apogeo de las plantas medicinales y aromaticas, que hasta
entonces se emplearon de manera limitada, como medicina su nimero habia aumentado y a finales

del siglo XV11l, su valor principal era el curativo (Fretes ,2010).
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En la actualidad las personas han tenido experiencia con las recetas de sus antepasados para
dolores de cabeza, malestares, irregularidad menstrual, nauseas, hemorragias nasales, dolor de
hombros y otros sintomas. El uso de las plantas medicinales tanto para uso interno como externo,
a menudo puede lograr una rapida solucion del problema, en ese sentido el interés por la

investigacion y comercializacion de la flora medicinal (Magafia, Gama y Méndez, 2010).

Familia Fabaceae o Leguminosae.

A lo largo del tiempo las plantas leguminosas se han incluido en la familia Fabaceae. Al
principio se conocieron como Leguminosae, nombre tan introducido y extendido que aun hoy se
usa como nombre conservado. Ademas, es necesario disponer de un nombre para la familia
derivado del nombre de un género afadiendo la desinenciaceae, por lo que también recibe el

nombre de Fabaceae (Llamas y Acedo, 2016).

La familia Fabaceae o Leguminosae, es de distribucién mundial, se caracterizan por ser
arboles, hierbas tropicales, plantas trepadoras y arbustos (Mabberley, 2008). Las leguminosas
representan la segunda familia mas importante de las plantas cultivadas después de las familias
gramineas o Poaceae que incluye los cereales. Ademas, esta familia posee una caracteristica que
es albergar en sus raices bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico, y como consecuencia las

leguminosas no necesitan fertilizantes para alcanzar un desarrollo normal (Llamas y Acedo, 2016).

Los estudios de filogenia molecular de las leguminosas han aclarado notablemente las
controversias existentes. Esta aceptado actualmente que todas las leguminosas pertenecen a un
gran grupo taxonomico, una unica familia con al menos dos subgrupos o linajes que se distinguen
bien tanto molecular como morfologicamente: las Papilonoideae (Fabaceae, en el sentido estricto
para algunas clasificaciones precedentes) y las Mimosideae. Ademas de estos dos grupos, se

acomodan entre ellas, el resto de las leguminosas que forman una mezcolanza de gran variacion
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morfolégica y molecular y que suele tratarse como la tercera subfamilia. Este grupo se ha

reconocido como Cesalpinoideae (Llamas y Acedo, 2016).

Es decir, la familia Fabaceae o Leguminosae, se divide en tres grandes familias:
Caesalpinioidea, Mimosoideae, Papilionoideae. La Caesapinioideae, se caracterizan por ser
arboles, arbustos o hierbas, inermes o espinosas, hojas bipinnadas o pinnadas, poseen flores
zigomorfas con pétalo superior interno, semilla con o sin endosperma mucilaginoso y ovulo
anatropo. Mientras que, Mimosoideae son arbdreas, arbustivas o herbaceas, inermes o con espinas,
hojas paribipinnadas, con flores actinomorfas en cabezuelas o espigas, y especificamente
Papilionoideae presentan flores zigomorfas, corola de prefloracion imbricada, pétalo superior
generalmente amariposada, hojas pinnadas, digitadas o simples, 6vulos campilotropos y embrion

curvado (Bosisio, 2007).
En la Tabla 1 se muestra la taxonomia de la familia Fabaceae o Leguminosae. (Stafleu, 2008).

Tabla 1

Taxonomia de la familia Fabaceae o Leguminosae

Reino: Plantae

Division:  Macroliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia:  Caesalpinioidea, Mimosoideae, Papilionoideae

Caracteristicas botanicas de la familia Fabaceae o Leguminosae.

Esta familia tiene importancia econémica y cultural debido a su extraordinaria diversidad
y abundancia de representantes en diversas formaciones vegetales y por sus aplicaciones como
jardineria ornamental, forrajeras, alimento, obtencion de compuestos con interés medicinal, en

farmacia y extraccion de aceites y grasas (Watson y Dallwitz, 1992). Por otra parte, las
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leguminosas se consideran como una de las tres familias mas grande de angiospermas de las
familias compuestas y orquideas. Esta familia es considerada importante porque produce granos
comestibles como frijoles (Phaseolus sp), mani (Arachis hypogaea), lentejas (Lens culinaris),
alfalfa (Medicago sativa) y plantas ornamentales como pata de vaca (Bauhinia variegata)

(Lawrence, 1969).

La principal caracteristica de la familia Fabaceae o Leguminosae, radica en la posesion de un
fruto conocido como legumbre ademas de tener utilidad para el hombre y los animales, al tener

frutos y semillas comestibles (Llamas y Acedo, 2016).

Son plantas erguidas, epifitas o enredaderas. Las hierbas a su vez, pueden ser anuales,
bienales o perennes, sin agregaciones de hojas basales o terminales (Watson y Dallwitz, 2008).
También, presentan raices nodulares que contienen bacterias que fijan nitrégeno. Las hojas son
pinnadas, bipinnadas, unifoliadas, trifoliadas, simples y rara vez palmeada a veces con filodios.
Las flores usualmente son hermafrodita, actinomorfas, ovarios supero, inflorescencia en racimos,

espigas o cabezuelas (Mabberley, 2008).

Distribucion de la familia Fabaceae o Leguminosae.
Es una familia de distribucién cosmopolita, estd representada en los bosques tropicales

lluviosos, en los bosques secos, con casi 20000 especies y 750 géneros (Llamas y Acedo, 2016).

En Venezuela las Leguminosas tienen amplia distribucion geogréfica y altitudinal, entre
los tipos de habitas que sus especies crecen se encuentran aéreas perturbadas, lugares abiertos,

bosques semideciduos, bosques deciduos, bosques riberefios y sabanas (Avendafio, 2013).

La familia Fabaceae o Leguminosae, esta representada en la ciudad de Meérida por 25

géneros y 42 especies, siendo la subfamilia Mimosoideae la mejor representada con 9 géneros y
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17 especies, representando el 36 % y 40,5 % respectivamente del total, seguida por Faboideae con
8 géneros (32 %) y 13 especies (30,9 %) y la Caesalpinioideae con 8 géneros (32 %) y 12 especies
(28,6 %); de estas especies, 36 corresponden a especies nativas y 6 a exoticas (Cardenas y
Rodriguez, 2005; Aymard y col. 2004; Stergios, Klitgaard y Redden, 2004). Los géneros mejor
representados son Inga y Erythrina con 4 especies cada uno, las cuales se encuentran en parques,

plazas y jardines dado su gran valor ornamental.

Por su parte, hay otras especies como Brownea coccinea, Brownea macrophylla,
Hymenaea courbaril, Lonchocarpus sp., Ormocia macrocalyx y Ormocia tovarensis que sélo estan
representadas por uno o dos individuos que se encuentran de forma muy aisladas en la ciudad.

(Rodriguez y Gamez, 2010)

Usos de la familia Fabaceae o Legunomiceae.

Se conocen por ser comestibles tanto por animales y humanos, desde el punto de vista de
la alimentacién humana, lo méas importante son las semillas tomada directamente como alimento
o utilizadas como oleoginosa (Llamas y Acedo 2016). Son numerosas las especies que se usan en
medicina popular o que se cultivan con fines decorativos, otras con usos industriales ya que de
ellas se extraen ceras, alcoholes, insecticidas, mucilagos, acidos organicos, taninos, tintes,
perfumes y muchas sirven para proteger el suelo, producir abono organico y fijar nitrogeno por
medio de las bacterias presentes en los nédulos que se forman en sus raices (Forero y Romero

2005).

Composicion quimica de la familia Fabaceae o Legunomiceae.
Las legumbres contienen una serie de compuestos que tienen beneficios potenciales para
la salud, asi como algunos que pueden reducir la biodisponibilidad o ser toxicos. Estos compuestos

incluyen saponinas, acido fitico (6), esteroles vegetales, compuestos fendlicos, compuestos que
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generan cianuro, inhibidores de enzimas y lectinas, sin embargo, estos compuestos tdxicos se

eliminan o se inactivan con la coccion (Araneda, 2018).

En la Figura 1, se puede observar la estructura del acido fitico (6) reportado en la familia

Fabaceae 0 Legunomiceae.

Acido fitico (6)

Figura 1. Estructura del &cido fitico (6)
reportado en la familia Fabaceae o
Leguminosae.

Género Brownea.

El género Brownea fue descrito por el austriaco Nicolas Jacquin, en su obra collectanea
publicada en 1789, en honor al botanico irlandés Patric Browne. Son arboles de 3 a 20 metros de
altura con tronco delgado y ramificado, presenta hojas compuestas, ademas presentan
inflorescencias en cabezuelas, terminales y/o axiales, flores hermafroditas que pueden ser blancas,

rojas, amarillas o anaranjadas, con 10 a 13 estambres, fruto tipo legumbre de 20 a 25 cm de largo

(Oliva, 1969).

Este género esta representado en la de flora de Venezuela por unas 12 especies, que son:
Brownea ariza, Brownea aroensis, Brownea birschellii, Brownea coccinea, subespecies capitella,
Brownea gladysrojassiae, Brownea leucantha, Brownea longipedicellata, Brownea macrophylla,
Brownea similis, Brownea speciosa, Brownea tillettiana, Brownea grandiceps, las cuales estan

distribuidas en los bosques humedos y calidos del pais (Hokche-Berry y Huber, 2008).
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Clasificacion taxonémica del género Brownea

En la Tabla 2, se muestra la taxonomia del género Brownea.

Tabla 2

Taxonomia del género Brownea. (Stafleu, 2008)
Reino: Plantae

Division: Macroliophyta
Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Caesalpinioidae
Tribu: Detarieae

Genero: Brownea Jacqg.

Composicion quimica reportada en el género Brownea y sus usos farmacologicos.

El género Brownea se caracteriza por presentar metabolitos como flavonoides de tipo
flavonoles como la quercetina aislado de B. ariza la cual posee actividad anticancerigena y
citotoxicidad frente a células VERO (Mack-Wen y col.). De igual forma se ha aislado en varias
especies como de B. coccinea, taninos, saponinas, gomas, y azucares reductores la cual es usada
para el tratamiento de trastornos ginecoldgicos como menorragia y también estd asociada a

propiedades analgesicas (Sarwar, Binte, Malik, y Kumar 2015).

Segun Hoyos (1992) desde el punto de vista medicinal las partes aéreas de Brownea se
utilizan como hemostéatico (antihemorragico). Entre los estudios realizados sobre este género en la
Amazonia Brasilefia se reporta que las indigenas lo utilizaban como un método anticonceptivo y
también para tratar flujos menstruales y dolores post parto. Se considera que las especies con
mayores cualidades medicinales son Brownea ariza, Brownea latifolia, Brownea macrophylla, y

Brownea grandiceps.
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Especie Brownea grandiceps
Esta especie fue descrita por Nicolas Jacquin y fue colectada por el botanico aleman
Bredemeyer en la quebrada de cotiza en el valle de Caracas en 1803, como planta ornamental.

Aunque el arbusto es nativo de Venezuela no se le reconoce con frecuencia (Oliva, 1969).

Se encuentra en su forma natural en regiones altas de montafas, quebradas y en los
alrededores de la cordillera de la costa y valles centrales (Oliva, 1969). Es una especie ampliamente
distribuida en Venezuela en bosques humedos ubicados desde 100 a 1400 m.s.n.m., en estados
como Amazonas, Aragua, Lara, Carabobo, Zulia, Yaracuy, Delta Amacuro y en el Distrito Capital,

en lugares abiertos (Hockche y col., 2008).

Debido a sus flores vistosas, en Venezuela se conoce cominmente como: Rosa de montafia,
rosa de monte, palo de cruz, el nombre rosa de cruz es mas empleado en el estado Anzoategui y
palo de cruz en el sur este del pais. Por otro lado, en Costa Rica se conoce como flor de Jesucristo;
en Panama como ariz4, cuchillito y unmancri; en Colombia como ariza, arizal, clavellin, flor de la
cruz, palo de rosa; en Ecuador recibe el nombre de bimiti, topong, rosa de montafia y en Brasil es
Ilamada rosa de montafa, sol de Bolivia (Record y Hess, 1972). También, en algunos paises es
conocida con el nombre de flor de Venezuela debido a la descripcion cientifica del botanico aleméan

Bredemeyer (Hoyos, 1992).

Clasificacidon taxondmica de la especie Brownea grandiceps Jacq.

En la Tabla 3 se muestra la taxonomia de la especie Brownea grandiceps Jacq.
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Tabla 3.
Taxonomia de la especie Brownea grandiceps Jacq (Stafleu, 2008)

Reino: Plantae

Division: Macroliophyta

Clase: Equisetopsida

Subclase Magnoliidae

Superorden Rosanae

Orden: Fabales

Familia Fabaceae

Género: Brownea Jacq

Especie: Brownea grandiceps Jacq

Caracteristicas botanicas de Brownea grandiceps Jacq.

Son arboles de entre 3 a 20 metros de altura, de corteza morena y escamosa, las hojas son
imparipinnadas con cinco a quince pares de hojuelas ovales (Albornoz, 2001). Presenta flores de
color escarlata dispuestas en cabezuelas de diez a quince centimetros de didmetro que nacen
pegadas al tronco del arbol. El sistema radical es profundo, se distingue facilmente porque al hacer
un corte transversal en el lefio aparece una cruz de donde viene la mayor parte de sus nombres

vulgares o porque sus flores brotan como grandes rosas (Mahecha y Echeverri, 1983).

En la Figura 2, Se muestra el arbol y la flor de Brownea grandiceps Jacg. (Foto tomada en el

Jardin Botanico de Meérida, estado Mérida,).
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Figura 2. Arbol y la flor de Brownea grandiceps Jacq.

Este &rbol se caracteriza por poseer hojas que tienen como funcion proteger la delicada flor
de los fuertes rayos solares, ademas sus flores producen mucha miel por lo que es codiciada por
hormigas, abejas y pajaros (Oliva, 1969). Igualmente, B. grandiceps es de crecimiento lento, se
propaga facilmente por semillas, es poco resistente a la sequia, se recomienda sembrarlo en zonas

resguardadas del viento, requiere de lugares sombreados y terrenos fértiles (Hoyos, 1992).

Compuestos quimicos reportados en Brownea grandiceps Jacq.
En la Tabla 4, se muestran los compuestos quimicos reportados segun la literatura en
diferentes extractos de Brownea grandiceps Jacq (Mostafa y col., 2019; Pereira y col., 2017,

Pereira y Brazon, 2015).

Tabla 4
Compuestos quimicos reportados en Brownea grandiceps Jacq.
Extracto Compuestos quimicos
Extracto metandlico Flavonoides como la catequina y

Quercetrina.

Extracto acuoso Taninos, saponinas, glucésidos,
alcaloides, cumarinas, polifenoles y
carbohidratos.
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En la Figura 3, se pueden observar las estructuras quimicas de algunos compuestos
reportados en B. grandiceps Jacq. Entre ellos catequina (1), quercetrina (quercetina-3-O-a-L-
ramnopiranosido) (2), trans-taxifolin-3-O-a-L-ramnopiranosido (3), acido 13R-hidroxi-9Z,11-E-
octadecadienoico (4) y acido 13-R-hidroxi-9Z, 11E,15Z-octadecatrienoico (5) (Mostafa y col.,

2019).
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N AN

Acido 13R-hidroxi -9Z,-11E,-15Z- octadecatrienoico (5)

Figura 3. Estructura de algunos compuestos reportados en B. grandiceps Jacq.

21



Actividad farmacoldgica reportada de Brownea grandiceps Jacq.

Brownea grandiceps Jacq, ha sido usada en muchos paises por presentar citotoxicidad
frente a lineas celulares de cancer de mama y de cancer hepatocelular (Mostafa y col., 2019).
También posee actividad importante en el sistema de coagulacién y fibrin6lisis por lo que es usada
para detener hemorragias (Pereira y col., 2017). B. grandiceps Jacq, se considera en la medicina
tradicional como un hemostatico de gran potencia, las flores en infusion o en decoccion se utilizan
para prevenir el aborto, los pétalos secos sobre las heridas se usan para detener hemorragias, las
hojas, tallos y flores en infusién o maceracién, regulan el exceso del flujo menstrual e igualmente
alivian los dolores después del parto. Ademas, el cocimiento de la corteza se emplea para curar la

ictericia y también se usa como laxante (Echeverry y Villegas 2003).

Segun Hoyos (1992), las hojas, corteza y el lefio de la especie Brownea grandiceps, tiene
propiedades hemostaticas en heridas recientes. También, la decoccion de flores, corteza tiene

propiedades astringentes usadas para la diarrea y disenteria.
Bases teoricas

Productos naturales

Son metabolitos secundarios o0 metabolitos especiales de fuentes de origen vegetal, animal,
fangico, marino y bacteriano. Estos compuestos organicos provienen del metabolismo secundario
que se producen en un organismo vivo como respuesta ante las condiciones externas ya sea estrés
hidrico, térmico, de superpoblacién, siendo en general sefiales quimicas frente a plagas, patdgenos

y simbiosis con otros organismos (Pomilio, 2012).

Estos son justamente compuestos de interés porque poseen en su estructura quimica

algunas subestructuras que son bioactivas en organismos animales, incluidos el hombre. La
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mayoria de los compuestos organicos presentan peso molecular bajo o intermedio y estan
representados por terpenoides y sus glucoésidos, alcaloides, agliconas naturales, las de mayor peso

molecular (PM) son glicopéptidos, péptidos y proteinas (Pomilio, 2012).

Metabolitos secundarios presentes en las plantas

Las plantas son organismos autotrofos, ademas del metabolismo primario presentes en
todos los seres vivos, tienen un metabolismo secundario que les permite producir y acumular
compuestos de naturaleza quimica, presentan propiedades bioldgicas y se caracterizan por sus
diferentes usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes

(Sierra, 2018).

La sintesis de metabolismos secundario depende de la etapa de desarrollo de la planta y sus
niveles constitutivos solo se incrementa como parte de la respuesta al estrés abiotico o biotico.
Este aumento es importante para la supervivencia de las plantas ya que su sintesis se deriva del
metabolismo primario porque algunos compuestos son toxicos para la misma planta (Sierra, 2018).

Dentro de la clasificacion de los metabolitos secundarios tenemos:

Triterpenos

Los triterpenos han sido identificados como uno de los principales componentes de las
plantas medicinales utilizadas de forma tradicional, y han mostrado efectos analgésicos,
antitumorales, antiinflamatorio, antioxidantes, ademas que representan un amplio grupo de
metabolitos secundarios en numerosas especies distribuidas ampliamente en el reino vegetal

(Fernandez, 2014).

Estos son compuestos naturales de 30 &tomos de carbono que se sintetizan a partir de 6
unidades de isopreno, dichas estructuras se pueden encontrar en un estado libre o en forma de

glicésidos, los cuales presentan una gran diversidad estructural. Hasta ahora se conocen 100
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diferentes tipos de esqueletos en la naturaleza (Flores, 2013). Ejemplos de estos derivados son: El

estigmasterol (7) y sistosterol (8) (Figura 4) (Avalos y Pérez, 2009).

Stosteral (%)

Figura 4. Estructuras quimicas de algunos triterpenos (Pérez y Avalos, 2009).

Compuestos Fendlicos

Son compuestos que tienen uno 0 mas grupos hidroxilo unidos a un anillo aromatico, miles
de compuestos fenolicos se encuentran en las plantas y se clasifican en diferentes tipos de grupos
funcionales juegan un papel importante en el metabolismo de las plantas, en el crecimiento,
reproduccion y en la proteccion contra patdgenos externos. Ellos son responsables del color y las
caracteristicas sensoriales de las plantas (Pefiarrieta, Tejeda, Mollinedo, Vila y Bravo, 2014).
Ejemplos de estos derivados son el catecol (9), piragol (10) y acido cafeico (11) (Figura 5)

(Domingo y Lopez, 2003).

OF OH
OH HO OH
Catecol (%) Pirogal ol (10)
@]
HOWOH
HO
Acido cafeico (11

Figura 5. Estructuras quimicas de algunos compuestos fenélicos.
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Quinonas

Son compuestos presentes en la naturaleza, se forman de la oxidacion de compuestos
aromaticos para dar la correspondiente dicetona, estos compuestos han sido utilizados en la
medicina tradicional como antibacterianos, antifdngicos, antimalaricos, y anticancerigenos,
también poseen propiedades de Oxido reduccion y acido base. Se clasifican en benzoquinonas
(monaciclicas), naftoquinona (biciclica), y antraquinona (triciclicas). (Leyva, Lopez, Escobedo y
Navarro, 2017). En la Figura 6, se muestran las estructuras de algunas quinonas como la p-

Benzoquinona (12), p-Naftoquinona (13) y o-Benzoquinona (14) (Miskovsky, 2002).

sJee

p-Benzoquinona (12) p-Naftoquinona (13)

o-Benzoquinona (14)

Figura 6. Estructuras de algunas quinonas.

Cumarinas

Son compuestos derivados de la benzopironas, son de origen natural y sintético, tienen
propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antiespasmodicas, antivirales, antioxidantes,
antihelminticas, existen derivados triciclicos de las cumarinas que se comportan como
intercalantes del ADN, y por tanto tienen interés antitumoral. La warfarina (15) y carbocromeno
pertenece a este grupo tienen actividad cardioprotectora debido a su accién vasodilatadora (Serra,

2010).
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En la Figura 7, se muestran las estructuras de algunas cumarinas como la warfarina (15),

escopoletina (16) y umbeliferona (17) (Domingo y L6épez 2003).

0.__0
0 AN
=
OH CHs HO o 0

0 Escopoletina (16)

L
HO O

(0]

Warfarina (15)

Umbeliferona (17)

Figura 7. Estructura de algunas cumarinas

Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos, mas o menos complejos de origen vegetal, tiene
sabor astringete conocidos y empleados por su propiedad de ser capaces de convertir la piel en
cuero. Esto se debe a su capacidad para unirse a macromoléculas como hidratos de carbono y

proteinas. Se pueden clasificar en dos grupos en hidrolizables y condensados (Carretero, 2000).

En la Figura 8, se muestra la estructura del tanino corilagina (18) (Cruz, Dominguez,

Dominguez y Parajo, 2001).
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Corilagina (18)

Figura 8. Estructura del tanino Corilagina (18).
Flavonoides
Los flavonoides sin ser metabolitos primarios, se encuentra casi en cualquier vegetal, hay
mas de 8000 compuestos conocidos de plantas vasculares. Las funciones de estos flavonoides se
consideran antioxidantes y secuestradores de radicales libres, agentes antimicrobianos,
antinutricionales, fotoreceptores, protectores de la luz UV, agentes quelantes de metales, entre
otros. La estructura de los flavonoides es un anillo A derivado de la cadena del policétido, y

también posee un anillo B derivado del acido shikimico (Marcano y Hasegawa 2001).

En la Figura 9, se muestran las estructuras de algunos flavonoides como la flavona (19) y la

apigenina (20) (Fukai y col., 2001).

Flavona (19) Apigenina (20)

Figura 9. Estructura de algunos flavonoides.
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Lignina

Es un polimero tridimensional complejo cuyas subunidades aromaticas son sintetizadas a
través de los fenilpropanoides, ademas de ser un componente fundamental ya que refuerza y
proporciona rigidez a los tejidos vegetales (Lagunes y Zabaleta, 2016). La lignina tambien se
considera un mecanismo de defensa importante, su biosintesis y deposicién en paredes celulares
se incrementa cuando las plantas son sometidas a estrés de tipo bidtico o abidtico (Lagunes y
Zabaleta 2016). En la Figura 10, se muestran las estructuras de algunos molignoles como alcohol

p- cumarilico (21), alcohol coniferilico (22) y alcohol sinapilico (23) (Avalos y Pérez 2009).

CH,OH CH,0H
2 I
OCHs
OH OH
Alcohol p -cumarilice (21) Alcohol coniferilico (22)
OCHs
HsC
/ COH
OH
Alcohol sinapilice (23)

Figura 10. Estructuras de algunas ligninas

Gluacidos
Los glucidos son polihidroxialdehidos o polihidroxiacetonas, sustancias de reserva y
material estructural de los tejidos vegetales. Las plantas con glicidos tienen una accién emoliente,

vulneraria y hemostatica, encontramos en este grupo el malvavisco, borraja, llantén, cebada, maiz,

28



soya, rosa, polipodio, lino, y zabila (Albornoz, 2001). Un ejemplo de los compuestos glucidos es

la Arbutina (24), la observamos en la Figura 11 (Avalos y Pérez 2009).

OH

OH

HO o
o)
HO

OH

Arbutina (24)

Figura 11. Estructura quimica de la arbutina (24).

Alcaloides

Es un compuesto organico de origen natural (generalmente vegetal) nitrogenado
intraciclico, derivados de amino&cidos de caracter mas o menos basico, tiene distribucion
restringida con propiedades farmacoldgicas importantes a dosis baja y que responden a reacciones
comunes de precipitacion (Arango, 2008).En su estado natural los alcaloides son esencialmente
sustancias presentes en todos los érganos de la planta pueden encontrarse en hojas (cocaina,
nicotina), en flores (escopolamina, atropina), en corteza (quinina, tubocurarina) en raiz (emetina y
cefalina) y especificamente los alcaloides se encuentran principalmente en las angioespermas que

son plantas que tienen sus semillas recubiertas por un epicardio (Arango, 2008).
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Un ejemplo de un compuesto alcaloide lo podemos observar en la Figura 12, donde se

muestra la estructura de Papaverina (25) (Martinez, Valencia, Jiménez y Galeano, 2008).

Papaverina (25)

Figura 12. Estructura quimica de la Papaverina (25)

Extracto Vegetal

Los extractos vegetales son una mezcla de compuestos quimicos, obtenidos por procesos
quimicos, fisicos 0 microbioldgicos a partir de una fuente natural y utilizable en cualquier campo
de la tecnologia (Caldas, 2012). También los extractos vegetales han sido reconocidos como
agentes antimicrobianos desde la antigiedad y en la actualidad han atraido el interés ya que
presentan una importante produccion de metabolitos secundarios. Asimismo, los extractos de
plantas son de gran importancia porque presentan propiedades farmacoldgicas, incluyendo
propiedades antinflamatorias, antitumorales y la habilidad de promover la cicatrizacion de heridas

(Garcia, 2006).

Obtenciodn de los Extractos Vegetales
Los extractos, son obtenidos a partir de especimenes seleccionados, mediante técnicas
especializadas de extraccién y concentracion quimica, utilizando diversos solventes y siendo

posteriormente analizados por técnicas cromatografias (Bruneton, 2001).
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Maceracion

Es un método de extraccion sélido-liquido donde el material vegetal que se pretende extraer
contiene compuestos solubles en el liquido de extraccion a utilizar. Para realizar el proceso se corta
o muele el material vegetal, fresco o seco, se coloca en recipientes adecuados, se coloca el
disolvente seleccionado por polaridad: hexano, cloroformo y finalmente etanol o metanol en
reposo con un equipo en agitacion continua a temperatura ambiente durante un intervalo de dias

que puede ser de 3 a 5 (Rivas, Oranday y Verde, 2016).
Percolacion

Consiste en colocar el material fragmentado en un recipiente conico o cilindrico haciendo
pasar un disolvente apropiado a través del mismo. El tamafio de la particular no debe ser menor a
3 mm para permitir que el disolvente fluya sin embargo el material debe estar debidamente
compactado para que el disolvente eluya con cierta lentitud dando tiempo al mismo de tomar

contacto con los componentes que se desean extraer (Lamarque y col., 2008).
Decoccion

La planta es cubierta con el disolvente (agua), y se lleva a ebullicion por 15 a 30 minutos

posteriormente se enfria y se filtra (Valcarcel y Gomez, 1988).

Infusion
El disolvente se hierve y posteriormente se introduce la planta a extraer, dejandose enfriar
la mezcla hasta temperatura ambiente. El extracto recibe el nombre de infusion o té (Valcarcel y

Gdmez, 1988).
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Digestion

Es una maceracion realizada a una temperatura suave que oscila alrededor de los 50 o 60
°C. Al aumentar mediante la temperatura se consigue un mayor rendimiento de la extraccion,
puesto que disminuye la viscosidad del solvente lo que hace que éste pueda ingresar mas

rapidamente al interior de las células y asi extraer los principios activos (Carrion y Garcia, 2010).

Estudio Fitoquimico

Las plantas poseen una gran cantidad de metabolitos primarios y secundarios que le
permiten crecer, multiplicarse defenderse y sobrevivir. Por otra parte, dada la riqueza quimica de
las plantas fueron consideradas la fuente natural de numerosos medicamentos y por ellos fueron

usados en la medicina tradicional (Sampietro, Isla, Quiroja, y Vattvone, 1997).

Sampietro y col., (1997) refieren que el estudio fitoquimico de las plantas permite conocer
los principios activos y evaluar la complejidad de biosintesis y degradacion, asi como los

mecanismos de regulacion.

Por otro lado, el analisis fitoquimico de las plantas permite identificar la presencia de

algunos nuacleos secundarios, a través de las siguientes pruebas:

Ensayo de Lierbermann—Burchard

Es la prueba méas usada para la identificacion de terpenos y esteroles con un doble enlace.
Esta prueba especifica para esteroles con instauracion en sus anillos causa un cambio de color
debido a la deshidratacién que se da para la formacién de dienos y se da una coloracién rosa,

violeta, azul y verde (Montealegre, 2011).
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Ensayo de Dragendorff
En esta prueba se observa un precipitado de color naranja, esto se debe a que, la reaccion
de este reactivo, produce sales de alcaloides que se precipitan y colorean (Flores, Prieto, Martinez

y Ruiz 2008).

Ensayo de Wagner y Mayer
También permiten identificar alcaloides, si se observa turbidez o precipitados (rojo naranja,
blanco a crema y marrdn) se considera que la muestra contiene alcaloides (Bermejo, Pereira, Cintra

y Morales 2014).

Ensayo de Cloruro férrico
Permite reconocer la presencia de compuestos fenolicos. Si el extracto de la planta se

obtiene con etanol, el ensayo determinara fenoles (Bermejo y col., 2014).

Ensayo de Shinoda
Esta prueba identifica la presencia de flavonoides en un extracto vegetal produce

coloraciones rojizas indicando que las prueba es positiva (Bermejo y col., 2014).

Ensayo de la espuma
El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de méas de 2 mm
de espesor o altura y persiste por mas de 2 minutos, la cual determina la presencia de saponinas

(Bermejo y col., 2014).

Ensayo de la gelatina
Los taninos tienen la propiedad de unirse a las proteinas y precipitarlas. Por esta razon, la

prueba mas empleada para la deteccion de este grupo de metabolitos secundarios emplea el
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reactivo de gelatina-sal el cual produce un precipitado blanco, indicando la presencia de taninos

(Carvajal, Hata, Sierra, Martinez y Rueda, 2009).

Determinacion de polifenoles de los extractos metandlicos de hojas y tallos de Brownea
grandiceps Jacq.

Los compuestos fenolicos, constituyen uno de los mas numerosos y representativos grupos
de metabolitos secundarios de las plantas. Actualmente existe gran interés en estos compuestos
debido a la gran variedad de actividades biologicas que presentan, considerandose uno de los
compuestos fitoquimicos alimentarios mas importante por su contribucion al mantenimiento de la

salud humana ( Jurado y col., 2016).

La actividad bioldgica de los polifenoles, esta relacionada con su caracter antioxidante, el
cual es debido a su habilidad para quelar metales, inhibir la actividad de la enzima lipooxigenasa

y actuar como atrapadores de radicales libres (Garcia, Fernandez y Fuentes 2015).

Existen numerosos estudios que proporcionan datos que apoyan la correlacién negativa
entre la ingestion de compuestos fendlicos y el riesgo de padecer ciertas enfermedades, incluyendo
las enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedad de Alzheimer, cataratas. Ademas de estos
efectos beneficiosos para la salud, también se ha estudiado su efecto antiinflamatorio y su efecto

preventivo en el tratamiento de asma (Garcia y col., 2015).

Sin embargo, la cantidad de compuestos polifendlicos y tipos presentes en un alimento
varia en funcién de la especie vegetal, y parte del vegetal considerada (fruto, semillas, brotes,
hojas) horas de exposicion solar, grado de madurez, condiciones de cultivo y condiciones de

almacenamiento (Garcia, y col., 2015).
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En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una estructura
molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos. Estos compuestos son
denominados polifenoles, se originan principalmente en las plantas que lo sintetizan en gran
cantidad, como producto de su metabolismo secundario algunos son indispensables para las

funciones fisioldgicas vegetales (Quifionez, Miguel y Aleixandre, 2012).

Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en funcion del nimero de
anillos fenolicos que poseen y de los elementos estructurales que presentan estos anillos. Los
principales grupos de estos compuestos son: Acidos fendlicos (derivados del A&cido
hidroxibenzoico o del acido hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos vy

flavonoides (Quifionez y col., 2012).

La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo secundario de las plantas
tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias. La ruta del acido shikimico y la ruta de los
poliacetatos, la ruta del acido shikimico, proporciona la sintesis de los aminoacidos aromaticos
(fenilalanina o tirosina) y la sintesis de los acidos cinamicos y sus derivados (fenoles sencillos,
acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano) y finalmente la ruta de los

poliacetatos proporciona las quinonas y las xantonas (Quifionez y col., 2012).
Método Folin—Ciocalteu para la determinacion de polifenoles

El ensayo de Folin Ciocalteu, se usa como medida del contenido en compuestos fenolicos
totales en productos vegetales. Se fundamenta en que los compuestos fendlicos reaccionan con el
reactivo, a pH béasico dando lugar a una coloracién azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 765nm. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato sédico y
molibdato sddico en &cido fosférico y reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la
muestra. Igualmente, el &cido fosfomolibdotingstico (formado por dos sales en el medio acido),
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de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da una coloracion azul intenso cuya

intensidad es la que medimos para evaluar el contenido en polifenoles (Garcia y col., 2015).

El mecanismo de accion es una reaccion redox, por lo que ademas puede considerarse
también, como un método de medida de la actividad antioxidante total. La oxidacion de los
polifenoles presentes en la muestra, causa la aparicion de una coloracion azulada que presenta un
maximo de absorcion a 765 nm y que se cuantifica por espectrofotometria en base a una recta
patrén de &cido galico. Es un método preciso y sensible, que puede padecer numerosas variaciones,
fundamentalmente en lo relativo a los volumenes utilizados de la muestra a analizar, concentracion
de reactivos y tiempo de reaccién. En la Figura 13, se muestra la reaccion Folin Ciocalteu (Garcia

y col., 2015).

Reactivo de Folin (W5,

W) color amarillo

Reactivo de Folin (W,
Mo"") color azul
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Figura 13. Reaccion quimica Folin Ciocalteu
Actividad Antioxidante
Los antioxidantes son grupos de moléculas reconocidas por su capacidad de neutralizar los
efectos negativos de los radicales libres y el estrés oxidativo. Pueden ser productos muy diferentes
entre si, en cuanto a origen, estructura quimica y modo de accion, pero tienen en comdn la

capacidad de inhibir o frenar los mecanismos implicados en la oxidacion (Peird, 2015).
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Asi mismo, los antioxidantes de origen vegetal son un conjunto fitoquimico tales como las
antocianinas, carotenoides, flavonoides y vitaminas los cuales debido a sus propiedades redox
pueden actuar como donadores de hidrogenos y de esta manera prevenir o retrasar el desarrollo de

enfermedades degenerativas (Figueroa y Mollinedo, 2017).

La actividad antioxidante en productos de origen vegetal, se debe principalmente a la
presencia de antioxidantes naturales. Entre las sustancias antioxidantes se encuentra el acido
lipoico, bilirrubina, bioflavonoides, vitamina E, vitamina C, vitamina A, carotenoides, compuestos

fenolicos y flavonoides (Figueroa y Mollinedo, 2017).

Muchos autores han descrito los efectos beneficiosos de los antioxidantes contenidos en
gran diversidad de plantas y productos naturales en enfermedades neurodegenerativas como el

Alzheimer o el Parkinson y también se ha estudiado su uso como paliativo del cancer (Peir6, 2015).

Los antioxidantes se dividen en dos categorias principalmente que son: sintéticos y
naturales, en general los antioxidantes sintéticos son compuestos de estructuras fenélicas, mientras
que los antioxidantes naturales pueden ser: compuestos fenolicos (tocoferoles, flavonoides y
acidos fendlicos), compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y

aminas) o carotenoides como el acido ascérbico (Muller, 2015).

Los tipos de antioxidantes antes mencionados se pueden encontrar tanto en alimentos
procesados como alimentos naturales: avena, soya, té, granos de café, especias, arroz, aceites
vegetales, papas, frutas, productos microbianos. Los antioxidantes contenidos en frutas y vegetales

son efectivos en la prevencion de enfermedades relacionada con el estrés oxidativo (Muller, 2015).

Existen muchos métodos para medir la capacidad de antioxidante de una sustancia, por

ejemplo, el método de ORAC (capacidad de absorcion de radicales de oxigeno), TEAC (capacidad
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antioxidante como equivalentes Trolox), el DPPH (2,2 —difenil -1- picrilhidrazilo) y ABST (2,2’-
azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6- sulfonato de amonio) con persulfato de potasio, son metodos

simples y de rapido anélisis (Cofré, 2015).

Método del radical cationico ABTS

Se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTSe debido a la
interaccion con donantes de hidrogeno o de electrones, el radical cationico ABTSe, es un
cromoforo que absorbe a una longitud de onda de 734 nm y se genera por una reaccion de
oxidacion del ABST (2,2’-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6- sulfonato de amonio) con persulfato

de potasio, las mediciones se realizan a una longitud de onda de 734nm (Meza y col.,2015).

Método ORAC (Capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno)

El método consiste en evaluar la degradacion oxidativa de una molécula fluorescente
(fluoresceina), en presencia de un iniciador de radicales libres, como los azocompuestos (AAPH).
El AAPH (Dihidroclorato de «,a’-Azodiisobutiramidina), se utiliza como radial iniciador, que por
descomposicion térmica origina radiales peroxilo que causan dafio a las moléculas fluorescentes.
En este método, los radicales peroxilo oxidan a la fluoresceina de forma que esta pierde su

fluorescencia en presencia de un antioxidante, los ROO-, captan preferiblemente un dtomo de

hidrogeno de este, de forma que se disminuye dicha pérdida de fluorescencia. EI método ORAC,
mide por tanto el retraso, en presencia de compuestos antioxidantes, de la disminucion de la

fluorescencia debida a la accion de radicales peroxilo (Lépez, 2015).

Método DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo)

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante ya sea in vitro o in vivo,
unas de las estrategias méas aplicadas en las medidas in vitro consiste en determinar la actividad
del antioxidante de un compuesto, mezcla o alimento frente a sustancias cromogenas de naturaleza
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radical. La actividad antioxidante de un compuesto puede evaluarse in vitro por medio de
experimentos sencillos que examinan la habilidad y a la vez evaltan el posible efecto prooxidante

sobre diferentes moléculas (Barron y col.,2011).

También se utiliza para determinar la capacidad antioxidante de alimentos y plantas
medicinales, pero aquella que ha recibido una preferencial atencion es la que técnica que utiliza el
radical libre 2,2—difenil-1-picrilhidracilo. Este radical es susceptible de reaccionar con compuestos
a través de un proceso caracterizado por la cesion de un &tomo de hidrogeno proporcionado por el

agente oxidante (Guija, Inocente, Ponce y Zarzosa, 2015).
Esta reaccion se representa de la siguiente manera:
[DPPHe] + [AOH] ——— [DPPH-H] + [AO¢]

El fundamento del método DPPH, consiste en que, este reactivo es un radical libre, de color
violeta intenso, que al ser expuesto a compuestos antioxidantes capaces de donar atomos de
hidrogeno, provocan la reduccion del DPPH, con la respectiva perdida del color violeta, quedando

un color amarillo palido (Guzman, 2009).

En la Figura 14, se muestra la reaccion quimica entre el 2,2 — difenil-1- picrilhidrazilo

(DPPH) y una molécula antioxidante.
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Figura 14. Reaccidn quimica entre el radical DPPH y una especie antioxidante.

Actividad garrapaticida
Garrapatas

Las garrapatas son artropodos aracnidos de extensa distribucion en el mundo, tienen
importancia por su impacto en la salud humana y animal ademas constituyen un factor limitante
en el desarrollo de la ganaderia, especialmente en paises calidos tropicales y subtropicales. De esta
manera la adaptacion evolutiva de las garrapatas a la hemat6fagia, es la principal causante de
grandes pérdidas econdémicas, sin embargo, el mayor impacto de las infestaciones por garrapatas

sobre los animales y humanos es a través de los patdégenos que transmiten (Mayahua, 2015).

Las garrapatas ocasionan graves lesiones a los bovinos tales como disminucién en la
produccidn de carne, en la produccion de leche, dafio a la piel y transmisién de enfermedades. De
alli su gran importancia en identificarlas y conocer sus distribuciones en las aéreas de produccion
bovina ya que no todas las especies de garrapatas transmiten las mismas enfermedades ni el

tratamiento para su control es el mismo (Hernandez, 1999).

Especies de garrapata comunes en Venezuela
Venezuela es un pais tropical, apto para el desarrollo de actividades ganaderas cuenta con

extensas aéreas de clima tropical favorables para el desarrollo de numerosos ectoparésitos. La
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incidencia de garrapatas en Venezuela esta altamente influenciada por las condiciones climaticas,
durante la época de lluvias (mayo a octubre) las poblaciones disminuyen notablemente, en tanto
que, en la época de verano, de (noviembre a abril), se incrementan considerablemente. La especie
mas prevalente es R. microplus, con un 85 %, seguida de Amblyomma cajennense con un 12 %.
Esta situacion cambia de una finca a otra en funcion del régimen de aplicacion de acaricidas

(Coronado, 1996).

Las especies de garrapatas que han sido citadas en el ganado bovino en Venezuela son las
siguientes: Rhipicephalus microplus, Amblyomma cajennense, Amblyomma maculatum vy
Anocentor nitens (Hernandez, 1999). Rhipicephalus microplus (anteriormente conocida como
Boophilus microplus), la garrapata tropical del bovino, la cual fue reportada por primera vez en
Venezuelaen 1919. Este ixddido, es responsable por la transmision de enfermedades hemotrdpicas
del bovino, tales como la babesiosis conocida también como fiebre del ganado y la anaplasmosis

(Coronado, 1996).

Segun, EI Centro de Seguridad Alimentaria y Salud Publica (2007) (The Center for Food
Security and Public Health), la especie Rhipicephalus microplus, es un miembro de la familia
Ixodidae (garrapatas duras). Anteriormente se conocia a esta garrapata como Boophilus microplus,
pero recientemente Boophilus se ha convertido en un subgénero del género Rhipicephalus. Las
garrapatas duras poseen un escudo dorsal (scutum) y su aparato bucal (capitulum) sobresale
cuando se observa desde arriba, posee un capitulum con base hexagonal. La placa espiracular tiene
forma redonda u ovalada y los pedipalpos son pequefios, comprimidos y acanalados dorsalmente
y lateralmente. Los machos tienen placas adanales y accesorias. El surco anal esta ausente o poco

definido en las hembras, y levemente visible en los machos.
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Politicas oficiales de control de garrapatas en Venezuela.
La legislacion oficial venezolana en materia de control de garrapatas fue aprobada en
1950, cuando el gobierno nacional a través del decreto numero 80, sefiald la necesidad de iniciar
una campafa sistematica de control que ampliase la zona libre de garrapatas y lograse la
erradicacion de estos ectoparasitos. Sin embargo, el control de garrapatas en Venezuela esta basado
exclusivamente en el uso de acaricidas, debiendo resaltar el hecho de que el mismo no responde a

ninguna politica oficial de control (campafia u otros) (Coronado,1996).

Debido a la falta de una politica de control por parte del estado, la aplicacion de estos
acaricidas lo realizan los propios ganaderos, muchas veces desconociendo las caracteristicas
propias tanto de la especie de garrapatas a tratar como de los acaricidas empleados. Como ejemplo
podemos citar que la bioecologia de B. microplus, es desconocida por la gran mayoria de los
ganaderos y, por lo tanto, el control de este ixddido se realiza a través de la aplicacion de acaricidas
cada 21 dias, de acuerdo al ciclo de esta garrapata. Este hecho ha significado un incremento en la
presion quimica sobre B. microplus, ocasionando cepas resistentes y aumentando los costos de

produccién (Coronado ,1996).

Acaricidas usados en el campo.

Existen en el mercado venezolano alrededor de 40 productos quimicos con actividad
acaricida. Los grupos mas comunes son: drganofosforados, diamidinas y piretroides sintéticos. En
el mercado se comercializa la doramectina, del grupo de las avermectinas, que posee actividad
acaricida y wuna alta eficacia contra B. microplus. Ademas, también son utilizados
organoclorinados, fosforados y creosota. La principal razon de esta practica es que estos productos
son mas baratos que los acaricidas, sin que se tomen las debidas precauciones en cuanto a toxicidad

y forma de aplicacion de estos compuestos quimicos. (Coronado ,1996).

42



Resistencia a acaricidas

Los agentes acaricidas presentaron una evolucion, tanto en el principio activo como en la
via de aplicacion. Al comienzo, se realizaban exclusivamente por inmersion, actuando los
principios activos por contacto directo y las formulaciones presentadas eran a base de
organofosforados luego, por su menor toxicidad y mayor eficacia, aparecen alternativas de
tratamiento con piretroides sintéticos y diformamidinas. En la actualidad, el control se realiza con
agentes de administracion parenteral o derrame dorsal (fipronilo, fluazuron, lactonas

macrociclicas) (Araque, Ujueta, Bonilla, Gomez y Rivera, 2014).

Es asi, como la resistencia de diferentes especies de garrapatas a los productos
garrapaticidas existe en la mayor parte de las regiones del mundo, donde se ha realizado control
quimico y es consecuencia de su uso inadecuado. El futuro de nuevos antiparasitarios, no solo se
encuentra comprometida por el progresivo aumento de los casos de resistencia y los crecientes
costos de investigacion y de desarrollo, sino también por cierta falta de conocimiento y de

competencia para el descubrimiento de nuevas moléculas (Araque y col., 2014).

La resistencia se define como la capacidad adquirida por individuos de una poblacion
parasita que les permite sobrevivir a dosis de quimicos que generalmente son letales para una
poblacién normal. La resistencia cruzada (RC) es el mecanismo que utilizan especies de insectos
resistentes para sobrevivir a la exposicion de insecticidas relacionados quimicamente, usando un
patrén de detoxificacion genérico. La resistencia multiple (RM) es la utilizacion de varios
mecanismos hacia la accion de varias clases de insecticidas no relacionados quimicamente

(Alonso, Rodriguez, Fragoso y Rosario, 2006).
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El primer reporte acerca de resistencia a garrapaticidas 6rganofosforados en Venezuela se
realizd en 1970, en Boophilus microplus, posteriormente, otra cepa resistente a 6rganofosforado
fue aislada de la region Central del pais. Coronado (1996), cita un estudio donde se realiz6 la
determinacion de la sensibilidad en garrapatas provenientes de ocho estados de Venezuela,
habiendo encontrado poblaciones de B. microplus resistentes a 6rganofosforados, coumafos y
clorfenvinfos, y piretroides sintéticos como la cipermetrina. Algunas de esas poblaciones fueron
tratadas con acaricidas a dosis diez veces mayor que la recomendada por los fabricantes,
obteniéndose porcentajes de control bajos (menores de 50%). En teoria el primer sintoma clasico
de resistencia a acaricidas es la presencia de ninfas ingurgitadas después de un tratamiento
acaricida. En todo caso, la conducta a seguir por el ganadero puede ser: aumentar la dosis del
acaricida en los tratamientos subsiguientes; cambiar de acaricida (por lo general cambian de
nombres comerciales y con frecuencia el “producto nuevo” es la misma molécula del anterior) o

procurar asistencia técnica (Coronado ,1996).

Segun Coronado (1996), para el manejo de la resistencia a acaricidas, en afios recientes se
ha incremento considerable el uso de diamidinas en fincas con antecedentes de fallas terapéuticas,
en especifico el amitraz. No obstante, se espera que con el pasar del tiempo cepas resistentes a

amitraz comiencen a aparecer en Venezuela, como ha ocurrido en otros paises.

Diagnostico de la resistencia a acaricidas

De acuerdo a lo referido por Benavides, Romero y Rodriguez (2014), existen dos métodos
de aplicacion para confirmar la presencia de resistencia a acaricidas: La primera es la utilizacion
de pruebas de laboratorio (conocidas como pruebas in-vitro) y, la segunda, es la prueba bioldgica

sobre animales experimentales (bovinos), la que se conoce como prueba in-vivo.
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Pruebas in-vitro

Las pruebas in-vitro a su vez se dividen en dos grupos: las que utilizan larvas y las que se
realizan con garrapatas repletas (adultas). Cada una de ellas tiene sus ventajas y desventajas. En el
primer tipo se requieren mas de seis semanas para entregar los resultados, debido a que es necesario
recolectar en la finca garrapatas repletas, esperar cuatro semanas para que nazcan las larvas y luego
otras dos o tres hasta que tengan la edad adecuada para desarrollar la prueba. El uso de esta técnica
permite disponer de un ndmero amplio de individuos y evaluar cantidades importantes de
principios activos y concentraciones de producto. En ellas se mide la capacidad del producto para
matar (o inmovilizar) los individuos expuestos. Existen dos formas de exponer las larvas al
acaricida: sumergiéndolas en suspensiones del producto, a partir de concentrados emulsionables
disponibles en el mercado, por un determinado tiempo (técnica de emparedado o de Sha) o ponerlas
en contacto con sobres impregnados con €l. Esta Gltima ha sido adoptada por la FAO como prueba

estandar para el estudio de resistencia en todo el mundo (Benavidez y col., 2014).

Las técnicas que trabajan con garrapatas adultas se basan en la evaluacion de parametros
de fertilidad, es decir, miden la capacidad de un producto para inhibir la postura de huevos por
parte de la garrapata. Esta técnica es conocida como “prueba de inmersion de adultos” 0 técnica
de Drummond y trabaja con base en productos comerciales ofreciendo informacién rapida sobre
la situacion de resistencia en condiciones de campo (es factible obtener resultados a las dos
semanas). La desventaja de esta prueba es que requiere de un alto nimero de garrapatas adultas
(100-200) de buena calidad, las que en ocasiones son dificiles de recolectar en condiciones de

campo (Benavidez y col., 2014).
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Pruebas in-vivo

Se consideran la "prueba reina®, ya que permiten conocer el grado de resistencia que ocurre
realmente sobre los animales afectados, tratados adecuadamente con el producto que se evalla.
Consisten en infestar con garrapatas (de manera natural o artificial) a grupos de animales (10 - 15
cada uno), los que luego son tratados con el garrapaticida a evaluar, realizando posteriormente
evaluaciones cuantitativas. Estos métodos requieren de infraestructura y personal entrenado, lo

que las hace costosas y realizables solamente para fines de investigacion (Benavidez y col., 2014).

Métodos para determinar la actividad garrapaticida

Prueba de paquete de larvas (PPL)

Esta sustentada y desarrollada en una serie de ensayos con garrapatas B. microplus durante
muchos afios en el CSIRO, Australia y después descrita por Stone y Haydock (1962) y estandarizada
por FAO (1999), fue adoptada por la FAO (2004), como la principal prueba de diagnostico de
resistencia en garrapatas. Consiste en exponer larvas de garrapatas en una superficie de papel filtro
previamente impregnada con ixodicidas. La mortalidad larval se cuantifica 24 horas después

(Rodriguez, 2005).

Prueba de inmersion de larvas (PIL)

Este método (Shaw 1966) no ha sido ampliamente usado en el diagndstico de resistencia
ni promovido por la FAO (2004). Generalmente emite un diagndstico en aproximadamente seis
semanas, el mismo tiempo requerido para la prueba de paquete de larvas. Se han realizado estudios
comparativos donde se concluye que los resultados de la prueba de inmersion pueden ser

comparados con los resultados del paquete de larvas (Rodriguez, 2005).

46



Prueba de inmersion de adultas (PI1A)

Esta prueba fue descrita y desarrollada por Drummond y col (1967), para determinar la
eficacia de nuevos ixodicidas contra varias especies de garrapatas. Fue adaptada como prueba de
resistencia en varios laboratorios, pero nunca fue estandarizada. Los bioensayos estandarizados
para el diagnostico de resistencia de una muestra de garrapatas son valiosos, porque fenotipifican
la respuesta poblacional al ixodicida. Posiblemente su principal desventaja es que requieren de

gran numero de larvas y varias semanas para obtener resultados. (Rodriguez, 2005)

Rhipicephalus (Boophilus) microplus

En la Figura 15, se muestra la hembra adulta de garrapata Rhipicephalus microplus
(anteriormente conocida como Boophilus microplus). Considerada la garrapata mas importante del
ganado bovino a nivel mundial. Una alta carga de estas garrapatas en los animales puede disminuir
la produccién y dafiar los cueros. R. microplus también puede transmitir la babesiosis y la
anaplasmosis. Bajo condiciones experimentales, esta garrapata puede transmitir Babesia equi, que

causa la piroplasmosis equina (Roque, 2015).

Figura 15. Hembra adulta de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

En la Tabla 5 se muestra la taxonomia de la garrapata Rhipicephalus microplus.
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Tabla 5.
Taxonomia de Rhipicephalus microplus (Cordero del Campillo y col.,1999).

Reino Animal
Phylum Arthropoda
Subphylum Chelicera
Clase Aracnida
Subclase: Acari
Grupo Parasitiformes
Orden Acarina
Sub-orden: Ixodidea
Familia Ixodidae - Argasidae
Géneros Boophilus, Amblyomma

Dermacentor (Anocentor),
Riphicephalus

Ciclo bioldgico de Rhipicephalus microplus

R. microplus, es una garrapata de un sélo huésped, pasa todos sus estadios de vida en un
animal. Los huevos hacen eclosion en el medio ambiente y las larvas se arrastran por el pasto u
otras plantas para encontrar un huésped. También pueden ser transportadas por el viento. En el
verano, la garrapata R. microplus pueden sobrevivir durante un periodo de hasta 3 0 4 meses sin

alimentarse (The Center for Food Security and Public Health, 2007).

Sin embargo, a temperaturas mas frias pueden vivir sin alimento hasta seis meses. Las
garrapatas que no pueden encontrar un huésped finalmente mueren de inanicion. Las garrapatas
recién nacidas (larvas) se suelen encontrar adheridas a las zonas mas finas de la epidermis tales
como la cara interna de los muslos, los flancos y las patas traseras. También se las puede observar

en el abdomen y el pecho. Después de alimentarse las larvas sufren dos mudas y se convierten en
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ninfas y posteriormente en garrapatas adultas (The Center for Food Security and Public Health,

2007).

Cada estadio de desarrollo (larva, ninfa y adulta) se alimenta una sola vez, pero la
alimentacion dura varios dias. Las garrapatas macho adultas maduran sexualmente después de la
alimentacion y se aparean con hembras que estan alimentandose. Una garrapata hembra adulta que
se ha alimentado y apareado se separa de su huésped y deposita una gran cantidad de huevos en el
medio ambiente. Por lo general, colocan los huevos en grietas o detritus, o debajo de las piedras.
La garrapata hembra muere después de la oviposicion (The Center for Food Security and Public

Health, 2007).

Los hospedares de las garrapatas R. microplus
Suelen encontrarse en el hombre, caninos (depende de la presencia de bovinos), bovinos,
equino, caprino, porcino doméstico, ovinos, tapir, zorros del Lycalopex sp (Navarrete, Rodriguez,

Valle, Vargas y Romero, 2014).

Distribucion Geografica de R. microplus

La especie R. microplus se distribuye a nivel mundial en las regiones tropicales y
subtropicales. Esta garrapata es endémica en el subcontinente indio, gran parte de Asia tropical y
subtropical, el nordeste de Australia, Madagascar, el sudeste de Africa, el Caribe, México y varios
paises en América Central y del Sur. Ha sido erradicada de EE.UU., pero algunas veces se la puede
encontrar en Texas o California en la zona de cuarentena que sirve como area de amortiguamiento

en la frontera con México (The Center for Food Security and Public Health, 2007).
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Tabla 6.

Definicion operacional de las variables de la investigacion

Variable Tipo de variable Definicién conceptual c?sglrr:ccilcc)l)r?al Dimensiones Indicador

Composicién Independiente Estudios quimicos que Mediante  tamizaje Presencia de alcaloides, Aparicion de un precipitado

quimica permiten aislar e identificar fitoquimico flavonoides, taninos, o turbidez, espuma y
metabolitos secundarios por triterpenos o esteroles, cambio de coloracién o
diversos métodos  (Plaza, saponinas, quinonas, fluorescencia
2015). entre otros.

Contenido de Independiente Determinacion del contenido Mediante Presencia de compuestos Contenido de fenoles totales

polifenoles totales de fenoles a través del ensayo cuantificacion de fendlicos, como expresados en pg de acido
Folin Ciocalteu. Se basaen que fenoles totales polifenoles, taninos, galico/mg de extracto.

los compuestos fendlicos
reaccionan con el reactivo a pH
bésico, se observa cambio a
color azul y se determina
espectrofotométricamente  a

765 nm (Garcia y col., 2015).

flavonoides, entre otros.
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Continuacion de la Tabla 6.
Definicién operacional de las variables de la investigacion

. . . L Definicién . ] .
Variable Tipo de variable  Definicion conceptual ) Dimensiones Indicador
operacional
Actividad Dependiente La actividad antioxidante es la Método de DPPH Compuestos: Porcentaje de
antioxidante capacidad de una sustancia para fendlicos, inhibicion. (%l) del
inhibir la degradacion oxidativa, de flavonoides, radical libre.

tal manera que un antioxidante
actla, principalmente, gracias a su
capacidad para reaccionar con
radicales libres, como el DPPH
(Londofio, 2012).

taninos, entre otros

1C50

Actividad
garrapaticida

Dependiente

Es la capacidad que poseen ciertas
sustancias quimicas, organicas,
inorganicas 0  microbioldgicas,
liguidas o sdélidas de producen
efectos tdxicos sobre las garrapatas
(Bedmar, 2011).

A través de Prueba de

paquete de larvas
(PPL).

Se determina la capacidad
de ciertos compuestos
guimicos de ocasionar la
muerte de la garrapata,
como las  saponinas,
alcaloides, entre otros.

% de mortalidad
Dosis letal 50 (DLsg
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Hipotesis.

Brownea grandiceps Jacq, es una especie del género Brownea, a la cual se le han reportado
multiples usos farmacoldgicos, asociados a su composicidn quimica, por lo anteriormente expuesto
es posible que los extractos de hojas y tallos de Brownea grandiceps Jacq, recolectada en el estado

Mérida Venezuela, presenten actividad antioxidante y tengan utilidad como garrapaticidas.

Hipotesis Nula.

Brownea grandiceps Jacq, es una especie del género Brownea a la cual se le han reportado
multiples usos farmacoldgicos, asociados a su composicidn quimica, por lo anteriormente expuesto
es posible que los extractos de hojas y tallos de Brownea grandiceps Jacq, recolectada en el estado

Mérida Venezuela, no presenten actividad antioxidante y no tengan utilidad como garrapaticidas.
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CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO

Segun Arias (2006), la metodologia de un trabajo de grado incluye el tipo o tipos de
investigacion, asi como las técnicas y procedimientos que seran utilizados para llevar a cabo la

investigacion. A continuacion, se describe como se llevo a cabo esta investigacion:

Tipo de investigacion.

Esta investigacion es de tipo confirmatorio, segun Hurtado (2000) lo define como las
posibles relaciones entre eventos a partir del control de una serie de variables. En este trabajo se
estudio la composicion quimica de Brownea grandiceps y su actividad bioldgica con el fin de

comprobar la relacidn que existe entre ambas.

Disefio de investigacion.

El disefio de la investigacion se refiere al plan o estrategia concebida para dar respuesta a
las preguntas de investigacion. El disefio de esta investigacion es experimental, segn Arias (2006)
el disefio experimental consiste en someter a un objeto o grupo de individuos, a determinadas
condiciones, estimulos o tratamiento (variable independiente), para observar los efectos o

reacciones que se producen (variable independiente).

Esta investigacion se efectud con un disefio experimental, ya que la especie vegetal fue
sometida a determinados tratamientos, para observar los efectos y reacciones. El estudio se realiz6
en: Laboratorio de Productos Naturales del Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia
y Bioanalisis; En el departamento de Ciencias de Los Alimentos, de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis y en el Departamento de Farmacognosia y Medicamentos Organicos, de la Facultad de

Farmacia y Bioanalisis, de la Universidad de Los Andes, en un lapso de tiempo determinado.
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Poblacion y muestra.

Segun Arias (2006), se entiende por la poblacién el conjunto finito o infinito de elementos
con caracteristicas comunes, para los cuales seran extensivas las conclusiones de la investigacion,
ésta queda limitada por el problema y por los objetivos de estudio. La poblacion en la investigacion

estd conformada por la planta del género Brownea perteneciente a la familia Leguminosae.

Respecto a la muestra, Arias (2006) establece que es un subconjunto representativo y finito
que se extrae de la poblacidn. Es decir, representa una parte de la poblacion objeto de estudio y se
debe asegurar que sea lo suficientemente representativa para que permita hacer generalizaciones.
En esta investigacion, la muestra fue la planta de la especie Brownea grandiceps Jacq, que fue
recolectada en el jardin botanico de Mérida, estado Mérida (Venezuela), la muestra a su vez esta

constituida por tallos, hojas, frutos y flores.

Instrumento de recoleccion de datos.

Por otro lado, las técnicas de recoleccion de datos son definidas por Tamayo (1999), como
la expresion operativa del disefio de investigacion y que especifica concretamente como se hara la
investigacion. La recoleccion de datos se hizo con cuadernos de trabajos, para llevar los registros
de los resultados de cada prueba realizada, con el fin de elaborar tablas las cuales permitiran el

reporte en un orden ldgico y secuencial de los datos obtenidos en dicha investigacion.
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Procedimientos de la investigacion.

Recoleccion del material vegetal

Las partes aéreas de Brownea grandiceps Jacq se recolectaron en la Parroquia Milla, Sector
avenida Alberto Carnevali, Jardin Botanico de Mérida, Facultad de Ciencias Forestales,

Universidad de Los Andes, Municipio Libertador estado Mérida.

Se tomaron tallos con hojas, frutos y flores para su identificacion y elaboracion del vaucher.
La planta fue identificada por el profesor Ender Fernadndez encargado del Jardin Botanico de

Mérida, Mérida estado Mérida. En la Figura 16, se muestra el proceso de recoleccion del material

vegetal.

Figura 16. Recoleccién del material vegetal de Brownea grandiceps Jacq.

Luego se procedio a depositar un vaucher en el herbario MERF “Dr. Luis Teran” de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis, de fecha 26 de marzo de 2019, con namero 07 de la coleccion,

con una breve descripcion de la planta (Figura 17).
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Brownea grandiceps Jacg

largo y de aspecto coriaceo

Jardin Botéanico de Mérida

Altitud: m.s.n.m. aprox.

Fecha: Calectores: Nimero:
26-02-2019 Ender Fernandez, Duisy Gonzilez 07
& Marielba Moriiio
UNIVERSIDAD DE LOS ANDES DET.
FAZULTAD DE FARMACA
MERIDA- VENETUELA
NERBARIO
CAESALPINIACEAE

Arbol de 3 a 8. De alto. de tronco delgado y diversamente ramificado. hojas compuestas, y
péndulas en su estado juvenil, tienen aspecto de estar marchitas lnego van tomando una
coloracion verde oscuro. Inflorescencias grandes vistosas en forma de cabezuelas, nacen
directamente del tronco de las ramas gruesas. Frutos en legumbres de unos 25 cm. de

LOCALIDAD. Venezuela. Edo. Mérida. Municipio. Libertador. Nucleo La Hechicera.

Figura 17.Vaucher de Brownea grandiceps Jacq.

Preparacion de los extractos vegetales

Para esta investigacion se tomo aproximadamente 1 Kg del material vegetal, se procedio a
moler y secar en una estufa a 45 °C por 48 horas. Luego se tomd 200 g del material (seco y molido)
y se colocd en un erlenmeyer con aproximadamente 200 mL de hexano. La maceracion se realizo
tanto en hojas y tallos. Este proceso se repitid 3 veces, se filtrd y se evaporo el solvente, usando el
rotaevaporador IKA RV 10 digital a 45 °C, este procedimiento se realizé de la misma forma con

diclorometano y metanol, y cada uno de los extractos se almacenaron en frascos tapados, rotulados

y previamente tarados.
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En la Tabla 7, se muestra la cantidad en gramos (g), de cada uno de los extractos obtenidos

y el rendimiento en porcentaje (%):

Tabla 7
Rendimiento de los extractos obtenidos
Cantidad (g) Rendimiento (%)
Extractos Hojas Tallos Hojas Tallos
Hexanoico 1,96 1,78 0,98 0,89
Diclorometanoico 1,23 1,15 0,62 0,58
Metanolico 2,32 2,05 1,16 1,03

Tamizaje fitoquimico
La determinacion de la composicion quimica a través de tamizaje fitoquimico, se llevé a
cabo en el Laboratorio de Productos Naturales del Instituto de Investigaciones de la Facultad de

Farmacia y Bioanalisis. ULA, bajo la supervision de la profesora Marielba Morillo.

Para la determinacion de ciertos compuestos quimicos presentes en los extractos de Brownea

grandiceps Jacq se realizaron una serie de pruebas quimicas:

Terpenos y/o esteroides
Ensayo de Lieberman — Burchard
Tecnica:

Se disolvieron los tres extractos en 0,5 mL de diclorometano anhidro, se afiadié 0,5 mL de
anhidrido acético y se procedio a agregar cuidadosamente por las paredes del tubo una gota de
acido sulfurico concentrado. Se considero positiva la prueba cuando aparecio una coloracion

roja o verde.
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Alcaloides

Ensayo de Dragendorff, Wagner y Mayer
Teécnica:

Se peso6 aproximadamente 100 mg de cada uno los extractos metandlicos (tallos y hojas),
en tubos de ensayos Yy se le adiciond a cada tubo, 10 mL de HCI 10 %, se colocaron los tubos
en bafio de maria hasta ebullicion por 30 minutos. Luego se filtr6 cada tubo y el filtrado se
distribuyd en los 3 tubos de ensayo, ademas se le adicion0 a cada tubo gotas del reactivo
correspondiente (Dragendorff, Wagner y Mayer), la aparicion de turbidez o un precipitado,

indica la positividad de las pruebas.

Saponinas

Ensayo de la espuma
Técnica:

Se colocd en un tubo una pequefia cantidad de cada uno de los extractos y se le adiciono un 1
mL de agua, se agito vigorosamente durante un minuto. La prevalencia de espuma durante mas

de 5 minutos indico la positividad de la prueba.

Taninos

Prueba de la gelatina
Técnica:

Se disolvio el extracto metandlico (tallos y hojas) en agua, aparte se prepard una solucion al
10 % de gelatina y se puso en contacto con el extracto acuoso. La produccion de
desnaturalizacion de la proteina que se evidencio con la presencia de un precipitado o la ruptura

de la gelatina, indico la positividad de la prueba.
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Flavonoides

Ensayo de Shinoda
Teécnica:

Se coloco un 1 mL de solucién de cada extracto, en un tubo de ensayo, se le afiadio algunas
virutas de magnesio (Mg), se adiciond cuidadosamente por la pared del tubo unas gotas de acido

clorhidrico (HCI) concentrado. La aparicion de color naranja se consider6 una prueba positiva.

Polifenoles

Prueba con FeCls
Técnica:

A 1 mL de solucién alcoholica de los extractos diclorometanoico y metandlico (tallos y hojas),
en un tubo de ensayo, se le agreg6 una gota de solucién acuosa de cloruro férrico al 10 %. La

formacion de color azul o verde indico la presencia de fenoles.

Quinonas
Técnica: Adicionar 2 gotas de hidroxido de amonio concentrado al extracto metandlico (tallos
y hojas) disuelto en etanol en un tubo de ensayo. La prueba se considera positiva si se presenta

una coloracion roja que aparece en los dos primeros minutos.

Cumarinas
Técnica: Adicionar 2 gotas de hidroxido de amonio concentrado al extracto metandlico (tallos
y hojas) en tubo de ensayo. La prueba se considera positiva si se presenta una fluorescencia

azul- violeta bajo luz UV.
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Determinacion de fenoles totales por el método Folin- Ciocalteu

La determinacion de los polifenoles totales se llevd a cabo en el Departamento de
Farmacognosia y Medicamentos Organicos y el Instituto de Investigaciones de La Facultad de
Farmacia y Bioanalisis. Bajo la supervision de las Profesoras: Maria Eugenia Rondén y Marielba

Morillo.

Procedimiento:

Se inici6 preparando la solucién de acido galico en un matraz aforado, 50 mg de &cido
galico se disolvid en 100 mL de etanol (o acetona: agua 1:1 v/v), esta solucion debe conservarse

en refrigeracion.

Luego se prepar6 la solucion de carbonato de sodio 0.7 M y se disolvié en 74,19 g de
carbonato de sodio en 800 mL de agua desmineralizada y se lleva a ebullicion. Dejar enfriar

hasta alcanzar temperatura ambiente y completar hasta 1L de agua.

Se elabor6 una curva de calibracion preparando una solucién inicial del patron (acido
galico) a 50 mg/L, para tal fin, se diluyé 10 mL de la solucién madre de &cido galico hasta 100

mL con etanol (o acetona: agua 1:1 v/v) (Ainsworth y Gillespie, 2007).

En la Tabla 8 se muestran las diferentes concentraciones de acido galico, con la que se
construy6 la curva de calibracion, y las diferentes proporciones en mL de los diferentes

componentes de la reaccién de Folin-Ciocalteu.
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Tabla 8
Diferentes concentraciones de &cido galico, con la que se construyd
la curva de calibracion

Concentracion en mg/L

Componentes de la Reaccién 0 10 20 25 40 50
Solucioén de patrén acido galico 0 02 04 05 07 08
Etanol (acetona/agua 1:1) (mL) 1 08 06 05 02 0

N
N
N
N
N
N

Reactivo Folin Ciocalteu (mL)

o
[e0)
[e0)
e}
00
00

Reactivo carbonato-tartrato (mL)

Procedimiento:

Mezclar bien los tubos, utilizando un agitador vortex, colocarlos en la oscuridad, esperar
30 minutos para que se desarrolle el color azul y efectuar las lecturas en el espectrofotometro a

760 nm. Trazar la curva de calibracion concentracién/absorbancia (Ainsworth y Gillespie, 2007).

Anélisis de los extractos: tomar 1 mL de la muestra filtrada y afiadir 0,5 mL de Rx Folin
Ciocalteu y a los dos minutos 2 mL de solucion de carbonato de sodio, esperar 30 minutos para
que se desarrolle el color. Efectuar la lectura en el espectrofotometro a 760 nm y extrapolar los
valores de absorbancia en la curva de calibrado para obtener los valores de concentracion de

compuestos fendlicos en el extracto (Ainsworth y Gillespie, 2007).

Contenido de compuestos fendlicos

La determinacion de fenoles totales en el extracto metanolico de las partes aéreas de B.
grandiceps, es considerado un valor arbitrario, ya que se relaciona la absorbancia de la muestra
con la absorbancia del fenol estdndar, a través de sus respectivas curvas de calibracion, se

determina de acuerdo a la ecuacion obtenida a partir de la curva de calibracion del acido géalico (y
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= ax + b). Las cantidades reportadas, se expresaran como pg equivalentes de acido galico por mg

de extracto (Ainsworth y Gillespie, 2007).

Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH
La determinacion de actividad antioxidante de los extractos de las partes aéreas de Brownea
grandiceps Jacq, se realizé en el Departamento de Ciencias de los Alimentos de la Facultad de

Farmacia y Bioanalisis, bajo la supervision de la prof. Marielba Morillo y el Prof. Tomas Visbal.

Técnica

1. Serealizd un barrido inicial de los extractos de las partes aéreas de Brownea grandiceps
Jacq para determinar si tiene la actividad antioxidante. Para ello se tomaron 4 mg de cada
uno de los extractos en tubos eppendorf y se disolvieron en un 1 mL de metanol.

2. El ensayo se realizo por triplicado utilizando 3 tubos para cada uno de los extractos, los
cuales contenian 700 pL de DPPH y 300 pL del mismo, estos se dejaron en reposo
durante 30 minutos en la oscuridad.

3. Luego de los 30 minutos se procedié a medir la absorbancia en el espectrofotometro
Genesys 10 Bio Thermo Electron Corporation a una longitud de onda de 517 nm.

4. De los extractos que presentaron actividad antioxidante en el barrido inicial, es decir un
porcentaje de inhibicidn (% 1) mayor o igual a 50, se prepararon soluciones madre de
concentracion de 1 mg/mL y a partir de la misma se prepararon varias diluciones y se
procedid a determinar la actividad antioxidante (Tabla 9).

5. Se realiz6 una curva patron de acido ascorbico partiendo de una solucion madre con una

concentracion de 0,176 mg/mL.
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En la Tabla 9, se muestran las diluciones para preparar una solucién madre de concentracién 1

mg/mL. En la misma se muestra las cantidades en pL de la solucion madre y metanol.

Tabla 9
Diluciones empleadas para preparar la solucion madre a una concentracion 1 mg/mL.
500 ug/mL 250 pg/mL 150 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

Solucién madre (Img/mL) 500 uL 250 pL 150 pL 100 pL 50 pL 25 uL
Metanol 500 pL 750 pL 850 pL 900 pL 950 uL 975 uL

Las diluciones para realizar la curva del acido ascorbico se muestran en la Tabla 10. Donde se
pueden observar las diferentes proporciones en uL de solucién madre y metanol.
Tabla 10

Diluciones empleadas para realizar la curva patrén de acido ascorbico.
Concentracion pg/mL

100 75 50 25
Soluciéon madre (176 pg/mL) 568,2 uL 426,1 uL 284,1 uL 142,1 uL
Metanol 431,8 uL 573,9 uL 715,9 uL 857,9 uL

En la Figura 18, se muestra instrumento y material utilizado para la preparacion de las

diluciones del extracto metandlico de las hojas y tallos de Brownea grandiceps Jacq.

Figura 18. Instrumento y material utilizado para la preparacién de las
diluciones del extracto metanélico de hojas y tallos de B. grandiceps Jacq.
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Determinacion de la actividad garrapaticida por el método Prueba de paquete de larvas
(PPL).

La determinacion de la actividad garrapaticida de los extractos metandlicos de las hojas y
tallos de B. grandiceps, se realizo en el Laboratorio de Farmacognosia, del Departamento de
Farmacognosia y Medicamentos Organicos, bajo la supervision de las profesoras: Maria Eugenia

Rondon, Vanesa Hernandez y Marielba Morillo.

Identificacion del paraésito.

La especie de garrapata utilizada en esta investigacion fue identificada por el Prof. Antonio
Ascencdo del Laboratorio de Biodiversidad de Artropodos, Departamento de Biologia. Facultad de

Ciencias. ULA. Su nombre cientifico es Rhipicephalus microplus, de la Familia Ixodidae-Argasidae.

Recoleccion de los parésitos en el ganado vacuno.

La recoleccion de las garrapatas, se realizo el dia 12 de julio de 2019, en la finca del sefior
Humberto Belandria, ubicada en el sector el Filo Chiguara, Municipio Sucre estado Mérida, para
tal fin se tomaron 30 garrapatas adultas y llenas de sangre directamente del animal y se

almacenaron en un frasco con tapa.

Inmovilizacion de la garrapata

Para la inmovilizacion de la garrapata se utilizaron 30 garrapatas R. microplus, adultas
ingurgitadas, las cuales se pegaron con cinta adhesiva en placas de vidrio, para obtener la masa de
huevos tras su incubacion por 18 dias a 26° C + 85 % HR (himeda relativa) en cabinas de vidrio
0 incubadora.

En la Figura 19, se observa la inmovilizacion de las garrapatas adultas
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Figura 19. Inmovilizacion de las garrapatas adultas
Obtencion de los huevos

Después de aproximadamente 7 dias desde la recoleccion (19 de julio de 2019), ocurrié la
ovoposicion (Figura 20). La masa de huevos de R. microplus, se recolect6 en tubos de ensayo
tapados con algodén en cantidad suficiente para no permitir la fuga de las larvas (Figura 25),
fueron llevados a incubacion nuevamente bajo las mismas condiciones de temperatura y

humedad por 21 dias.

Figura 20. Oviposicion de huevos de R. microplus

Obtencion de las larvas.

Luego de la eclosion de los huevos se dejan madurar las larvas por 14 dias mas. En la

(Figura 21) se muestra las larvas de R microplus observadas con la lupa estereoscopica.
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Figura 21. Larvas de R. microplus observadas con la lupa estereoscdpica

Desarrollo de la prueba.

Utilizando capsulas de Petri con un papel filtro adosado en el fondo, se realiz6 una
prueba inicial a la concentracion maxima del extracto metanolico de las hojas y tallos de
B. grandiceps Jacq., al 20 % (para tal fin se pesaron 2 g del extracto de B. grandiceps Jacq
de tallos y hojas, y se diluy6 hastal0 mL en una solucion de Tween 80 en agua destilada al
2%), para saber si los extractos mostraban actividad o no sobre las larvas de garrapata. En
la (Figura 22), se muestra la solucion Tween 80 utilizada y la forma como fueron sembradas
las larvas de garrapatas en el papel de filtro impregnadas con el control positivo (3 capsulas)
control negativo (3 capsulas) y extractos al 20 % (3 capsulas cada uno) que se encuentra

en el fondo de la capsula de Petri.

Figura 22. se muestra la solucién Tween 80 utilizada y la forma como fueron sembradas
las larvas de garrapatas en el papel de filtro
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Control positivo y control negativo
Se prepararon tres capsulas del control negativos con (Solucion Tween 80 al 2 % en agua
destilada) y tres capsulas para el control positivo con el medicamento ivermectina (diluida con

agua destilada al 0,1%).

Todas las capsulas (extracto y controles) fueron colocadas en una camara de vidrio a las
mismas condiciones de temperatura y humedad explicadas anteriormente y se esperd 24 horas para
hacer el conteo de las larvas muertas y vivas utilizando una lupa estereoscépica y pinzas
entomoldgicas. En la Figura 23, se muestra la camara de vidrio donde se colocaron las capsulas y
la forma como se hizo, el conteo de larvas muertas y vivas de las garrapatas, utilizando una lupa

estereoscopica.

>

Figura 23. Se muestra la cdmara de vidrio donde se colocaron las capsulas y
la forma como se hizo, el conteo de larvas muertas y vivas de las garrapatas,
utilizando una lupa estereoscopica.

En caso de que algunos de los extractos muestren actividad contra las larvas de garrapata,
se realizaran 5 concentraciones méas del mismo, de 10 %, 5 %, 2,5 %, 1,25 %, 0,625 %, usando el
mismo control positivo y negativo, se probaria la actividad garrapaticida por triplicado, siguiendo

el mismo procedimiento.
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Determinacion del porcentaje (%) de mortalidad.

Se consideran larvas muertas aquellas que no caminan ni mueve sus patas. Se contara el
numero de larvas muertas por capsula y el total de larvas por capsula utilizando una lupa
estereoscopica y pinzas entomoldgicas calcula mortalidad corregida con la formula de Abbott
(1925).

Esta correccion se logra a través de la formula de Abbott, en la cual:

% Mc = x 100

Donde:

% Mc = Porcentaje de mortalidad corregida

X = Porcentaje de larvas vivas en el control

Y = Porcentaje de larvas vivas en el tratamiento

Si el porcentaje de mortalidad en el control excede el 20 %, se debe descartar el bioensayo para

ser repetido nuevamente (Busvine 1971).

Estudio Estadistico.

El estudio estadistico se realizo con el programa IBM SPPS Statistics editor de datos, version 21
Los datos fueron estudiados estadisticamente utilizando el programa IBM SPPS Statistict editor

de datos, versién 21.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio fitoquimico de los extractos de las partes aéreas de Brownea grandiceps Jacq.

La composicién quimica, se determind a través de pruebas especificas de laboratorio y se pudo
comprobar en los extractos de las hojas de B. grandiceps, la presencia de los siguientes
compuestos: En los extractos hexanoico y diclorometanoico, esteroles y en el metandlico

alcaloides, esteroles, polifenoles, taninos y flavonoides

En los extractos de los tallos de B. grandiceps se determino la presencia de los siguientes
compuestos: En el extracto hexanoico terpenos; en el diclometanoico esteroles; y en el metandlico

alcaloides, polifenoles, taninos y flavonoides.

Enla Tabla 11y Figura 24, se presentan los resultados del estudio fitoquimico de los extractos

hexandico, diclorometanoico y metandlico de las hojas y tallos de Brownea grandiceps Jacq.
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Tabla 11.

Estudios fitoquimico de los extractos de las hojas y tallos de Brownea grandiceps Jacq

Extractos de Brownea grandiceps Jacq

Metabolitos
. Prueba
Secundarios ]
Hojas. Tallos
Hexanoico Diclorometanoico Metandlico Hexanoico Diclorometanoico Metandlico

Dragendorf +++ +++
Alcaloides Wagner +++ +++

Mayer +++ +++
Esteroles Liebermann-Bucher +++ +++ +++ - +++ -
Terpenos Liebermann-Bucher - - - +++ - -
Compuestos FeCls ND - o+ ND No determinado +H+
fendlicos / taninos
Taninos Prueba de la gelatina ND ND +t ND No determinado +t
FlavonOIdes Shlnoda - - ++ - - ++
Saponinas Prueba de la espuma - - - - - -
Cumarinas Y Prueba NH4OH - - - - - -
Quinonas

+++ Muy abundante, ++ abundante, + presente en poca concentracion, - ausente.

ND: no determinado.
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Alcaloides Alralnides Polifenoles

Extractosmetandlicos

Extractos metandlicos hojas | Extractos metandlicos tallos :
hojasytallos

Esteroles y terpenos Esteroles v terpenas
: o ctosrr} Stimofice, " Extracto diclorom etanoico Extractometandlico
diclorom etanoico y hex ancico : :
tallos hojasytallos Tallosy hojas

Saponinas Taninos

Extracto diclorom etanoicoy
metandlico
tallos v hojas

Extractosmetandlico
hojasytallos

Extractometandlico
tallos y hojas

Figura 24. Estudios fitoquimico de los extractos de las hojas y tallos de Brownea grandiceps Jacq

Lbs resultados obtenidos en nuestro estudio, coinciden con los reportados por Mostafa
y col. (2019) en extractos de las hojas de B. grandiceps, recolectada en Giza, Egipto; Pereira
y col., (2017). Sin embargo, difieren del resultado de Pereira y Brazdn (2015), quienes
también reportaron presencia de cumarinas y saponinas, mientras que, en nuestro estudio, no

se encontraron dichos metabolitos. Esto podria deberse a diferentes factores ambientales
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como luz, temperatura y precipitaciones, que pueden variar dependiendo del lugar y de la

época del afio (Acosta, 2003).

De acuerdo, a los estudios de Waterman y Mole (1994), el contenido de metabolitos
secundarios esta influenciado, por caracteristicas ambientales como la radiacion solar y la
disponibilidad de agua, la madurez de la planta, la velocidad de crecimiento, la condicién
nutricional del suelo, la depredacion y las enfermedades, asi como por el genotipo de la planta

(la especie y la variedad).

Acosta (2003), afirmé que la luz es considerada un factor determinante en el
crecimiento de tejidos jovenes los cuales son responsables de una mayor produccion y
acumulacion de metabolitos activos. De igual forma la temperatura puede acelerar el
crecimiento y los procesos de fotosintesis y respiracion y esto puede afectar directamente la
produccion de principios activos, mientras que, las precipitaciones se relacionan con la

regulacion de la temperatura.

Igualmente, la disponibilidad de agua contribuye a la produccion de taninos
condensados; al encontrarse en periodo de escasez de agua, las plantas cierran sus estomas y
restringen el proceso de fotosintesis. De este modo se esperaria una relacion negativa entre

el estrés hidrico y la produccién de estos compuestos (Varon y Granados, 2012).

Por otro lado, caracteristicas de la planta como el contenido de agua, proteinas y
metabolitos secundarios generalmente cambian durante la estacion de crecimiento y estado
de desarrollo de las plantas, por ejemplo, algunos compuestos presentan diferencias

significativas en hojas jovenes y maduras (Valares, 2011). Por tanto, la edad de la planta es
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otro aspecto que pudo haber influido en que no se hayan aislado cumarinas y saponinas en el

presente estudio.

Otro aspecto a tomar en cuenta es la parte de la planta utilizada. Se ha demostrado
que las plantas presentan distintas productividades de metabolitos secundarios y que se
acumulan cantidades de metabolitos diferentes de acuerdo con la parte de la planta a la cual

corresponde tal acumulacion (Varén y Granados, 2012).

Cuantificacién de fenoles totales de los extractos metanolicos de hojas y tallos de
B. grandiceps.

Curva de calibracion del acido galico

Para la determinacion del contenido de fenoles totales se realiz6 una curva de
calibracion utilizando como patron el &cido galico. En la Tabla 12, se muestran las lecturas

de absorbancia de las distintas concentraciones de acido galico.

Tabla 12
Lectura de absorbancia de las distintas concentraciones de la
solucion de &cido galico empleada como patron.

Concentracion Absorbancia a 760 nm
de Acido galico (mg/mL) A A2 A3
10 0,118 0,193 0,155
20 0,362 0,432 0,397
25 0,532 0,574 0,553
40 0,919 0,925 0,922
50 1,100 1,098 1,099

En el Grafico 1 se muestra las curvas de calibracién del acido gélico.
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Curva de calibracion del acido galico

1.2 y=0.0251x - 0.1211
R? = 0.9944
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S y = 0.0229x - 0.0204
204 o R*=0.9957
(@] .
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Concentracion mg/mL

Grafico 1. Curva de calibracién de acido galico

Las curvas de calibracion del acido gélico, se realizaron por triplicado, y las
correspondientes ecuaciones de la recta (y= 0.0251x-0.1211, R?= 0.9944; y= 0.024x-0.0707,
R2=0.9951; y= 0,0229x — 0,0204, R? = 0,9957), se emplearon para cuantificar el contenido
total de fenoles en la muestra analizada, Los valores de absorbancia de los extractos
metanolicos de las hojas y tallos de B. grandiceps, fueron reemplazados en la ecuacion,
pudiéndose determinar el contenido total de fenoles en ug AG/mg de extracto seco (Tabla
13). El contenido de fenoles totales del extracto metandlico de las hojas fue 0,888 + 0,07 pg
AG/mg de extracto y el del extracto metandlico de los tallos, 0,886 + 0,07 ug AG/mg de

extracto.
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Tabla 13
Cuantificacion de fenoles totales de los extractos metanolicos de hojas y tallos de B.
grandiceps.

Absorbancia 760 nm [ 1Hg AG/mg de extracto 11,9 AG/mg de

Extracto Conce?tracién Seco extracto seco +
ug/mL M A2 A3 C: Cx Cs DE
Metandlico
hojes - 1,133 1,135 1,131 0,89 0,81 0,97 0,888 + 0,07
Metandlico
tallos 50 1,133 1,130 1,130 0,89 0,80 0,97 0,886 + 0,07
Blanco 0,062 0,062 0,062

AG = 4cido gélico

Para el extracto metanolico de hojas, existen diferencias estadisticamente significativa entre datos (p<0,05),
Para el extracto metanolico de tallos, no existen diferencias estadisticamente significativa entre datos (p >0,05),
con un nivel de confianza de 95%.

De acuerdo a los resultados, se puede inferir que los extractos metandlico de hojas y
tallos de B. grandiceps contienen compuestos fendlicos, particularmente relacionados con el
acido galico, considerando que la composicion quimica de los extractos metandlicos de hojas

y tallos de la especie en cuestidn, presentaba compuestos fendlicos, flavonoides y taninos.

Son pocos los estudios reportados sobre el contenido de polifenoles en B. grandiceps,
sin embargo, Lizcano y col. (2010), reportaron en los extractos de la corteza de Brownea
rosademonte un elevado contenido de fenoles totales con 17,18 + 0.24 mg AG/g de extracto,
el cual es un resultado mucho mayor que el reportado en nuestro estudio. Cabe mencionar
gue la investigacion de Lizcano y col., se realiz6 en los extractos de la corteza de la planta

Unicamente.

De igual forma, se ha reportado que la familia Fabaceae, es rica en compuestos
fendlicos tanto taninos como no taninos. La concentracion de estos compuestos, puede variar
en funcion de la temperatura a la cual la especie crece como: La fertilidad del suelo, del

estado de madurez de la planta y de la especie. En este sentido, la precipitacion baja o alta 'y
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duracion del periodo son condiciones ambientales a las cuales las fabaceas forrajeras
tropicales estdn expuestas durante su crecimiento. Esto puede limitar la acumulacion de
biomasa y modificar la concentracion de metabolitos secundarios (Garcia, Bolafios, Lagunes,

Ramos y Osorio, 2015).

Seguln los estudios de Garcia y col. (2015), los meses secos, la edad del rebrote
(madurez de la planta) y su interaccion tienen efecto significativo en la concentracion de

polifenoles totales en las plantas de esta familia.

Estudio estadistico de la cuantificacion de fenoles totales del extracto metandlico de las
hojas de B. grandiceps.

En la Tabla 14, se muestra el estudio estadistico de la cuantificacion de fenoles totales
del extracto metandlico de las hojas de B. grandiceps y en la Tabla 15, el analisis de varianza
ANOVA.

Tabla 14

Estudio estadistico de la cuantificacion de fenoles totales
del extracto metandlico de las hojas de B. grandiceps.

Absorbancia pug AG/mg de
760 nm extracto
Validos 3 3
Perdidos 0 0
Media 1,1330 0,8900
Mediana 1,1330 0,8900
Moda 1,132 0,812
Desv. tip. 0,00200 0,08000
Varianza 0,000 0,006
Rango 0,00 0,16
Minimo 1,13 0,81
Maximo 1,14 0,97
Suma 3,40 2,67

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.
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Tabla 15
Andlisis de varianza de ANOVA de la cuantificacion de fenoles totales
del extracto metandlico de las hojas de B. grandiceps.

ANOVA
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Regresion 0,013 1 0,013 . 0,000
Residual 0,000 1 0,000
Total 0,013 2

La variable independiente es absorbancia a 760 nm.
La variable dependiente concentracion en pug AG/mg de extracto.

En la Tabla 16 se muestra el estudio estadistico de la cuantificacion de fenoles totales
del extracto metandlico de los tallos de B. grandiceps y en la Tabla 17, el analisis de varianza
ANOVA.

Tabla 16

Estudio estadistico de la cuantificacion de fenoles totales
del extracto metanolico de tallos de B. grandiceps.

Absorbancia ug AG/mg de
760 nm extracto

N Vaélidos 3 3

Perdidos 0 0
Media 1,1310 0,8867
Mediana 1,1300 0,8900
Moda 1,13 0,802
Desv. tip. 0,00173 0,08505
Varianza 0,000 0,007
Rango 0,00 0,17
Minimo 1,13 0,80
Maximo 1,13 0,97
Suma 3,39 2,66

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.
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Tabla 17

Andlisis de varianza de ANOVA de la cuantificacion de fenoles totales

del extracto metandlico de los tallos de B. grandiceps.

ANOVA
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Regresion 0,000 1 0,000 0,001 0,978
Residual 0,014 1 0,014
Total 0,014 2

La variable independiente es absorbancia a 760 nm.

La variable dependiente concentracion en pg AG/mg de extracto.

Actividad antioxidante de los extractos, de las hojas y tallos de B. grandiceps, por
el método DPPH.
Determinacion de actividad antioxidante por el método DPPH
La actividad antioxidante fue determinada por el método DPPH, para tal fin, se realiz6
un barrido a los extractos de hojas y tallos de B. grandiceps con el fin de conocer si estas

tenian actividad antioxidante importante. Los resultados del barrido preliminar se muestran

en la Tabla 18.

Tabla 18

Actividad antioxidante de los extractos del tallo de Brownea grandiceps Jacq a 4 mg/mL

Absorbancias

Extractos

% |

_ A1 A2 A3 Promedio A

Hojas
Hexanoico 0,086 0,086 0,086 0,086 85,6
Diclorometanoico 0,300 0,310 0,318 0,309 48,4
Metandlico 0,089 0,090 0,088 0,089 85,1
Tallos A1 A2 A3 Promedio A %l
Hexanoico 0,555 0,558 0,550 0,554 75
Diclorometanoico 0,507 0,516 0,521 0,514 14,2
Metandlico 0,099 0,101 0,100 0,100 83,3
DPPH 0,599 0,599 0,599 0,599 -
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Calculos del porcentaje de inhibicion, de los extractos de las hojas de B. grandiceps
Extracto hexanoico

% 1=0,599 — 0, 086 x 100 = 85,6 %

0,599

Extracto diclorometanoico

% 1=0,599 — 0,309 x 100 = 48,4 %
0,599

Extracto metandlico

% 1=0,599 —0,089x 100 = 85,1 %

0,599
Calculos del porcentaje de inhibicion, de los extractos de los tallos de B. grandiceps
Extracto hexanoico

% 1=0,599 0,554 x100=7,5%
0,599

Extracto diclorometanoico

% 1=0,599 — 0, 514 x 100 = 14,19 %
0,599

Extracto metandlico

% 1=0,599 —-0,1 x 100 = 83,3 %

0,599
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Se procedio a hacer el estudio de la actividad antioxidante del extracto metanolico del
tallo y de los extractos hexanoico, y metanolico de las hojas debido a que en el barrido inicial
estos extractos mostraron un % | mayor a 50 %, lo que sugirié que dichos extractos poseian
actividad antioxidante. Por el contrario, se descartaron los extractos hexanoico y
diclorometanoico del tallo y el diclorometanoico de las hojas ya que su % | fue menor al 50

%.

Curva patrén de acido ascorbico.
En la Tabla 19, se muestran los resultados de % inhibicién, correspondiente a la curva

patron del acido ascérbico. Y en el grafico 2, se muestra la curva de calibracién del acido del 4cido

ascorbico.

Tabla 19

Curva patrén de acido ascOrbico

[1pg/mL Absorbancia Promedio DE %l

A A2 A3 A
176 0,022 0,022 0,029 0,024 0,0 95,6
100 0,044 0,038 0,031 0,038 0,01 93,9
75 0,16 0,162 0,172 0,165 0,01 73,4
50 0,271 0,304 0,291 0,289 0,02 53,4
25 0,461 0,463 0,456 0,460 0,0 25,7
DPPH 0,62 0,619 0,619 0,619 0,0

Blanco 0,062 0,061 0,067
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Gréfico 2: Porcentaje de inhibicion (% 1) del acido ascorbico.

Porcentaje de inhibicidén de los extractos metandlicos de las hojas y tallo; y el
extracto hexanoico de las hojas, de B. grandiceps.

La actividad antioxidante se determiné en los extractos metanélicos de las hojas y
tallos; Y el extracto hexanoico, de las hojas de B. grandiceps, a través del método DPPH, en
la Tabla 20, se muestran los resultados de % | obtenidos en los diferentes extractos de esta
especie. Se puede observar gue el mayor % I, los presentaron los extractos metandlico de los
tallos y hojas de B. grandiceps a 0,5 mg/mL, que fue de 89,2 y 88,9 respectivamente, mientras

gue a la misma concentracion el extracto hexanoico de las hojas, mostré un % I de 20,1.
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Tabla 20

Actividad antioxidante de los extractos metanoélicos de hojas y tallos;
Y el extracto hexanoico de las hojas de B. grandiceps.

Extracto hojas Extracto tallos

Concentracion % 1 %1 % 1

(mg/mL) Metanol Hexano Metanol
0,025 20,7+0,1 44+0,4 18,8+0,3
0,05 34,4 £0,0 6,2+0,4 29,9 £0,3
0,1 56,8+0,1 8,3+0,0 39,8 £0,0
0,15 70,7+0,1 9,6+0,4 55,4 +£0,1
0,25 78,9+0,1 11,2+0,8 78,9 +0,1
0,5 88,9+0,1 20,1+0,5 89,2+0,1
0,176 95,6 +0,0 95,6+0,0 95,6 +0,0

Las diferentes concentraciones de los extractos, se evaluaron por triplicado (n=3), y los datos se

presentan como % | *. Existen diferencias estadisticas significativas entre datos (p<0,05), con un
nivel de confianza de 95 %

En el Grafico 3, se muestra el porcentaje de inhibicion (% 1) del radical DPPH, por
los componentes quimicos presentes en el extracto metandlico de las hojas de B. grandiceps,

comparado con el % | del &cido ascorbico a la concentracion de 0,176 mg/mL.
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Grafico 3. Porcentaje de inhibicion del extracto metandlico de las hojas de B. grandiceps.

En el Gréfico 4, se muestra el porcentaje de inhibicion (% I) del extracto hexanoico a
diferentes concentraciones de las hojas de B. grandiceps, comparado con el % | del &cido

ascorbico a la concentracion de 0,176 mg/mL.

Segun los resultados, se puede observar que la capacidad antioxidante del extracto
metandlico de las hojas es alta ya que a su maxima concentracion de dilucién el porcentaje
de inhibicion fue de 88,9 £ 0,1 %, en comparacion de 95,6 % del acido ascorbico utilizado

como control positivo (Grafico 3).
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Grafico 4. Porcentaje de inhibicion del extracto hexanoico de las hojas de B. grandiceps.

En el Grafico 5, se muestra el porcentaje de inhibicion (% I) del radical DPPH, por
los componentes quimicos presentes en el extracto metandlico de los tallos de B. grandiceps,

comparado con el % | del &cido ascorbico a la concentracion de 0,176 mg/mL.

Segun los resultados, se puede observar que la capacidad antioxidante del extracto
hexanoico de las hojas es baja ya que a su maxima concentracion de dilucion el porcentaje
de inhibicion fue de 20,1 + 0,5 %, en comparacion de 95,6 % del acido ascorbico utilizado

como control positivo (Grafico 5).
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Grafico 5. Porcentaje de inhibicion del extracto metandlico de los tallos de B. grandiceps.

Segun los resultados, se puede observar que la capacidad antioxidante del extracto
metandlico de los tallos es alta ya que a su maxima concentracién de dilucién el porcentaje
de inhibicion fue de 89,2 + 0.1 %, en comparacién de 95,6 % del acido ascérbico utilizado

como control positivo (Grafico 4).

Comparacién del porcentaje (%) de inhibicidn, de los extractos metanolicos de hojas y
tallos y el extracto hexanoico de hojas de B. grandiceps.

En el Grafico 6, se muestra la comparacion del porcentaje de inhibicion (% I) de los
extractos metandlicos de hojas y tallos y el extracto hexanoico de hojas de B. grandiceps. a

las diferentes concentraciones.
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Gréfico 6. Porcentaje de inhibicién (% 1) de los extractos metanoélicos de hojas y tallos y el extracto
hexanoico de hojas de B. grandiceps. a las diferentes concentraciones.

En base a los resultados obtenidos, se puede inferir que los extractos metanodlicos de
B. grandiceps de los de tallos y hojas, son los que presentan mayor actividad antioxidante de
los tres extractos, con un porcentaje de inhibicion por encima del 50 %. La alta actividad
antioxidante mostrada por los extractos metanolicos de hojas y tallos de B. grandiceps,
coinciden con los metabolitos reportados en el estudio fitoquimico de los dichos extractos,
principalmente flavonoides, compuestos fendlicos y taninos, que son sustancias conocidas

por su alta actividad antioxidante (Paladino, 2008).

No obstante, el extracto hexanoico, que no presentd compuestos fendlicos, taninos,

ni flavonoides, sin embargo, mostro actividad antioxidante. Esto se podria explicar por la
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presencia de esteroles y probablemente, aunque no verificada la presencia de acidos grasos.
Un ejemplo de esta afirmacion es lo reportado por Williamson 1998, quien afirmé que el
ciclostadienol (a-sitosterol), que es un 4-metil-esterol, es también un eficaz antioxidante.
Este hecho puede explicarse por la hipétesis de que tanto los 4-metil como los 17-etiliden
esteroles pueden reaccionar rapidamente con los radicales libres de los lipidos para dar otros
radicales, relativamente estables, que son los antioxidantes, ya que interrumpen la reaccion
en cadena de la autooxidacion de los lipidos. De esta manera, los esteroles con un grupo
etiliden en la cadena lateral son mas eficaces como antioxidantes, pero su eficiencia mayor

puede alcanzarse con la presencia y la posicién de uno o més dobles enlaces endociclicos.

Son pocos los trabajos de investigacién donde se reporta actividad antioxidante de los
extractos de Brownea grandiceps, sin embargo, Lizcano y col. (2010), estudiaron los
extractos de la corteza de B. rosademonte, y reportaron, por el método TEAC (actividad
antioxidante equivalente a Trolox) 117.4 + 4.9 umol/g Trolox /g y la capacidad de absorcion
de radicales oxigeno (ORAC) 289.4 + 9.3 umol/g Trolox /g, en nuestro estudio se utilizé el
método que mide el % de inhibicion del radical DPPH, sin embargo, es complicado hacer
una comparacion directa con los resultados aportados por Lizcano y col (2010) ya que ellos
utilizaron métodos diferentes sin embargo, es comun que haya una correlacion entre la
actividad antioxidante y el contenido de polifenoles, taninos y flavonoides y en ambos casos

se encuentran presentes en los extractos.

Segun, Martinez, Gonzélez, Culebras y Tufion (2002), los flavonoides contienen en
su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilos fendlicos y excelentes

propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una
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gran capacidad antioxidante. Por ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente
a los fendmenos de dafio oxidativo y tienen efectos terapéuticos en un elevado nimero de
patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el céncer. Estos
compuestos no solo tienen habilidad para atrapar radicales libres sino también de quelatar

metales pesados y modular la actividad de ciertas enzimas (Barron y col., 2011).

Por otro lado, Kuskoski, Asuero, Troncoso, Mancini y Fett, (2005) afirmaron que
existe una relacion entre la capacidad antioxidante y el contenido de compuestos fenolicos,
cada componente fendlico puede contribuir de forma y proporcion diferente. Ademas, es
necesario considerar que dicha correlacion no solo depende de la concentracion y la calidad
antioxidante, sino también de su interaccion con otros componentes y la metodologia

aplicada.

De igual manera, existe una correlacion lineal positiva entre el contenido fendlico y
la capacidad antioxidante de distintas hierbas culinarias y medicinales (Paladino, 2008). Es
decir, entre mayor concentracion de compuestos fenolicos, mayor actividad antioxidante.
Esto se coincide con nuestro trabajo ya que los extractos metandlicos de la planta presentaron
mayor concentracion de compuestos fenolicos y ademas mostraron mayor actividad

antioxidante.

88



Concentracion eficiente 50 (1Csg) en mg/mL, (n =3) de los extractos metandlicos de
hojas y tallos y el extracto hexanoico de hojas de B. grandiceps. a las diferentes
concentraciones.

En este estudio cabe aclarar, que la determinacion de la concentracion eficiente 50
(mg/mL) de los extractos metandlicos de hojas y tallos y el extracto hexanoico de hojas de
B. grandiceps, se calculd a partir de la ecuacion de la recta y=ax + b, donde “a” es la
pendiente; “b” la interseccion de corte en la recta, y = 50 y x = ICso. En la Tabla 16, se
muestra los valores de 1Cso (n = 3), para los extractos metandlicos de hojas y tallos y el

extracto hexanoico de hojas de B. grandiceps.

Los resultados muestran un promedio de ICso (mg/mL), para los extractos metandlico
y hexanoico de las hojas de 0,10 y 1,46 respectivamente, mientras que, para el extracto

metanolico de los tallos fue 0,14 (Tabla 21).

Tabla 21

ICso de los extractos metandlicos de hojas y tallos y el extracto hexanoico de hojas de B.
grandiceps.

. ICs Promedio
Extracto Recta Pendiente corte RA2 mg/mL ICso (mg/mL) DE
1 389,900 12,6460 0,994 0,10 0,10 0,00
Metandlico 2 390,300 12,7100 0,994 0,10
hojas
3 389,900 12,6440 0,994 0,10
1 29,132 5,0826 0,990 1,54 1,46 0,06
hHe_XﬁnoiCO 2 32,739 4,3752 0,996 1,39
ojas
) 3 31,441 4.6330 0,990 1,44
1 259,470 14,9020 0,993 0,14 0,14 0,00
'V'ﬁtanélico 2 262,860 14,2310 0,993 0,14
tallos
3 260,760 14,5290 0,994 0,14
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En el Grafico 6, se muestra la I1Cso, de los extractos, de las hojas y tallos de B. grandiceps.,
podemos observar que los extractos metandlico de hojas y tallos presentan una menor ICso

en mg/mL, que, el extracto hexanoico de las hojas.

IC50 (mg/mL) de los extractos metandlicos de
hojas t tallos y el extracto hexanoico de hojas de
B. grandiceps.
16 1,45
1,4
- 12
E 1
=1
EoB
206
2 o4
02 014 0,1
0 | —
Metanolico tallos Metandlco Hojas Hexanoico Hojas
Extractos de B. grandiceps

Graéfico 7. 1Cso de los extractos metandlicos de hojas y tallos y el extracto hexanoico de B. grandiceps.

Segun, Murillo, Lombo, Tique y Méndez (2007), la concentracion eficiente 50 (1Cso)
no es mas que la concentracion efectiva del extracto que logra atrapar el 50 % de los radicales
libres DPPH. Echavarria, Franco y Martinez (2009), afirmaron que las especies vegetales que
presentan valores de ICso similares entre si, tienen una capacidad analoga de capturar el
radical DPPH, ademaés esta capacidad se corresponde a una mayor concentracion de fenoles
totales. Esto explica el hecho de que, en nuestro estudio, tanto el extracto metandlico de hojas
y tallos, los cuales poseen un % de inhibicion muy cercanos entre si y elevado, mostraron a
su vez una ICso muy similar (0,14 y 0,10 mg/mL), mientras que el extracto hexanoico, que

mostré un % de inhibicion menor, tuvo un ICso, mayor (1,56 mg/mL).
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Benitez y col., (2016), afirmaron que, existe una relacion inversamente proporcional,
entre la ICso y la actividad antioxidante, a menor valor del 1Cso mayor actividad anti radical.
Esto concuerda con los resultados obtenidos en nuestro estudio, ya que los extractos
metandlico de hojas y tallos presentaron un alto % | mientras que su ICso fue bajo, en este
sentido, el extracto hexanoico de hojas tuvo un % | menor en tanto que su 1Cso fue mayor si

la comparamos con la de los otros dos extractos.

Estudio estadistico de la actividad antioxidante del extracto metandlico, de las hojas

de B. grandiceps

En la Tabla 22 se muestra los datos estadisticos de la actividad antioxidante del

extracto metandlico de las hojas de B.grandiceps.

Tabla 22
Datos estadisticos de la actividad antioxidante del
extracto metandlico, de las hojas de B. grandiceps

Concentracion
% I

mg/mL

Vélidos 6 6

Perdidos 1 1
Media 0,1792 58,4000
Mediana 0,1250 63,7500
Moda 0,032 20,702
Desv. tipica. 0,17636 26,46371
Varianza 0,031 700,328
Rango 0,48 68,20
Minimo 0,03 20,70
Maximo 0,50 88,90

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.
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En la Tabla 23, se muestran los analisis de varianza ANOVA de una sola via de la

actividad antioxidante del extracto metandlico, de las hojas de B. grandiceps.

Tabla 23
Andlisis de varianza ANOVA de una sola via de la actividad antioxidante del
extracto metandlico, de las hojas de B. grandiceps

ANOVA
Suma de | Media E si
cuadrados g cuadratica g
Regresion 2550,827 1 2550,827 10,731 0,031
Residual 950,813 4 237,703
Total 3501,640 5

La variable independiente es concentracion mg/mL.
La variable dependiente % de inhibicién

En la Tabla 24, se muestra los datos estadisticos de la actividad antioxidante del
extracto hexanoico de las hojas de B. grandiceps.
Tabla 24

Datos estadisticos de la actividad antioxidante del
extracto hexanoico, de las hojas de B. grandiceps

mg/mL %l

Vaélidos 6 6

Perdidos 1 1
Media 0,1792 9,9667
Mediana 0,1250 8,9500
Moda 0,032 4,400
Desv. tipica. 0,17636 5,51894
Varianza 0,031 30,459
Rango 0,48 15,70
Minimo 0,03 4,40
Méaximo 0,50 20,10

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.

En la Tabla 25, se muestran el analisis de varianza ANOVA, de una sola via de la

actividad antioxidante del extracto hexanoico, de las hojas de B. grandiceps.
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Tabla 25
Andlisis de varianza ANOVA de una sola via de la actividad antioxidante
del extracto hexanoico, de las hojas de B. grandiceps

ANOVA
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Regresion 149,746 1 149,746 235,169 0,000
Residual 2,647 4 0,637
Total 152,293 5

La variable independiente es concentracion mg/mL.
La variable dependiente % de inhibicién

En la Tabla 26, se muestra los datos estadisticos de la actividad antioxidante del
extracto metandlico de los tallos de B. grandiceps.
Tabla 26

Datos estadisticos de la actividad antioxidante del
extracto hexanoico, de los tallos de B. grandiceps.

Concentracion %I
mg/mL
Vélidos 6 6
Perdidos 1 1
Media 0,1792 52,0000
Mediana 0,1250 47,6000
Moda 0,032 18,802
Desv. tipica 0,17636 27,77949
Varianza 0,031 771,700
Rango 0,48 70,40
Minimo 0,03 18,80
Méximo 50 89,20

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.

En la Tabla 27, se muestran el andlisis de varianza ANOVA, de una sola via de la

actividad antioxidante del extracto metandlico, de los tallos de B. grandiceps.
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Tabla 27
Andlisis de varianza ANOVA de una sola via de la actividad antioxidante
del extracto metandlico, de los tallos de B. grandiceps

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Regresion 3307,482 1 3307,482 24,010 0,008
Residual 551,018 4 137,754

Total 3858,500 5
La variable independiente es concentracion mg/mL.
La variable dependiente % de inhibicién

Actividad garrapaticida de los extractos metandlicos de las hojas y tallos de Brownea
grandiceps, sobre la larva de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, utilizando el método
Prueba de paquete de larvas (PPL).

La actividad garrapaticida, de los extractos metandlicos de las hojas y tallos de
Brownea grandiceps, se realizo por triplicado (n = 3), a través del método de Prueba de
paquete de larvas (PPL) (FAO, 2004). Y mostr6 un % de mortalidad de 0 %, en ambos casos,
es decir todas las larvas sobrevivieron al tratamiento con el extracto metandlico de las hojas

y tallos de Brownea grandiceps, al 20%, en solucion acuosa de Tween 80 (2 %).

En la Tabla 28, se muestra el porcentaje (%) de mortalidad de las larvas de garrapata
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, tratadas con los extractos metandlicos de las hojas y

tallos de Brownea grandiceps, al 20 %, en solucién de Tween 80 al 2%.
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Tabla 28

Porcentaje de mortalidad de las larvas de la garrapata Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, tratadas con los extractos metandlicos de las hojas y
tallos de Brownea grandiceps, al 20%, en soluciéon acuosa de Tween 80 al

2%.
% % %
Muestra
mortalidad: mortalidad> mortalidads

Extracto metandlico hojas 0+0,0 0+0,0 0+0,0
Extracto metandlico tallos 0+0,0 0+0,0 0+0,0
Solucién de Tween 80 en agua destilada (2 %) 0+£0,0 0+£0,0 0£0,0
Irvemetrina 0,1 % 100+ 0,0 100 £ 0,0 100+ 0,0

Las determinaciones se realizaron por triplicado (n = 3), los resultados se muestran con %
mortalidad + SD, control negativo (Solucién de Tween 80 en agua destilada al 2 %), control
positivo (Irvemetrina 0,1 %).

En nuestro estudio, los resultados de mortalidad de las larvas de la garrapata

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, tratados con los extractos metandlicos de las hojas y

tallos de B.grandiceps, mostraron que los mismos, no poseen actividad garrapaticida.

No existe en la literatura, ningin otro reporte de actividad garrapaticida de los
extractos de B. grandiceps. Sin embargo, Quispe (2016), reporto que la planta Lonchocarpus
sp de la familia Fabaceae, es eficiente para el control de las garrapatas de la especie,
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, ya que ésta tiene una sustancia llamada rotenona
(sustancia de origen vegetal utilizada como insecticida), la cual es muy toxica para los
animales de sangre fria. Esta sustancia no ha sido aislada en extractos de B. grandiceps, lo
que podria explicar que aun perteneciendo a la misma familia Fabaceae, no posee actividad

garrapaticida.

Por su parte, Jaramillo (2016), report6 un estudio realizado sobre Gliricida sepium,

especie de la familia Fabaceae, recolectada en Colombia y demostré que la misma podria ser
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utilizada para el control de parésitos, estudid los metabolitos secundarios presentes en la
planta, con capacidad para alterar la biologia de acaros e insectos, como lo son: Cumarinas,
taninos condensados, flavonoides, triterpenos, rotenoides, saponinas. Afirmd, que plantas
ricas en estos mismos grupos de metabolitos secundarios, mostraron actividad acaricida sobre
Rhipicephalus microplus. Por otro lado, las cumarinas, presentes, en el extracto acetonico de
G. sepium, se han relacionado, con su capacidad antiparasitaria sobre acaros, por esta razon,
los extractos vegetales de G. sepium, podria ser utilizados para el control de la garrapata

comun del ganado.

Con base en lo expuesto anteriormente, nuestra investigacion, difiere de lo reportado
por Jaramillo (2016), ya que en los extractos metanolicos de hojas y tallos, de Brownea
grandiceps, no se encontraron cumarinas ni saponinas, que fueron algunos de los metabolitos
secundarios que mostraron actividad acaricida sobre Rhipicephalus microplus, esto podria
explicar el hecho de que en nuestro estudio no se observd letalidad sobre las larvas de

garrapata.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico de los extractos de las hojas y tallos de B. grandiceps Jacq,
demostré la presencia de esteroles en el extracto hexanoico de las hojas y terpenos en
los tallos; Esteroles en los extractos diclorometanoicos de tallos y hojas y esteroles en el
extracto metanolico de hojas. En cuanto a los extractos metanolicos de hojas y tallos
mostraron la presencia de alcaloides, polifenoles, taninos y flavonoides.

El contenido de fenoles totales, de los extractos metandlicos de las hojas y tallos de B.
grandiceps Jacq, fue de 0,888 ug y 0,886 AG/mg, respectivamente.

El % 1 del radical DPPH, de los extractos metandlicos de las hojas y tallos de B.
grandiceps Jacq, fue de 88,9 y 89,2 respectivamente, mientras que el extracto hexanoico
de las hojas dio un 20,1 %.

El I1Cso para los extractos metanolico de hojas y tallos fue 0,10 y 0,14 mg/mL,
respectivamente, mientras que el del extracto hexanoico fue 1,46 mg/mL.

Los extractos metandlicos de las hojas y tallos de Brownea grandiceps Jacq, no
mostraron actividad, sobre las larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, siendo el

porcentaje (%) de mortalidad de 0, a la concentracion de 20 %, de ambos extractos.
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RECOMENDACIONES
Para completar el estudio se recomienda hacer la determinacion del contenido
de flavonoides presentes en los extractos metanolicos de las hojas y tallos de
Brownea grandiceps Jacq.
Seria recomendable verificar la actividad antioxidante del extracto
diclorometanoico de las hojas debido a que él % | del radical DPPH a la

concentracion de 4 mg/mL fue de 48,4% muy cercano al 50%.
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