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Resumen

Las plantas han sido utilizadas desde la antigiedad para la elaboracion de
medicamentos, aunque algunas pueden provocar reacciones toxicas. Ecuador es una
fuente abundante de recursos vegetales los cuales no son estudiados a profundidad.
Para el estudio de estos compuestos biolégicos se pueden emplear ensayos como el
BSLA para evaluar la citotoxidad y técnicas fitoquimicas para identificar los
compuestos de interés. Por ello, se pretende realizar el andlisis fitoquimico de la planta
“Guarinbishe” con la finalidad de determinar su potencial actividad toxicoldgica;
primero por una identificacion de la especie botanica en campo y luego mediante un
screening fitoquimico, espectroscopia de RMN y un BSLA. Se logré identificar a
nuestra planta de estudio como Toxicodendron striatum; mediante el screening se
encontré la presencia de flavonoides, saponinas, fenoles, taninos, alcaloides vy
resinas; el ensayo BSLA indica que la subfraccion obtenida con butanol fue mas activa
en comparacion con las otras muestras y finalmente en la espectroscopia RMN se
pudo apreciar presencia de sefiales de urushiol, compuesto al que se le atribuye la
toxicidad de la planta, el cual provoca una dermatitis alérgica de contacto. Con toda
esta informacién recopilada se concluye que la planta en estudio pertenece a
Toxicondendron striatum, conocido por desencadenar una respuesta alérgica de
contacto en personas; los extractos obtenidos poseen un alto grado de toxicidad,
sobre todo el obtenido con butanol; y el andlisis de RMN indica sefiales de un grupo

catecodlico con una cadena alifatica que corresponde a la estructura del urushiol.

Palabras clave:

e TOXICODENDRON STRIATUM
e GUARINBISHE
e ARTEMIA SALINA

e SCREENING FITOQUIMICO
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Abstract

Plants have been used since ancient times to make medicines, although some can
cause toxic reactions. Ecuador is an abundant source of plant resources which are not
studied. To study these biological compounds, assays such as BSLA can be used to
assess cytotoxicity and phytochemical techniques to identify compounds of interest.
Therefore, it is intended to carry out the phytochemical analysis of the "Guarinbishe"
plant to determine its potential toxicological activity; first by an identification of the
botanical species and then by phytochemical screening, NMR spectroscopy and a
BSLA. It was possible to identify our study plant as Toxicodendron striatum; the
presence of flavonoids, saponins, phenals, tannins, alkaloids and resins was found
through screening; the BSLA test indicates that the subfraction obtained with butanol
was more active compared to the other samples and finally in the NMR spectroscopy
it was possible to observe the presence of urushiol signals, a compound to which the
toxicity of the plant is attributed and causes an allergic contact dermatitis. With all this
information collected, it is concluded that the plant under study belongs to
Toxicondendron striatum, known to trigger an allergic contact response in people; the
extracts obtained have a high degree of toxicity, especially the one obtained with
butanol; and NMR analysis indicates signs of a catechol group with an aliphatic chain

corresponding to the structure of urushiol.

Keywords:

TOXICODENDRON STRIATUM

GUARINBISHE

BRINE SHRIMP

PHYTOCHEMICAL SCREENING



17

Capitulo I: Introduccion

Planteamiento del Problema

Las plantas se han utilizado de forma tradicional desde mucho tiempo atras
gracias a un genuino interés por los compuestos bioactivos que estas poseen,
empleandose para diversos fines, por ejemplo, en la medicina para la elaboracién de
medicamentos (Lica et al., 2018). Por otra parte, las plantas también pueden contener
constituyentes que las vuelven toxicas al provocar reacciones dafiinas o fatales

(Gupta, 2018), por ello es primordial describirlas y entender su actividad biolégica.

De acuerdo con Street et al. (2019) las plantas venenosas comprenden la
tercera categoria mas grande de venenos conocida a nivel mundial, reportandose
casos de toxicosis por plantas en todo el mundo. El interés por este tipo de plantas ha
motivado estudios, por ejemplo, en 1995 las pérdidas econd6micas debido al
envenenamiento de animales por el consumo de plantas venenosas, en especial
ganaderia, impulso la creacion del Laboratorio de Investigacion de Plantas Venenosas
(PPRL) con el objetivo de identificar plantas y compuestos toxicos. (Welch et al.,

2012).

Ecuador es un pais con una gran biodiversidad al albergar mas de 25 000
especies de plantas en su territorio gracias a su geografia, la cordillera de los Andes
separa al pais en tres regiones naturales, lo que ha generado una gran diversidad de
hébitats que son adecuados para el surgimiento de nuevas especies (Guides, 2019).
Esta diversidad vuelve al pais una fuente potencial de productos bioldgicos de interés,
los cuales pueden tener aplicaciones practicas en diferentes areas y ser el punto de
partida de diferentes investigaciones (Armijos et al., 2021). No obstante, en el Ecuador
se ha dado poca atencién a este tema, la informacién es escasa y no se investiga a
fondo los componentes bioactivos de las plantas; durante los Gltimos 5 afios se han

escrito alrededor de 100 articulos cientificos de mas de 120 diferentes plantas
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medicinales ecuatorianas basados en estudios fitoquimicos y farmacologicos (Armijos
et al., 2021). Ademas, el 50% de las publicaciones cientificas se centran Unicamente

en 8 familias de plantas de un total de 254 existentes en el pais (Malagon et al., 2016).

El PPRL indica que el avance en la comprension y el tratamiento potencial de
enfermedades humanas se ha dado como un resultado de investigaciones de los
principios téxicos derivados de las plantas venenosas (Welch et al., 2012). En laregion
amazébnica del Ecuador se encuentra una planta conocida por los nativos como
“Guarinbishe”, cuyo contacto provoca una alergia aguda a los seres humanos y hasta
el momento no ha sido descrita ni se encuentra bibliografia especifica de ello; por esta
razon, se propone el estudio de esta planta silvestre con la finalidad de determinar su
potencial actividad toxicolégica y determinar los compuestos bioactivos en macro que

se encuentran presentes.

Justificacion

El potencial téxico de una planta puede provenir de distintos constituyentes
gue son parte del metabolismo secundario propio de la planta y puede incluir una
amplia variedad de especies quimicas como alcaloides, saponinas, terpenoides,
compuestos fendlicos, entre otros, que pueden encontrarse en sus hojas, frutos,
semillas, raices, tallo y flores. Con la finalidad de evaluar el potencial toxico de una
especie vegetal es necesario emplear diferentes ensayos basados en modelos
biol6gicos (Hamidi et al., 2014); uno de estos ensayos es la cuantificacion de la
mortalidad de Artemia salina (BSLA, por sus siglas en inglés), que presenta varios
beneficios al ser un método econdmico al cual se puede considerar como punto de
partida para evaluar la citotoxicidad y actividad antitumoral de varios compuestos
(incluidos los extractos de plantas), ya que es facil de cultivar y esta bien estudiado, a
diferencia de los métodos tradicionales en el descubrimiento de nuevos farmacos que

incluyen pruebas in vitro con lineas celulares tumorales y pruebas en mamiferos
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pequefios como los ratones que resultan mas costosas y complicadas (Ntungwe et

al., 2020).

A pesar de que las plantas tdxicas son una causa importante de la morbilidad
y mortalidad (Serrano, 2018), es importante investigar los metabolitos causantes de
su toxicidad y a mayor profundidad su mecanismo de accion dentro del metabolismo.
La investigacion que realizan las universidades es en realidad grande, cerca del 32%
de estas investigaciones son transferidas a empresas que contindan la investigacion
con el objetivo de identificar nuevas dianas de interés biotecnologico (Kneller, 2010);
en las universidades se ha dado los principales hallazgos de moléculas de interés,
especialmente a través de cribados (Coles & Cloyd, 2012), llegando a constituirse
como un beneficio para el desarrollo de nuevos productos farmacoldgicos e

industriales.

Objetivos

Objetivo General

Desarrollar el analisis fitoquimico de la planta “Guarinbishe” con la finalidad de

determinar su potencial actividad toxicolégica

Objetivos Especificos

e Recolectar e identificar la especie vegetal en campo para determinar su

identidad botanica.

¢ Identificar los compuestos mediante pruebas fitoquimicas y cromatografia en

capa fina

e Instalar el ensayo de letalidad de Artemia salina (BSLA) para determinar el

LC50 usando extractos de la especie vegetal.
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Capitulo Il: Marco Teorico

Botanica Sistematica

La botanica sistemética consiste en la identificacion, clasificacion y
nombramiento ordenado de las plantas segun lo establecido en un sistema de reglas,
todas las plantas que pertenecen a un grupo en particular comparten cierto nimero
de caracteristicas o atributos similares tales como formas o estructuras (Huaman,

1980).

La botanica sistematica tiene el objetivo de proveer un sistema de clasificacién
atil para todos los individuos del reino de las plantas, valiéndose en dos puntos de
vista: el primero hace uso de las comparaciones morfoldgicas, datos de la distribucién
geografica y otros tipos de informacion cuya atencion sea lo suficientemente
relevante; y segundo menciona como los taxénomos deben tomar de forma imparcial
todos los tipos de informacion obtenida con la finalidad de mejorar, aceptar o rechazar

las clasificaciones ya existentes (Keck, 1957).

Farmacognosia

La farmacognosia es la investigacion de productos naturales, donde se
examina la quimica, los origenes y las funciones biolégicas de las moléculas
pequefias que se encuentran presentes en la naturaleza. Estas fuentes incluyen
plantas, animales, hongos y microorganismos de ambientes terrestres, de agua dulce
y marinos en todo el planeta. El origen de la investigacion de productos naturales
precede por mucho tiempo a la formalizacion del método cientifico con el desarrollo
de remedios a base de hierbas por parte de los pueblos indigenas (The University of

Mississippi, 2021).

Los seres humanos han utilizado a las plantas como fuente medicinal desde
los comienzos de la civilizacion humana y aun en la actualidad se siguen utilizando;
se sabe que el 80% de la poblacién en los paises en vias de desarrollo aun confian

en la medicina tradicional (Orhan, 2014). Ademas, se conocen muchos medicamentos
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gue son de origen vegetal como la artemisinina, cafeina, acido salicilico, vincristina,

taxol, colchicina (Perveen & Al-Taweel, 2019), entre los mas conocidos.

Herbario

Un herbario es una coleccién de especimenes de plantas secas, los cuales se
encuentran organizados de manera accesible, siendo usados de forma frecuente
como una fuente primordial de informacion en investigaciones taxondmicas orientadas

a las ciencias vegetales (Victor et al., 2004).

Los herbarios pueden albergar muchas referencias taxondémicas y geograficas,
como por ejemplo floras o0 manuales que resultan muy utiles en la identificacion de
plantas, asimismo, el almacenamiento computarizado en la base de datos facilita el
acceso a la informacion de todos los especimenes del herbario, e incluso de otros que
se encuentran en otros herbarios los cuales han otorgado acceso a sus colecciones

de ejemplares (Aggarwal, 2012).

Artemia salina

Las artemias son un género de los crustaceos pertenecientes al subfilo
Branchiopoda (ITIS, 2022; Sorgeloos et al., 1986). Artemia salina es una especie
dentro de esta familia, morfol6gicamente esta conformada por un cuerpo segmentado
en tres partes: cabeza, térax y abdomen; con una longitud de entre 8 y 12 milimetros
y un ancho de 4 milimetros (Figura 1). El cuerpo a su vez se encuentra recubierto por
un exoesqueleto de quitina al cual los musculos se unen internamente (Abatzopoulos
et al., 2013). Este individuo es capaz de soportar un rango de salinidad bastante
amplio, sus quistes (huevos de resistencia) son capaces de permanecer en una
diapausa bastante prolongada que causan que sea necesario una serie de procesos

bioquimicos para el desarrollo luego del periodo de dormancia (Browne, 2018).
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Figura 1

Partes del nauplio o larva de Artemia

Larva de Artemia salina

Torax

Abdomen

\Antenula

Estas se encuentran de forma natural en los lagos salados y es bastante
comun verlas en acuarios u otros tipos de cultivo de peces debido a su valor nutricional
(Alas et al., 2017), no obstante, las artemias tienen una gran importancia dentro de la

investigacion en diferentes ramas de la ciencia.

Parametros y Proceso de Eclosién de Artemia salina

El medio en el cual se realiza la incubacién de las artemias es el principal
elemento de importancia en el proceso de eclosion; el ingrediente principal de este es
el agua de mar y puede ser elaborada de manera artificial al afiadir sal no yodada al
agua para producir la salinidad (Bahr et al., 2021). El tiempo del proceso de eclosiéon
puede variar de entre 24 a 48 horas segun el porcentaje de salinidad y pH del medio,
la temperatura ambiente del lugar de incubacion, las condiciones de aireacion e

iluminacion y la densidad de quistes sembrados (Rajabi et al., 2015).

El proceso de eclosiéon de artemia comienza con los quistes secos en estado
de criptobiosis los cuales recobran su metabolismo luego de ser hidratados y

posteriormente al transcurrir 24 horas el embridn es visible debido a la ruptura de la
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membrana exterior del quiste. En las horas siguientes el embribn completara su
desarrollo dentro de la membrana de eclosion, de la cual surgira el embriébn que
continuara a un estado larvario (nauplio) permitiéndole circular libremente (Sorgeloos

et al., 1986).

El Uso de Artemia salina en Investigacion y Educacién

Las artemias han sido utilizadas ampliamente por cientificos en varias areas
de estudio ya que son una fuente de animales de facil manejo y con caracteristicas
gue las vuelven adecuadas para diversas investigaciones por parte de ecotoxicélogos,
genetistas, bidlogos moleculares, farmacéuticos, bioquimicos y radiobiélogos

(Abatzopoulos et al., 2013).

Ensayo de Letalidad de Artemia salina

El ensayo de letalidad de Artemia salina se emplea actualmente para evaluar
los efectos citotdxicos de compuestos quimicos bioactivos, sirviendo para evaluar de
forma preliminar la toxicidad de extractos de plantas, toxinas de hongos, pesticidas,
entre otros (Sarah et al., 2017). Michael et al. (1956) fueron los primeros en proponer
este ensayo el cual fue desarrollado posteriormente por otros investigadores
permitiendo emplearlo de forma exitosa como un ensayo guiado para la deteccién de
citotéxicos y agentes antitumorales, de forma rapida, simple, econdémica y sin la

necesidad de emplear equipos especiales.

Concentracion Letal 50

La concentracion letal 50 (LC50) es la concentracién minima de un compuesto,
elemento o material la cual se espera que cause la muerte del 50% de los individuos
que han sido expuestos en un ensayo de toxicidad; esta concentracion es calculada

de forma estadistica (Gad, 2014).
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La mayor parte del carbono y nitrdgeno que las plantas asimilan, es usado

para la sintesis de compuestos que forman parte del metabolismo primario y son

indispensables para el correcto funcionamiento del organismo, entre ellos los

aminoéacidos, carbohidratos y lipidos; como derivados de estos, se sintetizan los

metabolitos secundarios, los cuales no son indispensables para la vida de los

organismos, sino mas bien cumplen funciones especificas como brindar proteccion

contra depredadores o atraer insectos polinizadores, caracteristicos de las plantas

superiores. La fitoquimica estudia estos compuestos y su investigacion incluye varias

etapas (Mendoza & Escamilla, 2018):

e Extraccion de los compuestos a analizar a partir de una muestra o

espécimen.

e Separacion y aislamiento de estos.

e Identificacion y/o caracterizacion de los compuestos aislados.

¢ Investigacién de las rutas biosintéticas de una determinada molécula.

e Determinacion o valoracion cuantitativa

Figura 2

Clasificacion de los compuestos fitoquimicos

[ Polyphenols ] [ Carotenoids ] [Glucnsinolaies} [Polysaocharides} [ Lectins ] [ Terpenes }
» Flavanones » p-carotene » Glucoiberin # Cellulose » Concanavalin A » Cinein |

» Flavones > Cryptoxanthin 5 Progoitrin # Hemicellulose # Wheat germ agglutinin  ~ Geraniol

# Dihydroflavonols # Lutein > Sinigrin # Arabinoxylans = Ricin = Calotropin

# Flavonals » Zeaxanthin » Gluconapolelferin Arabinogalactans  peant agglutinin # Strigal

» Flavan-3-ols
* Anthocyanidins
> Isoflavones

# Proanthocyanidins
» Phenols Alkaloids
» Benzoic acids

# Hydrolyzable
tannins

# Acetophenones

# Phenylacetic acids

» Cinnamic acids

» Coumarins

» Benzophenones

» Xanthones

» Stilbenes

# Chalcones

# Lignans

» Secoiridoids

» Ajmaline

= Berberine

= Caffeine

» Camptothecin
» Cocaine

» Codeine

* Hyoscyamine
+ Irinotecan

» Morphine

= Nicotine

#» Moscapine

» Oxycodone

» Oxymorphone
* Papaverine

» Polyfructose
# Glucoraphanin » Polydextrose
» Glucoalyssin

. Inulin
» Glucocapparin -

A » Oligofructans
= Glucobrassicin » Oligosaccharide
» Neoglucobrassicin > Gums
# Glucosinalbin » Mucilages

» Glucotropaealin = Peclins

7 Gluconasturtiin

Allium
Polyacetylenes compounds

= Falcarinol - :;'e"".'.'”
* Falcarindiol - IS':;T:'..’L
» Panaxydiol - .
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Nota. Tomado de Campos-Vega y Dave Oomah, 2013.
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» Portulaxanthin
= Indicaxanthin
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Alcaloides

Los alcaloides son metabolitos secundarios que se encuentran presentes en
bacterias, hongos y principalmente en plantas superiores (Qiu et al., 2014). Se define
como un compuesto organico ciclico que contiene nitrégeno en estado de oxidacién
negativo, lo cual lo vuelve de limitada distribucién en los organismos. Existen cerca de
20 000 alcaloides conocidos aislados de plantas; también se han encontrado en
hongos, organismos acuéticos como algas, dinoflagelados, peces globo y en animales
terrestres como insectos, salamandras, sapos y ranas; los alcaloides se han
clasificado en dos grandes grupos: alcaloides de indol y alcaloides de isoquinolina

(Verpoorte, 2005).

Dentro de las actividades biolégicas atribuidas a estos compuestos, se
encuentran: la actividad antitumoral, el efecto sobre el sistema nervioso central, el
efecto antiinflamatorio, los efectos antibacteriano, antiviral, insecticida, y el efecto

hipoglucémico (Qiu et al., 2014).

Saponinas

Las saponinas son glucésidos de C27 a C30 que se encuentran en las plantas
en grandes cantidades, aunque también se ha encontrado en ciertos organismos
marinos como los pepinos de mar, erizos de mar y estrellas de mar en cantidades
variadas principalmente como una fuente de defensa. Existen 3 principales grupos:
glucésidos triterpénicos, glucosidos de esteroides y glucésidos de alcaloides

esteroides (Hostettmann & Marston, 2005).

Cuando las saponinas son agitadas en agua forman una especie de espuma
jabonosa, presenta ademas efectos hemoliticos sobre los globulos rojos, propiedades

de union al colesterol y sabor amargo (Savage, 2016).
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Taninos

Son compuestos fendlicos o polifenoles, que se encuentran abundantemente
en el reino vegetal, poseen una estructura comprendida por un anillo aromatico de
benceno con uno o mas sustituyentes hidroxilo, representando un grupo grande y
diverso de moléculas que incluye a los hidrolizados, condensados y complejos. Los
alimentos y bebidas ricos en taninos poseen un caracter astringente cuando precipitan
con las proteinas salivales (Ky et al., 2016). Clasicamente se conoce a los taninos
como metabolitos secundarios capaces de convertir la piel fresca de animal en cuero
(curtiembre). Actualmente se clasifican de acuerdo con sus caracteristicas
estructurales en: galotaninos, elagitaninos, taninos complejos y taninos condensados

(Sieniawska & Baj, 2017).

Aunque se ha descubierto taninos en algas, se sabe que en las plantas brindan
proteccion ante infecciones microbianas, ataques de insectos y animales; pueden
ejercer sus efectos biolégicos de dos maneras diferentes: como inabsorbibles, estos
suelen ser estructuras complejas con propiedades aglutinantes que pueden producir
efectos antioxidantes, antimicrobianos y antimutagénicos en el tracto gastrointestinal,
0 como absorbibles, generalmente son estructuras de bajo peso molecular que se

absorben facilmente (Ky et al., 2016; Sieniawska & Baj, 2017)

Flavonoides

Son un metabolito secundario que poseen una estructura fendlica,
ampliamente distribuido en el reino vegetal; los flavonoides son utilizados por las
plantas para su crecimiento, defensa y proteccion ante el estrés bidtico y abiotico
como los rayos UV; son responsables del color y aroma de las flores y las frutas
(Panche, Diwan & Chandra, 2016). Estos compuestos se subdividen en flavonoles,
flavan-3-oles, flavonas, flavanonas, isoflavonas y antocianinas (Kaleem & Ahmad,

2018).
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Los grupos funcionales hidroxilo de los flavonoides median sus efectos
antioxidantes eliminando los radicales libres y/o quelando iones metélicos; muchos
estudios han sugerido que, debido a su alta propiedad antioxidante, los flavonoides
tienen efecto contra enfermedades infecciosas, degenerativas, cardiovasculares,

otras enfermedades relacionadas con la edad y cancer (Kumar & Pandey, 2013).

Terpenos

Son metabolitos secundarios y corresponden al grupo mas grande, estan
formados por cinco unidades de isopreno que se ensamblan entre si de varias
maneras. Los terpenos son hidrocarburos simples mientras que los terpenoides son
una especie de terpenos modificados, con diferentes grupos funcionales y un grupo
metilo oxidado movido o eliminado en varias posiciones; de acuerdo a sus unidades
de carbono se dividen en monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos y

triterpenos (Perveen, 2018).

Estos isoprenoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas y
animales, siendo estos Ultimos terpenos mas grandes como los esteroles y el
escualeno (Cox-Georgian, Ramadoss, Dona & Basu, 2019); también se encuentran
en hongos, organismos marinos, insectos, esponjas, liquenes y ceras protectoras de
insectos (Perveen, 2018). Se ha descrito diferentes propiedades biolégicas, incluidas
la actividad antitumoral, antiinflamatoria, antibacterial, antimalarica, efecto antiviral,
prevencion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares, actividad
hipoglucémica, resistencia a insectos, inmunorregulacién, antioxidacion,

antienvejecimiento y neuroproteccion (Yang et al., 2020).

Cumarinas

Las cumarinas son una clase de compuestos fendlicos formados por la
asociacion de anillos de B-pirona con benceno (Gupta & Pandey, 2020). La presencia
de un &tomo electronegativo permite la formacién de enlaces de hidrégeno,

aumentando la solubilidad (Penta, 2016). Con base en el patron de sustitucion, las
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cumarinas muestran propiedades anticancerigenas, anticoagulantes,
antimicrobianas, antioxidantes, hepatoprotectoras, antitrombdéticas, antivirales, y

actividad antiinflamatoria (Penta, 2016).

Resinas

”

El término “resina™ se usa para describir productos amorfos, mas o menos
sélidos, de naturaleza quimica compleja, que al calentarse se ablandan y finalmente
se derriten; son insolubles en agua, pero se disuelven mas o menos por completo en
alcohol, cloroformo y éter. Quimicamente, las resinas son mezclas complejas de
acidos de resina, alcoholes de resina (resinoles), fenoles de resina (resinotannoles),
ésteres y compuestos quimicamente inertes conocidos como resenos. Se asocian
también con aceites volatiles (oleorresinas), con gomas (gomorresinas) o con aceite
y goma (oleogomorresinas). Sin embargo, no se puede hacer una distincién estricta
entre estos grupos, ya que productos como la masilla y el amoniaco, que
generalmente se consideran una resina y una resina de goma, respectivamente,

contienen aceite volatil. Las resinas también se pueden combinar de forma glucosidal

con azlcares, como en la familia Convolvulaceae (Trease G., & Evans WC. (1983).

Métodos de Extraccion de Metabolitos

Tradicionalmente se ha obtenido los compuestos de las plantas a través de
una extraccion solido-liquido; los métodos incluyen la maceracion, infusion, extraccion
Soxhlet y destilacion por vapor, donde todos involucran una difusion del solvente por
las células de la planta, solubilizacion de los fitocompuestos dentro de la matriz
vegetal, y finalmente una difusién del solvente rico en fitocompuestos hacia el exterior

de las células de la planta (Harbourne et al., 2013).



Solventes Quimicos

Figura 3

Polaridad de los diferentes solventes

‘ : Punto de | Nuamero de ‘
indice de polaridad Disolverite | Viseositad | i ion | misciblidag | 207t (m)
cP, 20°C Lambda
C (1 atm) (M)

-0.3 N-decano 0.92 174.1 29
-0.4 Iso-octano 0.50 99.2 29 210
0.0 N-hexano 0.313 68.7 29

0.0 Ciclohexano 0.98 80.7 28 210
1.7 Eter butilico 0.70 142.2 26

1.8 Trietilamina 0.38 89.5 26

22 Eter isopropilico 033 | 683 210
2.3 Tolueno 0.59 100.6 23 285
2.4 P-xileno 0.70 138.0 24 290
3.0 Benceno 0.65 80.1 21 280
33 Eter bencilico 5.33 288.3

3.4 Cloruro de metileno 0.44 39.8 20 245
3.7 Cloruro de etileno 0.79 83.5 20

3.9 Alcohol butilico 3.00 17.7

3.9 Butanol 3.01 177.7 15

4.2 Tetrahidrofurano 0.55 66.0 17 220
43 Acetato de etilo 047 77.1 19 260
43 1-propanol 2.30 97.2 15 210
4.3 2-propanol 2.35 1172.7 15

4.4 Acetato de metilo 0.45 56.3 15,17 260
4.5 Metiloetilcetona 043 80.0 17 330
4.5 Cicloh 224 155.7 28 210
4.5 Nitrobenceno 2,03 210.8 14, 20

4.6 Benzonitrilo 1.22 191.1 15,19

4.8 Dioxano 1.54 101.3 17 220
5.2 Etanol 1.20 78.3 14 210
5.3 Piridina 0.94 1153 16 305
53 Nitroetano 0.68 114.0

5.4 Acetona 0.32 56.3 15,17 330
55 Alcohol bencilico 5.80 2055 13

5.7 Metoxietanol 1.72 124.6 13

6.2 Acetonitrilo 0.37 81.6 11,17 190
6.2 Acido acético 1.26 117.9 14

6.4 Dimetilformamida 0.90 153.0 12

6.5 Dimetilsulfoxida 2.24 189.0 9

6.6 | Metanol 0.60 64.7 12 210
73 Formamid 3.76 210.5 3

9.0 Aqua 1.00 100.0

Nota. Tomado de Cienytech, 2012.

Metanol
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El metanol es un producto quimico que se produce en todo el mundo, su

produccion es de interés académico y comercial; sus usos abarcan principalmente

para la produccion de formaldehido (Chinchen et al., 1988). Es un liquido incoloro,

movil, neutro y de ligero olor alcohdlico, es higroscépico, atil como fluido secante,

completamente miscible con agua, por ello es muy usado como solvente de sustancias
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organicas a pesar de que es volatil, inflamable y toxico (El-Zeftawy, 1995),

contribuyendo asi con la I+D.

Cloroformo

El cloroformo, también llamado triclorometano, es un liquido claro, denso,
incoloro y no inflamable con un olor agradable, de sabor dulce e insoluble en agua, el
cloroformo se disuelve facilmente en alcohol, acetona, gasolina y otros solventes
organicos. Se utiliza como solvente en laboratorios debido a su relativa falta de
reactividad y miscibilidad con la mayoria de los liquidos organicos, asi como en

sintesis organica y en la purificacion de penicilinay ADN (Fisher Scientific, 2021).

Acetato de Etilo

El acetato de etilo es un liquido transparente e incoloro con olor afrutado.
Posee un punto de inflamacion a -4,44 °C, es menos denso que el agua y con vapores
mas pesados que el aire. El acetato de etilo es un éster de acetato formado entre el
acido aceético y el etanol; tiene un papel como disolvente apratico polar, es inhibidor
de la piroglutamil-peptidasa | (EC 3.4.19.3), y un metabolito de Saccharomyces

cerevisiae (PubChem, 2021).

Butanol

El 1-butanol también se conoce como n-butanol o alcohol butilico (a veces
también llamado biobutanol cuando se produce biolégicamente), es un alcohol con
una estructura de 4 carbonos que se utiliza principalmente como disolvente, como
intermediario en la sintesis quimica y como combustible. Hay cuatro estructuras
isoméricas para el butanol y se produce en pequefias cantidades por fermentacion
microbiana intestinal a través de la ruta metabdlica del butanoato, donde se ha
encontrado en Bacillus, Clostridium, Escherichia, Lactobacillus, Pseudomonas,
Saccharomyces, Synechococcus y Thermoanaerobacterium (Human Metabolome

Database, 2021).



Cromatografia

Cromatografia de Capa Fina (TLC)
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La cromatografia en capa fina (Thin layer chromatography, TLC) es

una técnica cromatografica utilizada para separar los componentes de una mezcla

utilizando un respaldo inerte (vidrio, aluminio, etc.) que sostiene una fase estacionaria

delgada (Tabla 2).La TLC se puede utilizar a escala preparativa para purificar

pequefias cantidades de un compuesto, ademas es ampliamente utilizada por su

simplicidad, bajo costo relativo, alta sensibilidad y velocidad de separacion. La TLC

funciona segun el mismo principio que toda la cromatografia: un compuesto tendra

diferentes afinidades por las fases moévil y estacionaria, afectando la velocidad a la

gue migra. El objetivo de TLC es obtener puntos bien definidos y separados de los

diferentes compuestos (Touchstone, 1992).

Tabla 1

Fases estacionarias comunes, mecanismo cromatografico y aplicaciones.

Fase estacionaria

Mecanismo

cromatografico

Aplicacion tipica

Gel de silice

Gel de silice RP

Adsorcién

Fase inversa

Esteroides, aminoacidos, alcoholes, hidrocarburos,
lipidos, aflaxtoxina, bilis, acidos, vitaminas, alcaloides
Acidos grasos, vitaminas, esteroides, hormonas,

carotenoides

Celulosa, tierra de Dividir Carbohidratos, azucares, alcoholes, aminoacidos,
diatomeas acidos carboxilicos, acidos grasos
Oxido de aluminio Adsorcion Aminas, alcoholes, esteroides, lipidos, aflatoxinas,

acidos biliares, vitaminas, alcaloides

Celulosa PEI

Silicato de

magnesio

Intercambio iénico

Adsorciéon

Acidos nucleicos, nucleétidos, nucledsidos, purinas,
pirimidinas

Esteroides, pesticidas, lipidos, alcaloides

Factor de retencién

Una vez completada la separacion, los compuestos individuales aparecen

como manchas separadas verticalmente. Cada mancha tiene un factor de retencion
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(Rf) que es igual a la distancia migrada sobre la distancia total cubierta por el solvente.
El valor de Rf se puede utilizar para identificar compuestos debido a la singularidad
de cada uno. Al comparar dos compuestos diferentes en las mismas condiciones, el
compuesto con el mayor valor de Rf es menos polar porque no se adhiere a la fase
estacionaria tanto tiempo como el compuesto polar, que tendria un valor de Rf mas

bajo (Touchstone, 1992).

Disolvente (fase movil)

La seleccion adecuada de un solvente es importante en el TLC y puede
requerir un grado de prueba y error. Un disolvente comun es el hexano:acetato de
etilo (1:1). La variacion de la relacion puede tener un efecto pronunciado de Rf. Los
valores de Rf varian de 0 a 1, donde 0 indica que la polaridad del solvente es muy
baja y 1 indica que la polaridad del solvente es muy alta. Si el valor es O, se debe
aumentar la polaridad del solvente, si el valor es 1, se debe disminuir la polaridad del

solvente (Touchstone, 1992).

Visualizacién

Se puede utilizar placas fluorescentes, para observar varios compuestos
iluminando la placa con UV de onda corta. El enfriamiento provoca manchas oscuras
en la superficie de la placa. Para los compuestos que no son activos frente a los rayos
UV, se pueden utilizar varios colorantes quimicos (revelador). Estos pueden ser muy
generales o pueden ser especificos para una molécula o grupo funcional en particular

(Touchstone, 1992).

Cromatografia de Columna

La cromatografia de columna (CC) es la técnica mas eficaz utilizada en la
separacion de extractos de plantas en sus componentes de forma pura. Este es un
método cromatografico preparativo y la fase estacionaria, generalmente con gel de
silice se empaqueta en una columna y la fase mdvil (eluyente) se pasa a través de la

columna después de cargar la muestra (extracto) en la parte superior de la fase
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estacionaria (es decir, junto con gel de silice). La fase mévil transporta los compuestos
presentes en la mezcla a una velocidad diferente segun sus afinidades con las fases
estacionaria y movil. Finalmente, los componentes de los compuestos se pueden
recolectar junto con la fase movil. La cromatografia en columna es de dos tipos: la
cromatografia de columna normal y la cromatografia de columna ultrarrapida (Singh

etal., 2021).

La cromatografia de columna también se utiliza para separar proteinas, para
analizar o caracterizar diferentes materiales y/o reacciones, y se puede utilizar para
estudiar la cinética de una reaccion enzimatica. (Regenstein & Regenstein, 1984). En
la cromatografia de columna se utilizan varias fases estacionarias, como silice,
alimina, fosfato de calcio, carbonato de calcio, almidon y magnesia, y diferentes
composiciones de disolventes basadas en la naturaleza de los compuestos que se
van a separar y aislar. La optimizacion del método es una tarea importante en la
separacion de diferentes grupos de compuestos en extractos vegetales (Srivastava et

al., 2021).

Figura 4

Esquema de una cromatografia de columna
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Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La espectroscopia de RMN es una técnica que ha sido empleada en la
determinacion de la estructura de una gran parte de moléculas organicas o biolégicas,
siendo una herramienta de uso general en lo que respecta a la identificacion de
estructuras presentes en compuestos y mezclas, ya sean estas liquidas o solidas

(Lambert, Mazzola y Ridge, 2019).

La RMN involucra la carga magnética del nacleo cuando estos se encuentran
en un campo magnético provisto y los desplazamientos que ocurren en las ondas de
radio del espectro que se esta observando. Cuando se realiza una espectroscopia se
obtiene un espectro el cual presenta caracteristicas como frecuencia, intensidad o la
forma de las lineas espectrales, dependiendo todas estas caracteristicas de los
parametros moleculares del RMN. De esta manera la realizacion de una
espectroscopia de RMN resultard en un espectro el cual sera evaluado e interpretado
segun los pardmetros iniciales utilizando distintos modelos y asi obtener datos que
pueden servir para evaluar problemas como la determinacién de estructuras u otros

(Harris, 1986).

Fundamentos béasicos de la espectroscopia de RMN

El nucleo de los &tomos cuando es afectado por un fuerte campo magnético
empieza a comportarse de manera similar a un pequefio magneto, empezando a
resonar en una frecuencia especifica cuando este es atravesado por multiples ondas
de radiofrecuencia. La frecuencia a la cual resuena el nlcleo es medida y convertida
en un espectro RMN en el cual las frecuencias de todos los atomos se mostraran
como picos en un grafico, cuya altura dependera del nimero de nicleos que resuena
en cierta frecuencia (intensidad de la sefal). Los valores de dichas frecuencias
también pueden ofrecer informacién acerca de otros atomos que se encuentran en los

alrededores (Zinkel, 2019).
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Aplicaciones de la espectroscopia de RMN

La RMN ha encontrado mdltiples aplicaciones a través de varias diciplinas en
campos como la medicina, la investigacion cientifica y numerosas industrias. Esta es
de gran importancia en la biologia estructural permitiendo el andlisis y la
caracterizacion de macromoléculas organicas. Otras de las aplicaciones de la RMN
son el disefio y cribado de drogas, analisis de metabolitos, andlisis de quimicos,
dindmicas moleculares, hidratacion de proteinas, entre otras (Michigan State

University, 2010).
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Capitulo lll: Materiales Y Métodos

Localizacion
La ejecucion del trabajo de investigacion se realiz6 en el laboratorio de
Ciencias Quimicas de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE Sede Santo

Domingo, Km 24 via a Quevedo.

Muestras Colectadas

La planta conocida como “Guarinbishe” por los habitantes de la zona es
descrita como una especie vegetal que provoca reacciones alérgicas, dato que fue
compartido como parte del conocimiento ancestral de los habitantes de la zona. Con
esta informacion se decidio realizar un estudio fitoquimico de la planta y determinar el
componente causante de la irritacion para lo cual se tomaron las hojas maduras en
base a la informacion que aportaron los habitantes. Las muestras se colectaron el 14
de agosto del 2021 a las 13h00 aproximadamente, en el canton Palanda, provincia de
Zamora Chinchipe con Latitud (DMS): S 4°44'18,68892" y Longitud (DMS): W
79°8'42,01692", a 1200 m.s.n.m; temperatura ambiental de 31 °C y humedad relativa

del 98%.

Se tomaron muestras de las hojas del arbol, evitando tomar foliolos
necrosados, con manchas o dafiados por mordeduras de insectos; colectando ~10 kg
de hojas frescas las cuales fueron lavadas con agua comun para eliminar los residuos
adheridos (Cornell Nutrient Analysis Laboratory, 2021) y transportadas en sacos de

nylon a la ciudad de Loja.

Identificacion de la Planta

Para la identificacion, se tom6 muestras fértiles de la planta, las que fueron
llevadas al Herbario de la ESPE Sede Santo Domingo y con la ayuda del botanico Dr.
Fernando Hurtado se realizé la determinacion de la especie. La descripcion
morfoldgica de las hojas, flores y fruto se realizé de acuerdo con lo publicado por

Ramirez (2004).
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Tratamiento

Luego de 24 horas las muestras colectadas se trasladaron a la ciudad de Loja,
donde fueron sometidas a secado a temperatura ambiente y aireacién constante
durante 7 dias, posteriormente en los laboratorios de la Universidad se realiz6 un

secado final a 40 °C en una estufa (Memmert 30-160) durante 48 h.

Obtencidn del Extracto

Se pesaron 200 g de hojas secas, previamente trituradas con un molino
comun, posteriormente se colocaron en un matraz y se afiadio 1,2 L de una solucién
de metanol:cloroformo (1:1), cubriendo completamente la muestra y dejandola reposar

durante la noche (overnight).

El extracto obtenido se filtrd y luego se utilizé un rotavapor (LABOCON, modelo
LRE-801 Touch) para recuperar los solventes y obtener el extracto crudo (EQ). Se
obtuvieron aproximadamente 53 g de pasta EO, de la cual se separaron 10 g para
pruebas fitoquimicas y el BSLA. ~40 g para otra separacion con diferentes solventes
y los ~3 g restantes se perdieron en el proceso de trasvase de recipientes. Se
resuspendieron ~40 g del extracto y se colocaron en un embudo de separacion para
proceder con una separacion liquido-liquido con 140 mL de una solucién de acetato
de etilo: agua (1:1); la fase acetilica se coloco en un recipiente y la fase acuosa se
lleva nuevamente al embudo de separacion con 70 mL de acetato de etilo, se agita 'y
se deja reposar por 30 min, se repite este proceso 1 vez mas, sumando un ciclo de 3
repeticiones. La fase acetilica se lleva al rotavapor para recuperar el extracto
intermedio (E1). Se tomo la fase acuosa remanente y se realizé el mismo
procedimiento (Figura 5), pero usando butanol en esta ocasién, la fase butanolica se

lleva al rotavapor para recuperar el extracto (B1).
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Figura 5

Esquema de obtencion del extracto y sus respectivas fracciones

Hojas secas Clorafarmo:metanal
trituradas. {(11)

Maceracion
L (over night)

2
Extracto crudo

(EO) Acetato de etilo:agua

(11)

Y
Separacion
(liquido-liquido)

! |

Fraccién acetilica

Residuo acuoso
(El) Butanal:residua acuoso

Y
—

Separacién
(liquido-liquido)

! !

Fraccién butandlica
(B1)

Residuo acuoso

Ensayo de Letalidad de Artemia salina (BSLA)

Estandarizacion

Se realizé la estandarizacion del pie de cria de artemias preparando una
solucién de agua de mar artificial iniciando con una concentracion de 3.8 % empleando
cloruro de sodio y regulando el pH entre 8 — 8.5 utilizando carbonato de sodio (Na>COs
0.1 N). Se varié la densidad de siembra y se utilizé una bomba de pecera como fuente

de oxigeno y una ldmpara comun como fuente de iluminacion (Hamidi et al., 2014).

Para realizar el BSLA se tomaron 10 nauplios recién eclosionados con una
pipeta y se colocaron en un pocillo el cual fue aforado hasta lograr un volumen de 1
mL. El extracto EO obtenido anteriormente fue diluido en solucién salina (0.9 %)
usando acetona (9.35 %) y Tween 20 (3.74 %) para incrementar la solubilidad. Se
prepararon varias concentraciones del extracto (Tabla 3) y se afiadio 1 mL de esta a

los pocillos, posteriormente se observaron a los nauplios empleando un
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estereomicroscopio en intervalos de 1h y se registraron el nUmero de individuos vivos

y muertos (Naidu et al., 2014).

Como control positivo se empled el benfurocarb comercial (Nakar) con una
concentracion del 0.29 % y como control negativo se usé 1 mL de una solucion salina
(0.9 %) con de acetona (9.35 %) y Tween 20 (3.74 %) empleada para solubilizar los
extractos. Se realiz6 el mismo procedimiento con el extracto E1 y B1. El experimento

se realiz6 por triplicado.

Tabla 2

Concentraciones evaluadas de los extractos en el BSLA

N° Concentracion N° Concentracion
[mg/mL] [mg/mL]
1 18,06 8 3.40
2 16.26 9 3.17
3  14.45 10 2.94
4 12.65 11 2.72
5 10.84 12 2.49
6 9,03 13 2.26
7 453 14 1.13

Determinacion de la LC50

Se calculd la mortalidad promedio de cada tratamiento segun la siguiente

férmula (Waghulde, 2019):

] Nauplios muetos
Mortalidad (%) =

*
Nauplios totales

Mortalidad total(%) = mortalidad tratamiento — mortalidad control

El valor del LC50 corresponde a la concentracion que es capaz de matar al

50% de los nauplios. Esta fue calculada utilizando el software estadistico R utilizando
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un modelo de dosis-respuesta ajustado a una funcion log-logistica de tres parametros

(LL.3).

Screening Fitoquimico

Prueba para determinar la presencia de saponinas

Se coloc6 una alicuota del extracto en un tubo de ensayo y se afiadieron 3 mL
de agua destilada para posteriormente agitar el tubo repetidamente. La formacion de
una capa de espuma durante mas de 1 min indica un resultado positivo para
saponinas (Muharrami et al., 2020). Se aplica el mismo método para cada muestra a

analizar.

Prueba para determinar la presencia de flavonoides

Se elaboré una solucién tomando una alicuota de extracto, a continuacion, se
afiadieron unas 5 gotas de una solucién de hidréxido de sodio (NaOH) al 10%. La
aparicion de una coloracién amarillenta la cual desaparece al afiadir unas 5 gotas de
una solucion de acido sulfarico (H2S0.) indica un resultado positivo para flavonoides

(Pant et al., 2017). Se aplica el mismo método para cada muestra a analizar.

Prueba para determinar la presencia de taninos y fenoles

Se elaboré una solucién tomando una alicuota de extracto, a continuacion, se
afiadieron 2mL de una solucién de cloruro férrico al 1%. La aparicion de una coloracion
azul oscura indica un resultado positivo para taninos (Nayak et al., 2014). Se aplica el

mismo método para cada muestra a analizar.

Prueba para determinar la presencia de alcaloides

Se elaboré una solucién tomando una alicuota de extracto, a continuacion, se
afiadieron 2 mL de una solucién de acido clorhidrico (HCI) al 10% y luego se afiadieron
3 gotas del reactivo de Wagner. La presencia de turbidez indica un resultado positivo
para alcaloides (Lépez, 2017). Se aplica el mismo método para cada muestra a

analizar.
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Prueba para determinar la presencia de terpenoides

Se tomé una alicuota de extracto y fue disuelta con 2 mL de cloroformo en un
tubo de ensayo, luego se afiadieron 2 mL de acido sulfarico (H.SO4) concentrado por
las paredes del tubo. La aparicion de una coloracion café rojiza indica la presencia de
terpenoides (Igbal et al., 2015). Se aplica el mismo método para cada muestra a

analizar.

Prueba para determinar la presencia de cumarinas

Se elaboro6 una solucion tomando una alicuota del extracto, a continuacion, se
afiadieron 3 gotas de una solucién de hidréxido de potasio (KOH) al 10%. La aparicion
de una coloracion amarillenta la cual desaparece al afiadir 0.5 mL de una solucion de
acido clorhidrico 1 N (HCI) indica un resultado positivo para cumarinas (Lopez, 2017).

Se aplica el mismo método para cada muestra a analizar.

Prueba para determinar la presencia de resinas

Se tomo una alicuota de extracto y se disolvié en 2.5 mL de éter de petroleo,
luego la solucién fue filtrada para posteriormente afiadir 5 mL de una solucion de
acetato de cobre al 10 %. La formacion de una capa petrélea de color verde esmeralda
indica un resultado positivo para resinas (Trease & Evans, 1983). Se aplica el mismo

método para cada muestra a analizar.

Cromatografia en Capa Fina (TLC)

Las placas de cromatografia se preparan colocando una linea a ~0.5 cm del
borde inferior (linea de origen) y una linea a ~0.5 cm en el borde superior (linea de
frente de solvente) y en esta franja se etiqueta con la muestra correspondiente. A
continuacion, se disolvié una porcion de la muestra en un solvente volatil (acetona,
por ejemplo) y con un tubo capilar se coloca pequefias alicuotas en las placas de
cromatografia en la linea de origen, formando una franja de ~4 mm; luego se
introducen las placas en una mezcla de hexano y acetato de etilo (2:1), donde el

solvente debe estar por debajo de la linea de origen. Se dejé tapado hasta que los



42

metabolitos migren a la linea de frente de solvente y se extraen del recipiente para su

secado.

Finalmente se calcula el Rf mediante la siguiente formula (Chemistry Libretext,

2019):

Distancia recorrida por la muestra

Ry = Distancia recorrida por el solvente
Cromatografia de Columna

Se empleo una columna cromatogréafica de 50 cm de longitud y 5 cm de
didmetro, a la cual se le colocé algodon desengrasado en el extremo inferior a modo
de tapdn, a continuacioén, se prepar6 una solucién de hexano:acetato (fase movil) de
etilo en una proporcién de 2:1 la cual se mezcld con Silica gel 60 (fase estacionaria) y
luego se vertié en la columna dejando unos 10 cm libres. Luego, 1 g del extracto E1
solubilizado en acetato de etilo se coloc6 cuidadosamente sobre la silica,
seguidamente se empez06 a afadir la solucién de solventes preparada suavemente
hasta cubrir ampliamente la muestra. Finalmente, la columna empezé a eluir
lentamente y se empezaron a separar fracciones de un volumen similar a las cuales
se le realizo un TLC para determinar la similitud entre las fracciones y posteriormente
extraer el solvente en el rotavapor para posteriores analisis. Cabe recalcar que es
necesario seguir afiadiendo la solucién de solventes o fase movil para evitar que la

columna se seque.

Espectroscopia de RMN
Una alicuota del extracto EO y E1 fueron enviados a la Universidad Nacional

de Colombia donde se realiz6 la espectroscopia de RMN.
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Capitulo IV: Resultados Y Discusion

Identificacion de la Planta

Para la descripcién morfologica se utilizaron las hojas, frutos y flores. Las hojas
poseen un tamafio de ~87 cm desde la base del peciolo hasta el apice del foliolo
(Figura 6); de acuerdo con su estructura, son compuestas imparipinnadas, peciolada
(peciolo visible), de base oblicua, de apice acuminado, con foliolo mesdfilo que mide
alrededor de 20 cm de largo y 7 cm de ancho (Figura 7), con limbo lanceolado, borde
ondulado, superficie nitida, consistencia coriacea, los foliolos poseen nervio primario,
secundario, intersecundario y terciario con disposicion cladédroma, la posicion de las

hojas en el tallo es alterna y espiralada (Figura 8).

Figura 6

Tamafio y apreciacion morfolégica de la hoja y los foliolos
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Figura 7

Tamafio y apreciacién morfolégica del foliolo

Figura 8

Distribucion de las hojas en el tallo

En lo que respecta a los frutos, son una drupa de forma ovaladade 1 — 1.5 cm
de longitud y 0.8 — 1 cm de ancho, cuyo exocarpo toma una coloracion café rojiza
estriada al madurar (Figura 9) el cual se desprende con facilidad dejando a la vista un

mesocarpio de un color blanquecino que contiene una Unica semilla. Se obtuvieron
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inflorescencias inmaduras, donde se aprecian pocas caracteristicas como su origen
axilar, su disposicion es paniculada, cuyas bracteas son de color rojizo en un estadio

temprano (Figura 10). Material de flores no disponible.

Figura 9

Apreciacion morfologica de los frutos

Figura 10

Apreciacion morfoldgica de las inflorescencias
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Cinco caracteristicas fueron claves para la identificacion de la planta en base
a su morfologia. La primera fue las hojas compuestas imparipinnadas, es decir que
terminan en un solo foliolo; un olor a mango; el fruto en forma de drupa con una sola
semilla de color blanco en el interior; los botones florares permitieron observar 5
sépalos y un capullo de pétalos blanco; y finalmente su caracteristica mas importante,
la savia blanquecina que se tornaba marrén oscuro luego de un tiempo de exposicion
al aire, esto es debido a la oxidacion de la savia, también la savia se mantiene
adherida y con agua comun es dificil de lavar. Mediante la busqueda bibliogréafica con
estas caracteristicas nos encontramos a la familia Anacardiaceae, la cual fuimos

derivando hasta llegar a su especie: Toxicodendron striatum (Ruiz & Pav.) Kuntze.

La familia Anacardiaceae posee aproximadamente 700 especies (Aguirre,
2018) que se encuentras distribuidas por diferentes zonas tropicales en todo el mundo,
aunque también se encuentra esta familia en zonas templadas. Algunas especies de
esta familia son conocidas por provocar alergias de contacto debido a la presencia de
compuestos fendlicos en la resina (Martinez-Millan & Cervallos-Ferriz, 2005). Dentro
de las anacardidceas se encuentra el género Toxicondendron, el cual contiene
arboles, arbustos y enredaderas; las plantas de este género son muy conocidas por
causar dermatitis alérgica de contacto, por ejemplo la hiedra venenosa
(Toxicodendron radicans) omnipresente en América del Norte, el roble venenoso
occidental (Toxicodendron diversilobum), roble venenoso del este o del Atlantico
(Toxicodendron pubescens o quercifolium), el zumaque venenoso (Toxicodendron
vernix) y el &rbol chino de la laca (Toxicodendron vernicifluum) distribuido en muchos

paises asiaticos, entre los mas nombrados (Lofgran & Mahabal, 2021).

En Ecuador existe una sola especie de Toxicondendron (eFloras.org, n.d.),
gue corresponde con la especie objeto de estudio en este trabajo (Toxicodendron
striatum), aunque ya existen reportes y descripciones botanicas de la planta en

muchos herbarios en linea (Herbario JBB en linea, 2022; Schoch et al., 2020; Instituto
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de Biologia UNAM, 2019; Alzate et al, 2013; Red de Herbarios del Noroeste de
México, n.d.; SERNEC, n.d.; Universidad EIA, n.d.), no existen estudios fitoquimicos,
filogenéticos, metabolomicos o moleculares actuales que incrementen la informacion
acerca de los metabolitos en esta especie en especifico. Toxicodendron striatum fue
descrito por primera vez por Kuntze (1891) y se encuentra distribuido desde México
hasta Bolivia (Figura 11), incluido Ecuador, donde existen 16 reportes de esta planta
en las provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi Tunguragua, Bolivar y
Zamora Chinchipe; ademas se encontrd que el arbol crece mas en zonas tropicales
predominantemente entre 1000 — 1500 m.s.n.m (Figura 12), segun los datos publicos

de Tropicos.org (n.d.).

Figura 11

Distribuciéon de Toxicodendron striatum en el continente americano
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Figura 12

Reportes de distribucion de Toxicodendron striatum
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Nota. A) Reportes de la especie vegetal en el pais. B) Distribucién en las elevaciones

(m.s.n.m.) donde se encuentra reportada la planta. Adaptado de Tropicos.org (n.d.)

Es compleja la identificacion de Toxicondendron striatum ya que al realizar la
busqueda bibliografica algunos autores la nombran como Rhus striatum, pero el
nombre correcto es Toxicondendron striatum, a pesar de que los dos géneros se
relacionan por su fruto y su resina; a diferencia de las especies del género Rhus,
Toxicodendron provoca una reaccion alérgica (Martinez-Millan & Cervallos-Ferriz,
2005). Ademas, en campo si no se observan flores o frutos, el investigador puede
confundirse al momento de realizar la recolecta de hojas debido a su similitud con
Tapirira guanensis, Mauria ferruginea (no registrada en Ecuador) y Mauria
heterophylla, pero no poseen el latex que pasa de un color blanquecido a un negro

oxidado (Alzate et al., 2013; Smithsonian, n.d.).

Urushiol es un grupo de compuestos conformados por un grupo catecol y una
cadena alquilo variable en el carbono 3 (C3) que se encuentra principalmente en las

plantas del género Toxicodendron (Hodgson, 2012) (Figura 13). La reaccion alérgica
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de contacto por urushiol provoca inflamacién de los tejidos blandos, como los de la
cara (angioedema), pabellon de las orejas, epiglotis, glande y testiculos, de acuerdo
con la informacién recopilada de los habitantes de la zona, lo cual encaja con lo
descrito en modelos con ratones, provocando hinchazon, enrojecimiento y
descamacioén en la piel del oido (Kim et al., 2016); también Moreno (2008) describe
un caso clinico donde indica que los sintomas persistieron durante 15 dias con
presencia de eritemas y micropapulas. La reaccion del urushiol se debe a que las
glicoproteinas de la piel que no son solubles en agua sirven de disolvente para el

urushiol, estabilizando las gotas de savia (Vogl, 2000).

Muchos otros compuestos son capaces de provocar dermatosis, por ejemplo,
las saponinas, glucésidos, enzimas proteoliticas cianogénicas y alcaloides son
capaces de penetrar la piel dafiada, derivando en ampollas (Vaskrsija, 2021). Incluso
Waghulde et al. (2019) reportd en su ensayo de artemias (BSLA) que la presencia de
alcaloides, taninos y flavonoides podria explicar las propiedades citotoxicas del

extracto de Allium fistolisum que evaluaron.

Clasificacién Taxonémica

Luego de haber identificado a la planta “Guarinbishe” como Toxicodendron
striatum o también aceptada como Rhus striatum, se logro realizar su clasificaciéon
taxonémica de acuerdo con Global Biodiversity Information Facility (Grant & Niezgoda,

2020):
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Tabla 3

Clasificacién taxondmica de la planta

Taxdn Nombre

Reino Plantae

Filo/Division Tracheophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Sapindales

Familia Anacardiaceae

Género Toxicodendron

Especie Toxicodendron striatum

Nombre cientifico Toxicodendron striatum (Ruiz & Pav.) Kuntze

Rendimiento de los Extractos
El rendimiento de los extractos, asi como una descripcion de estos se

encuentra indicado en la tabla 4.

Tabla 4

Rendimiento de las fracciones en 200 g de hojas secas

N°  Fraccion Color Consistencia Rendimiento Rendimiento
(9) (%)

1 Cruda Oscura Pegajosa 53 26.5

2 Acetilica Oscura Pegajosa 9.05 453

3 Butanolica Café claro Cerosa 0.92 0.46

Screening Fitoquimico

El screening fitoquimico es un método cualitativo que nos permite identificar
los metabolitos secundarios presentes en las plantas, las diferentes reacciones de
coloracién y precipitacién indican resultados positivos y negativos a cada prueba
realizada, encontrando taninos y fenoles, triterpenos y flavonoides en los extractos
evaluados (Tabla 5) lo cual coincide con los resultados presentados por Li et al. (2021)

en Toxicodendron vernicifluum.

Las saponinas se sintetizan como respuesta al estrés biético y abiotico, su

produccién es una estrategia costo-efectiva para combatir a los patégenos; en los
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insectos, las saponinas aumentan la tasa de mortalidad formando complejos
enzimaticos con las proteasas digestivas, influyendo asi en los procesos de digestion
de los insectos; también pueden tener una actividad insecticida saludable al
desarrollar complejos de colesterol que causan toxicidad celular y falla ecdisial del
insecto (Zaynab et al., 2021); esto contrasta con la presencia de saponinas en el
extracto EO y las subfracciones E1 y B1, que probablemente brindan proteccion a la
planta. Jaramillo-Jaramillo et al. (2016) reportan que a bajas concentraciones las

saponinas y los polifenoles pueden ser letales para Artemia salina.

Compuestos fendlicos como el urushiol poseen una actividad antifingica, por
lo que podrian ser importantes mecanismos de defensa de la planta previniendo
algunas especies de hongos y bacterias (Hostettman et al., 1999); a pesar de ello, es
conocido que el urushiol también produce efectos alergénicos de contacto en seres
humanos, y esto se debe a la cadena alifatica (R). Pacheco et al., (2021) encontraron
que los urushioles son mas alergénicos en comparacion a otros compuestos
analogos, debido a las insaturaciones en toda la cadena R (Figura 13). La cadena
alifatica larga permite la insercion y el trafico del alérgeno dentro de las membranas
biolégicas, y la fraccion catecoélica permite la modificacion covalente de las proteinas

propias y permite la interaccién con humanos.

Figura 13

Ejemplo de urushiol, compuesto por un catecol y una cadena R en la posicion C3

Urushiol
3-(10Z,13E)-10,13-heptadecadien-1-il-1,2-benzenediol

OH

HO
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Tabla 5

Resultado de las pruebas realizadas en el screening fitoquimico, donde:

Metabolito Nombre de la prueba EO El B1
Saponinas Ensayo de espuma + + +
Taninos y fenoles Ensayo de cloruro férrico + + +
Alcaloides Ensayo de Wagner + - +
Triterpenos Prueba de Salkowski + + +
Flavonoides Ensayo de reactivo alcalino + + +
Cumarinas Ensayo de hidréxido de potasio 10% - - -
Resinas Ensayo de acetato de cobre + + +

Nota. EO = Extracto crudo, E1 = Extracto de acetato de etilo, B1 = Extracto
butanolico.

Espectroscopia de RMN

La espectroscopia de RMN es capaz de detectar cualquier molécula que posea
un atomo con un momento magnético nuclear diferente de 0, por ejemplo, el isotopo
del hidrogeno *H posee una abundancia natural del 99,98%, haciendo posible detectar
al menos una sefal en cualquier compuesto biolégico que sea relevante (Krishnan et
al., 2005). La espectroscopia de RMN en este trabajo se realizé para constatar la
presencia del urushiol, compuesto al que se le atribuye la toxicidad causada por
Toxicodendron striatum (Moreno, 2008). Esta se realiz6 utilizando metanol deuterado
(CD3s0OD) para el extracto EO y cloroformo deuterado (CDCls) para el extracto E1 en

un espectrometro (Bruker AVANCE 400) a 400 MHz para *H.



Figura 14

Espectro de RMN del extracto EO y la subfraccién E1
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En el andlisis de RMN se han podido encontrar dos desplazamientos (Figura
14) que aportan informacion para suponer que existe la presencia del urushiol en el
extracto crudo (EO). En el primer desplazamiento (Figura 14 B) se puede encontrar la
presencia del catecol (1 6.53 - 6-62), valores que contrastan con Xie et al. (2016), sin
embargo, no se puede apreciar sefiales en el espectro de la subfraccion E1 (Figura
14 C); el segundo desplazamiento corresponde a una cadena alifatica (dn 1.29)
probablemente de 15 - 18 carbonos que se identificé mediante la simulaciéon de un

espectro de RMN de urushiol (Figura 15), donde los desplazamientos se asemejan

(®n 1.26) con el extracto EO y la subfraccién E1.
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Figura 15
Espectro 1H RMN de una molécula de urushiol predicho, usando el software

MestReNova (v.14.2.0)
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También podemos observar de forma general la presencia de metilos (6 1.00)
(da Costa et al., 2018), triterpenos (du 0.5 — 2) (Wang, 2013), flavonoides (dn 6 — 8)
(Mabry et al., 1964), glucosa (dn 3.45 — 3.95) (Pomin, 2012), saponinas (dx 0.9 — 2),
taninos (0n 7.05 - 7.33) y fenoles (&1 6.85 — 7.5), estos ultimos identificados utilizando

la herramienta de prediccion de moléculas del software MestReNova (v.14.2.0).

Ensayo de Letalidad de Artemia salina (BSLA)

El BSLA es un ensayo simple y adecuado como primer filtro cuando se busca
determinar si un compuesto fitoquimico posee una actividad téxica, al ser econémico
y no requerir de equipos complejos. En este estudio hemos evaluado un extracto
vegetal de Toxicodendron striatum (EQ) y dos subfracciones de este, obtenidas
mediante un método de extraccion liquido-liquido (E1 y B1); donde obtuvimos valores

de LC50 en un rango entre 1.14 mg/mL y 23.28 mg/mL de acuerdo con la mortalidad
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de los nauplios a lo largo de cuatro horas (Tabla 6). Hostettman et al. (1999) indican
gue el ensayo de letalidad de artemias (BSLA) result6é ser un método simple y eficiente

para detectar la presencia de alqu(en)ilcatecoles.

Tabla 6

LC50 obtenido en el extracto vegetal y sus subfracciones.

Extracto vegetal Hora LC50 (mg/mL) Error estandar Significancia
EO 1 23.28 2.23 ok
2 5.77 0.24 il
3 4.66 0.19 rork
4 4.03 0.15 rork
E1l 1 452 0.12 il
2 3.61 0.18 ok
3 3.36 0.10 rork
4 3.14 0.06 rork
B1 1 2.62 5.84e-4 el
2 2.56 0.07 ok
3 1.52 0.10 ok
4 1.14 0.13 *x

Nota. Valores de significancia: “*** = 0, *“* = 0.001, * = 0.01

La mortalidad de los nauplios aumenta conforme aumenta la concentracion de
los extractos, en el caso del extracto EO, a una concentracion de 2.72 mg/mL la
mortalidad es del 7% mientras que a una concentracion de 18.06 mg/mL la mortalidad
es del 20% en la primera hora (Figura 16). El tiempo también es un factor para
considerar puesto que una exposicion mas prolongada naturalmente incrementa la

mortalidad de los nauplios, asi mismo, esta tendra un efecto en los valores de LC50
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Figura 16

Ensayo de mortalidad de Artemia salina usando el extracto EO
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Nota. A = Grafico de dosis-respuesta. B = Gréfico de calor de la mortalidad en funcion

de la concentracion y el tiempo

El valor de LC50 varia entre el extracto EO y las subfracciones E1 y B1, esto
es debido a la diferencia de polaridad que existe en los solventes que se emplearon
en los procesos de separacion, ocasionando que los compuestos bioactivos difieran
entre ellas (Truong et al., 2019). De esta manera en la subfracciéon E1 se concentrara
un mayor contenido de los compuestos no polares presentes originalmente en el
extracto EO al emplear acetato de etilo en el proceso de extraccion liquido-liquido. Asi
mismo, la subfraccion B1 concentrara un mayor contenido de los compuestos polares
gue no se separaron hacia la fase acuosa debido al empleo del butanol en la

separacion por polaridades.

Los valores de LC50 obtenidos se ubican en el siguiente orden luego de cuatro
horas: B1(1.14 mg/mL) > E1(3.14 mg/mL) > E0(4.03 mg/mL). Moreno (2008) indica
que Toxicodendron striatum posee un principio activo conocido como “urushiol”,
clasificado como peligroso para la salud. El analisis de RMN realizado en este trabajo

indica una posible presencia de este compuesto en el extracto EO, pero la ausencia
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en la subfraccion E1, por lo tanto, se presume que se separé en conjunto con la
subfraccién B1, lo cual explicaria una mayor mortalidad o un menor valor de LC50 en

el ensayo de mortalidad de artemias realizado usando esta subfraccion (Figura 18).

Figura 17

Ensayo de mortalidad de Artemia salina usando la subfraccion E1
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Figura 18

Ensayo de mortalidad de Artemia salina usando la subfraccion B1
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Algunos articulos sefialan que algo muy importante a considerar en BSLA es
el solvente utilizado (Geethaa et al.,, 2013; Wu, 2014), donde Geethaa et al.,
encontraron que el LC50 de Tween 20 se encuentra en una concentracion del 2.5 %,
por lo que concluyeron que utilizar DMSO como solvente era la mejor alternativa. Sin
embargo, en este ensayo se utilizé una mezcla de Tween 20 (3.74 %) y acetona (9.35
%) y no se encontrd una mortalidad elevada; esto se debe a que en el trabajo realizado
por Geethaa et al., evaluaron la mortalidad en 24 h, y en el presente ensayo se busca
una respuesta aguda y como maximo se evalu6 después de 4 h, lo cual indica que los
metabolitos presentes en EO, E1 y B1 son los que poseen la actividad toxica; para
contrastar esto, se disefid el control negativo con solo la mezcla de solventes,
mostrando una mortalidad del 0 % (datos no mostrados) y con ello se elimina los falsos

positivos del ensayo.
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Cromatografia de Capa Finay de Columna

El primer TLC realizado del extracto E1 permitié determinar la relacion de
solventes adecuados (Figura 19) para lograr una mayor separacion de los compuestos
en la muestra, para posteriormente usar esta relacion de solventes en la cromatografia
de columna. Obteniendo una relacion de hexano:acetato de etilo (2:1) como la 6ptima,
donde aproximadamente 13 compuestos son observables en el espectro de luz visible
(Figura 20). Un TLC tiene una gran importancia al momento de comprender la
polaridad de los compuestos de una muestra y para elegir un sistema de solventes
(fase movil) adecuado que permita separar los compuestos en diferentes fracciones

cuando se vaya a realizar la cromatografia de columna (Alebiosu y Yusuf, 2015).

En la practica no existe una manera para escoger directamente los solventes
ausar, sino que es mas bien un proceso de pruebay error, donde si se usa un solvente
con una polaridad muy alta los compuestos de la muestra no se separaran
adecuadamente al desplazarse en conjunto con el solvente, y, al contrario, si se usa
un solvente con una polaridad muy baja los compuestos de la muestra no se
separaran lo suficiente (Universidad de Massachusetts Amherst [UMass], 2017). Por
ello, diferentes solventes y/o mezclas de estos son evaluados hasta que se logra una
buena separacion, la cual generalmente da valores de Rf entre 0.3 y 0.7 (UMass,

2017).
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Figura 19

TLC de la fraccién E1 con diferentes solventes y relaciones.

Nota. A = acetato de etilo. B = hexano:acetato de etilo (1:4). C = hexano:acetato de
etilo (1:2). D = hexano. E = hexano:acetato de etilo (4:1). F = hexano:acetato de etilo

(2:1).

Figura 20

TLC de la fraccién E1 utilizando hexano:acetato de etilo (2:1) como fase movil.
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La cromatografia de columna realizada al extracto E1 usando hexano:acetato
de etilo (2:1) como fase movil dio aproximadamente 21 fracciones a las cuales se les
realizo un TLC y se agruparon (Figura 21) segun la similitud de compuestos
encontradas en estas. Los valores de Rf calculados se usan para cuantificar la

distancia recorrida por los compuestos, encontrandose estos siempre entre Oy 1.

Figura 21

Esquema del agrupamiento de las fracciones obtenidas en CC.

Cromatografia en columna (CC) I

Fraccion 1 Fraccién 2 Fraccién 3 Fraccién 4 Fraccién 5 Fraccién 6 Fraccién 7 Fraccion 8
(1-2) (3-4) (5-6) (7-8) 9) (10) (11) (12-13)
Fraccién 9 Fraccién 10 Fraccién 11 Fraccién 12 Fraccién 13
(14-15) (16-17-18) (19) (20) (21)

La cromatografia de columna es una técnica versatil para separar y purificar
compuestos segun la naturaleza quimica, debido a que las moléculas eluiran por la
columna a una tasa diferente a causa del sistema de solventes empleado creando una
diferencia de polaridades que hace que estas sean mas afines por la fase estacionaria
o por la fase movil (Srivastava et al., 2021). Ya que se obtendran mdltiples fracciones
eluidas de la columna es necesario determinar si estas poseen los mismos

compuestos para agruparlas y que sean analizadas apropiadamente.

El TLC permite obtener valores de Rf de cada compuesto y asi agrupar las
fracciones, ademas, el valor del Rf puede ser empleado para identificar el compuesto
ya que este va a ser practicamente constante siempre y cuando se use el mismo
sistema de solventes (McPherson et al., 2021). No obstante, la identificacion de los
compuestos mediante la comparacion de los valores de Rf no fue posible debido a

gue actualmente no existe literatura donde se realicen estudios fitoquimicos de la



62

especie vegetal tratada en este trabajo, por lo tanto, los valores de Rf presentados

(Tabla 7) se consideraran como un reporte.

Tabla 7

Valores de Rf de los compuestos obtenidos en las fracciones usando hexano:acetato

de etilo (2:1)

Compuesto Color Valor de Rf Compuesto Color Valor de Rf
1 amarillo 0.97 22 verde algo 0.83
2 gris oscuro 0.93 23 gris oscuro 0.76
3 gris claro 0.90 24 verde 0.66
4 verde opaco 0.87 25 verde 0.61
5 gris verdoso 0.83 26 verde oscuro 0.55
6 verde claro 0.78 27 amarillo 0.45
7 verde claro 0.82 28 café verdoso 0.31
8 verde claro 0.68 29 gris 0.95
9 verde claro 0.72 30 verde 0.91
10 café claro 0.90 31 verde claro 0.86
11 café oscuro 0.97 32 verde 0.75
12 café 0.95 33 gris 0.71
13 café claro 0.97 34 verde claro 0.53
14 verde 0.86 35 gris 0.48
15 café oscuro 0.60 36 Sin describir 0.41
16 verde 0.56 37 verde marrén 0.23
17 verde 0.51 38 verde grisaceo 0.19
18 verde grisaceo 0.44 39 gris 0.05
19 verde claro 0.37 40 café 0.58
20 café claro 0.47 41 marrén 0.15
21 café opaco 0.83

Nota. Se ordend los diferentes compuestos de acuerdo con el valor de Rf y el color

que se apreciaba, por lo que la numeracion de 1-41 también indica el orden de

polaridad, donde 1 fue el compuesto méas apolar que eluyd primero, y 41 el compuesto

mas polar que eluy6 en las fracciones finales.
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Caso de Reporte

Figura 22

Sintomas de la dermatitis alérgica de contacto por urushiol

Nota. A = Angioedema presente durante ~7 dias. B = Lesién interna similar a una
equimosis. C = Eritema, en los primeros dias ausente y con el transcurso del tiempo
aparece en diferentes zonas del cuerpo. D = Posible eritema multiforme en las zonas
donde hubo contacto directo con la savia toxica. Las diferentes imagenes se tomaron
en los 15 dias que se presentaron los sintomas, las manchas color café (B) se deben

a la savia adherida luego de varios dias.

Al momento de realizar la identificacion de la planta en campo se observé el
latex blanquecino, sin embargo, no fue se considerd en un principio que se tratase de
Toxicodendron striatum por lo que no se tomd ninguna precauciéon en cuanto al
manejo del latex y solamente se dio énfasis a la observaciéon de las hojas, flores y
frutos. Al transcurrir ~12 horas empezaron a ser apreciables ciertos sintomas, como

el enrojecimiento de la cara y picazén en las manos, ademas el latex se habia
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adherido a la piel y ropa con la que se manipul6 (Figura 22, D). A las ~24 horas fue
apreciable la hinchazon de la cara y una sensacion de ahogamiento por un cierre de
la garganta, lo cual derivo en un tratamiento con hidrocortisona en el Hospital Isidro
Ayora, conforme transcurrieron los dias empezaron a aparecer mas sintomas (Figura

22, A, By C) y un letargo durante al menos los 10 dias de reaccion alérgica.
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Capitulo V: Conclusiones

La descripcion morfolégica en conjunto con la identificacion por parte de un
experto nos permiti6 asegurar que la planta que los nativos del cantén de Palanda

conocen como “Guarinbishe” pertenece a la especie Toxicodendron striatum.

El andlisis fitoquimico permitié identificar la presencia de flavonoides,

saponinas, fenoles, taninos, alcaloides y resinas.

El ensayo de artemias (BSLA) resultd ser una herramienta muy practica,
econOmica y versatil para realizar ensayos toxicolégicos permitiendo determinar el
valor del LC50 de una fraccién; en el presente estudio se encontr6 un LC50 en la

subfraccion B1 de 1.14 mg/mL.

La cromatografia de columna es una herramienta eficaz para fraccionar los
compuestos de una muestra, ademas al realizarse en conjunto con una cromatografia
de capa fina permite identificar compuestos en base a su Rf cuando existe informacion
reportada. El sistema de solventes hexano:acetato de etilo (2:1) permite obtener una
separacion adecuada de los compuestos en la cromatografia debido a la polaridad

media que estos poseen.

El andlisis 'H RMN mostré la presencia de compuestos fendlicos, entre ellos
unas sefiales bien definidas del grupo catecol y cadenas alifaticas con un grupo metilo
al final de la cola, probablemente entre 15 a 18 carbonos, ademas se encontrd
presencia de otros compuestos que pueden ayudar con el proceso inflamatorio como

las saponinas o glucésidos.

En base a la cromatografia de columna y capa fina realizadas, se encontré la
presencia de al menos 41 compuestos diferentes en la muestra separada con acetato

de etilo (E1).
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Capitulo VI: Recomendaciones

Se recomienda continuar con los estudios toxicolégicos del urushiol
empleando lineas celulares, buscando esclarecer el mecanismo de accion
inmunolégico y determinar si existe un potencial apoptético contra lineas celulares

cancerigenas de diversos tipos.

Realizar el ensayo de letalidad de Artemia salina empleando dosis mas bajas

(Mg /mL) y un tiempo de evaluacion mas largo (24 — 36 h).

Es importante definir bien el solvente para diluir los extractos 0 compuestos
activos que se vayan a analizar, ya que estos pueden influir en la mortalidad de los

nauplios, resultando en falsos positivos y perdiendo solidez en los reportes finales.

Utilizar un espectrémetro de masas de cromatografia liquida de alta resolucién
para elucidar la estructura del urushiol y demas compuestos de interés presentes en

el extracto de Toxicodendron striatum.

Al experimentar in vivo los estragos que esta planta produce, se aconseja
cautela al momento de manipular cualquier parte de Toxicodendron striatum debido a

gue puede ocasionar una fuerte dermatitis alérgica de contacto.
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