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alcaloides y compuestos fendlicos, sin embargo, no
se evidenci6 la presencia de cumarinas, saponinas

RESUMEN y mucilagos. Por otro lado, la evaluacion
La  familia  Loranthaceae  comprende ecotoxicoldgica del extracto etanolico sobre

aproximadamente 71 géneros y 1400 especies nauplios de Artemia salina mostr6 que dicho

distribuidas en las regiones tropicales y extracto presenta una toxicidad moderada con un

subtropicales a nivel mundial. EI género Tristerix valor de Clso de 350,70 pg/mL. Es importante

consta de 11 especies las cuales se encuentran destacar que hasta la presente fecha no se han

exclusivamente en Sudamérica donde habitan encontrado reportes de la actividad ecotdxica de la

desde sectores adyacentes a la Cordillera de Los especie T. longebracteatus sobre nauplios de

Andes en Chile y Argentina hasta el sub-paramo de A. salina por lo que se considera como un aporteal

Colombia y Ecuador. Las especies del género estudio de esta especie.

Tristerix son conocidas en la medicina popular

principalmente, por su efecto hipotensor, pero, PALABRAS CLAVES

ademas se usan como agentes antioxidantes, para

tratar Ulceras estomacales y para bajar el colesterol, Tristerix longebracteatus, tamizaje

entre otros. El proposito de la presente fitoquimico, actividad  ecotéxica,  toxicidad

investigacion es realizar el andlisis quimico moderada

cualitativo y determinar la actividad ecotdxica del
extracto etandlico de la especie Tristerix
longebracteatus sobre nauplios de Artemia salina.

ABSTRACT

El tamizaje fitoquimico revelé abundante presencia Family Loranthaceae comprises approximately

de antraquinonas,  glicésidos, triterpenos, 71 genera and 1400 species distributed in tropical

esteroides, antonas, flavonas 'y  taninos and subtropical areas around the world. genus
pirocatecélicos; presenciamoderada de flavanonas, Tristerix includes about 11 species found

dihidrochalconas y taninos y, baja presencia de
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exclusively in South America where these inhabit
fromareas nearby to Andean mountain range from
Chile and Argentina to subparamo of Colombia and
Ecuador. Species of Tristerix genus are known in
traditional medicine mainly by its hypotensive
effect; however, these are also used as antioxidant
agents, to treat stomach ulcers and to lower
cholesterol, among others. The aim of present
investigation is to perform the qualitative chemical
analysis and to determine the ecotoxic activity of
Tristerix longebracteatus ethanolic extract against
Artemia salina nauplii. Phytochemical screening
revealed abundant presence of anthraquinone,
glycosides, triterpenes, steroids, xanthones,
flavones, and pyrocatecholic tannins; moderate
presence of flavanones, dihydrochalcones and
tannins, low presence of alkaloids and phenolic
compounds. However, cumarins, saponins and
mucilagues were not observed. On the other hand,
ecotoxicological analysis of ethanolic extract
against Artemia salina nauplii revealed that this
extract showed a moderate toxicity with LCso value
of 350.70 pg/mL. It is important to stand out that to
present date there are no reports ofecotoxic activity
of T. longebracteatus against A. salina nauplii,
thus, it is considered as a contribution to the study
of this species.
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INTRODUCCION

distribuidas principalmente en las regiones
tropicales y subtropicales de América, Africa, Asia
y Australia, de igual manera, se ha observado la
presencia de ciertas especies en las zonas
templadas de Europa y Asia Oriental. La mayoria
de los miembros de la familia de Loranthaceae
conocidos como muérdagos, pertenecen a la tribu
Psittacantheae que incluye al género Tristerix, una
especie vegetal autéctona de la cordillera andina
que se encuentra en Colombia, Ecuador, Perd,
Argentina y Chile. Estas plantas de flores
llamativas y frutos con forma de ovoides, parasitan
las partes aéreas del huésped incubando sus
semillas que se adhieren a las ramas para luego
germinar y formar conexiones haustoriales [5-7].

Los estudios fitoquimicos reportados para las
especies del género Tristerix relacionan los
metabolitos secundarios aislados del tipo flavonas,
xantonas, flavonoles, esteroides, quinonas,
antocianinas y taninos, asi mismo algunos
alcaloides de ndcleo isoquinolinicos con los
arboles huéspedes Ephedra andina, Quillaja
saponaria, Acacia caven, Berberis montana,
Aristotelia chilensis, Rhaphitamnus spinosus,
Populus nigra, entre otros [8-10].

El propésito de esta investigacion es determinar
cualitativamente los metabolitos secundarios
presentes en el extracto etandlico de la especie
T. longebracteatus colectada en Chambo, provincia
de Chimborazo, Ecuador, asi como evaluar su
ecotoxicidad frente a nauplios de A. salina.

MATERIALES Y METODOS

La utilizacion ancestral de las plantas con
propésitos  medicinales  forma parte  del
conocimiento  tradicional de los pueblos.
Ensefianzas milenarias transmitidas entre los
habitantes de las tribus indigenas ha propiciado un
incremento en el interés de las organizaciones
cientificas y empresas farmacéuticas en la
blusqueda de nuevas moléculas bioactivas con
propiedades antimicrobianas, antineoplasicas,
antiparasitarias, antiinflamatorias, entre otras [1-4].

Loranthaceae es una extensa familia de
Santalales constituidas por 71 géneros y alrededor
de 1400 especies de plantas hemiparasitas,

Recoleccion del material botanico: la especie
T. longebracteatus se recolectdé en el sector
Chambo, parroquia Llucut a 3400 m s. n. m
(1°43°227°S-78°33’15”°W),
Chimborazo, Ecuador.

Determinacion taxonémica: la identificacion
de la especie vegetal recolectada fue realizada por
el Ingeniero Jorge Caranqui. Una muestra testigo
con el cddigo 13389, fue depositada en el Herbario
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo,
Riobamba, Ecuador.

Seleccion y tratamiento del material \egetal:
el material vegetal recolectado, (hojas 1000 g), se
sometié a un proceso de seleccién para eliminar las

provincia de
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impurezas y partes en descomposicion. Luego se
procedi6 a secarlo utilizando un horno eléctrico a
una temperatura constante de 40°C durante
72 horas. Transcurrido este tiempo, la muestra libre
de humedad y quebradiza al tacto fue molida,
obteniéndose 626,38 g de material vegetal molido
y seco, el cual, fue colocado en un envase de vidrio
rotulado y almacenado en un lugar apartado de la
luz solary de humedad.

Extraccion por maceracion: el material
molido y seco se someti6 a extraccion solido-
liqguido por maceracion en frio utilizando como
solvente etanol durante un periodo de diez dias,
divididos en dos ciclos de cinco dias. La solucién
resultante se filtrd6 por gravedad y concentrd
destilando el solvente a presion reducida utilizando
un rotavapor y manteniendo una temperatura
maxima de 40°C. El extracto (15,60 g) fue colocado
en un frasco colordmbar identificado y conservado
bajo refrigeracién hasta el momento del analisis.

Tamizaje Fitoquimico: el ensayo preliminar
del extracto de las hojas de la especie en estudio se
realizd mediante una serie de reacciones
colorimétricas y separaciones cromatogréaficas que
permitieron identificar de forma cualitativa la
presencia de alcaloides, antraquinonas, glicésidos,
saponinas, flavonoides, cumarinas, mucilagos,
taninos, esteroides y fenoles. Este procedimiento,
consisti6 en tomar tres porciones del extracto
colocados por separado en tubos de ensayo para
luego disolverlos utilizando un solvente adecuado
con la ayuda de un agitador tipo vortex El
contenido de cada tubo fue filtrado y su pH
ajustado afiadiendo gotas de acido o base segun los
requerimientos para cada ensayo. Finalmente, se le
adiciond ala solucion resultante elcorrespondiente
reactivo y luego de algunos minutos de reaccion, se
verificO la aparicion de un color caracteristico
indicativo de la presencia de los metabolitos
secundarios [11-13]. Los resultados para cada
ensayo se describen a continuacion:

Prueba para alcaloides:
Dragendorff: precipitado rojo-pardo.

Pruebas para antraquinonas: 4cido sulfurico
concentrado: rojo (quinonas). Hidréxido de amonio
concentrado: rojo (antraquinonas).

Pruebas para glicdsidos y glicésidos
cardioténicos: solucion de hidréxido de sodio 2N:

reactivo de

amarillo (glicésidos). Reactivo de Keller—Killiani
interfase marrén (azlcares 2-desoxigenados).

Pruebas para saponinas: altura de la espuma
entre 8-10 mmestable por 30 minutos. Bicarbonato
de sodio con formacion de espuma con estructura
en forma de panal de abeja (saponinas).

Pruebas para flavonoides: reaccién de
Shinoda: rojo (auronas, flavonas, flavonoles y/o
chalconas), anaranjado a rojo, (flavonas) y magenta
(flavononas). Reaccion de Pew’s: rojo purpura o
rojo cereza (dihidroflavonas), rosa o café
(flavanonas y/o dihidrochalconas). Solucion de
hidroxido de sodio 10%: amarillo a rojo (xantonas
y/o flavonas), café a purpura rojizo (chalconas) y
azul (antocianinas).

Prueba para cumarinas: hidroxido de amonio
concentrado: fluorescencia de color azul, verde o
amarillo a una longitud de onda de 365 nm.

Pruebas para taninos: solucion de gelatina al
1% y solucion de gelatina 1% con cloruro de sodio
al 10%: precipitado blanco (taninos). Solucién de
tricloruro férrico al 10%: rojo-vino (compuestos
fendlicos), verde intenso (taninos pirocatecoélicos)
y azul (taninos pirogalactanicos). Solucién de
ferricianuro de potasio al 1%: azul (compuestos
fendlicos).

Prueba para mucilagos: enfriamiento a 0-5°C:
consistencia gelatinosa.

Pruebas para esteroides vy triterpenoides:
reaccion de Lieberman Bouchard: interfase azul o
verde (esteroides), interfase amarillo-anaranjado
(triterpenoides).  Reaccion  de  Rosenthaler
vainillina:  Interfase violeta  (triterpenoides).
Ensayo de Salkowski: interfase marron-rojizo
(anillo esteroideo).

Prueba para fenoles: solucion de tricloruro de
hierro en cloruro de sodio 0,9% m/v: rojo vino,
verde o azul.

Toxicidad del extracto etandlico de las hojas
de T. longebracteatus sobre A. salina: La
evaluacion de toxicidad sobre nauplios (larvas) de
A. salina del extracto etandlico de las hojas de
T. longebracteatus se realizd en el Departamento
de Ciencias de los Alimentos de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis, ULA. Este método
estandar se basa en la determinacion de la dosis
letal 50 (DLso), es decir, concentracidon que causa
la muerte al 50% de una poblacién de nauplios, en
24 h.
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Reactivos: Los reactivos utilizados para
evaluar la toxicidad del extracto etanélico frente a
A.salina, de marca Sigma-Aldrich y Merck fueron:
cloruro de sodio (NaCl), sulfato de magnesio
hexahidratado ~ (MgSO4*6H.0), cloruro  de
magnesio hexahidratado (MgCI*6H.0), cloruro de
potasio (KCI), bicarbonato de sodio (NaHCO3),
carbonato de sodio (Na2COs), cloruro de calcio
(CaCly) y dodecil sulfato de sodio, levadura
comercial y quistes del crustaceo A. salina (Brine
Shrimp Egg. Artemia cysts O.S.l. Pro 100. Ocean
Star International. INC. Snowville. UT 84336.
EE.UU.). En el desarrollo del bioensayo, primero
se prepar6 una solucion  marina  de
aproximadamente 1000 mL (agua de mar
artificial), que proporcioné las condiciones
necesarias para el desarrollo de los nauplios de
A. salina. Esta solucién se mantuvo en aireacion
constante (burbujeo) 72h previas albioensayo, con
la finalidad de oxigenar la misma [14].

Eclosion de los quistes: Al finalizar el tiempo
de aireacién de la solucion marina (72 h), ésta se
dividi6 en dos recipientes (fiolas) con 500 mL
aproximadamente en cada una. En una de las fiolas
se afiadieron alrededor de 250 mg de quistes,
manteniendo una temperatura constante de 28 *
2°C por 48 h. En la otra fiola se colocé solucién
marina libre de nauplios, la cual, se utiliz6 como
disolvente para preparar las diferentes diluciones
del extracto etandlico y llenado de las placas [14].

Desarrollo de la prueba: Primero, se
colocaron 130 pL de solucion salina (aircada) en
cada pozo de una placa de microtitulacién,
posteriormente, se agregaron a cada pozo 10 puL de
solucién que contenian entre 10 y 15 nauplios de
A. salina, luego se le adicion6 10 pL de una
solucién de levadura comercial marca Fleischmann
(5mg/mL) a cada pozo y se incubaron las placas en
un area con iluminaciéon permanente por 24 h para
estimular su actividad metabdlica. Finalmente, se
colocaron 50 pL del extracto etandlico, a distintas
concentraciones (5, 25, 150, 500, 750, 1250 y 2500
ppm). El extracto se diluy6 en solucién salina:
DMSO (9:1). Se incluyd, ademas, un grupo control
negativo (con todos los elementos del ensayo,
excepto la muestra a ensayar) y un grupo control
positivo (Dodecil sulfato de sodio, DDSS 10%) con
6 réplicas para cada grupo. Se registraron el
nuimero de nauplios presentes inicialmente en cada

pozo (NV), y al cabo de 24 h de contacto con los
extractos se realizd el conteo del namero de
nauplios muertos (NM). Se calcul6 el porcentaje de
letalidad mediante la siguiente ecuacion [15]:

NM
% letalidad = NV * 100

Se determin6 la dosis letal 50 (DL50) con un
intervalo de confianza del 95%, se usé el método
de analisis Probit y el programa estadistico SPSS,
21.0 para Windows. Se clasificdé la DLso del
extracto evaluado segun la toxicidad, tomando
como referencia las recomendaciones del Programa
Iberoamericano de Ciencias y Tecnologia para el
desarrollo (CYTED) [15].

RESULTADOS Y DISCUSION

El extracto metanolico obtenido de las hojas de
la especie T. longebracteatus fue sometido a una
serie de reacciones quimicas con el proposito de
identificar la presencia de los posibles metabolitos
secundarios. Los resultados que se presentan enla
Tabla 1, establecen la presencia principalmente de
compuestos aromaticos oxigenados; en ese sentido,
la adicion del NHsOH reveld6 una elevada
proporcién de antraquinonas y quinonas. Las
reacciones de Lieberman Bouchard y Komarowsky
indican abundante cantidad de compuestos
triterpénicos y esteroidales. Igual comportamiento
se observo para los flavonoides al reaccionar con
NaOH, de igual manera, el proceso de 06xido
reduccion originado por el cloruro férrico en
contacto con los taninos. Por otra parte, los ensayos
correspondientes demostraron minimas cantidades
de alcaloides y compuestos fendlicos, asi como, la
ausencia de cumarinas, saponinas y mucilagos.

Algunos estudios sugieren que las estructuras
quimicas identificadas en los muérdagos provienen
de su relacion con el hospedero, debido a la
conexion haustorial que favorece el paso de
nutrientes, agua y toxinas, asi como flavonoides,
iridoides, alcaloides, glicésidos cardioténicos,
entre otros [10,16].

El tamizaje fitoquimico realizado por Torres y
cols. (2019), con los extractos en diferentes
polaridades para las hojas y flores obtenidos de
Tristerix corymbosus, especie nativa de la region
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indigena Mapuche de Chile y Argentina y que
los arboles Aristotelia chilensis,
Rhaphitamnus spinosus y Populus nigra, demostrd
la presencia, para todos

Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de la especie Tristerix longebracteatus

los extractos,
oxigenados del tipo flavonas,

TABLA 1.

xantonas, flavonoles.

esteroides, quinonas Yy
taninos, destacando la presencia de glicdsidos
cardiotdnicos y saponinas para los extractos de
de menor polaridad con el muérdago proveniente de la
especie R. spinosus [9].

ggib?%:gg: Ensayo Resultado
Alcaloides Dragendorff +
Quinonasy Reaccion con NH,OH ++
Antraquinonas Reaccion con H,S04 ++
Glicésidos Reaccién con NaOH +4++
Reaccién de Lieberman Bouchard +4++
. Reaccién de Rosenthaler
Triterpencsy Vainillina -
Esteroides Prueba de Salkowski -
Prueba de Komarowsky +++
. Reaccion de Pew’s ++
Flavonoides —
Reaccion de NaOH 4+
Cumarinas Reaccion con NH,OH -
Saponinas Prueba de la altura de la espuma -
Prueba de NaHCO3 -
Gelatina 1% ++
Taninos Gelatina (1%) .
Sal (10%)
FeCl; 10% +++
Mucilagos Enfriamiento a 0.5°C -
Corppuestos Prueba de FeCls; +
fendlicos

bajo: +, moderado: ++, alto:+++, no hay presencia: -

La separacién de los componentes quimicos
presentes en el extracto alcohodlico de las partes
aéreas del muérdago endémico chileno Tristerix
tetrandus por UHPLC-PDA-HESI-Orbitrap
realizada por Simirgiotis y cols. (2016), logro
identificar los derivados de la antiocidina
3-O-glucésido de delfinidina y cianidina. De igual
manera, los acidos fendlicos feruloilquinico,
feruloil glucosa, &cido clorogénico, asi como, los
flavonoles luteolina, quercetina, apigenina,
isorhamnetina [8].

Por otra parte, Cabezas y cols. (2009),
estudiaron la presencia en el extracto metandlico de
Tristerix. verticillatus de algunos compuestos
alcaloidales probablemente biosintetizados por la
planta hospedera, Berberis montana. En ese
sentido, lograron identificar la (-)-pronuciferina
como el alcaloide principal encontrado en esa
especie. De igual manera, demostraron la

inhabilidad de T. verticillatus para biosintetizar y
obtener por via translocacion, los compuestos
proaporfirina, (+)-9-hidroxinuciferina y
(+)-orientina. Cabe destacar que el derivado
isoquinolinico  (+)-glaucina  fue  observado
Unicamente en T. verticillatus [10].

Por otro lado, en la Tabla 2 se muestran los
resultados del bioensayo de letalidad en A. salina,
aplicado al extracto etandlico de las hojas de
T. longebracteatus y los controles, ademés, en la
Fig. 1 se muestra el % de letalidad del extracto
sobre Artemia salina.

De acuerdo con la clasificacion de toxicidad
segun el CYTED [15] y los intervalos de confianza
alli establecidos, el extracto etanélico de las hojas
de T.longebracteatus, es moderadamente toxico ya
que la concentracion a la cual murieron el 50% de
nauplios de A. salina, fue de 350,70 ppm. Con
respecto al porcentaje de letalidad, el extracto
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etandlico de las hojas de T. longebracteatus,
ocasion0 el 56,9% de mortalidad a la concentracién
de 500 ppm, y 100% de mortalidad entre 750 a

Tabla 2

2500 ppm lo que refleja la moderada toxicidad
observada, como se muestra en la Fig. 1.

Cuantificacion de la DLso y DLgs del extracto etandlico de las hojas de T. longebracteatus y los controles sobre A. salina.

Limite de confianza
s (95% ppm) Categoria segun el
Al g DL (o) Limite | Limite CYTED
inferior superior
Extracto DLso 350,70 moderadamente toxico
etanblicohojas [ p) .. [ 793,37 moderadamente toxico
DMSO - - - Inocuo
DDSS DLso 28,026 23,372 33,507 Altamente toxico

DLso: Dosis letal 50; DLgs: Dosisletal 95;signo (-) valoresmuy altos; DMSO: Dimetilsulfoxido DDSS: Dodecil

sulfato de sodio.

120
100
100
80

&0
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40

20
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500 5-150
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Fig. 1. Porcentaje (%) de letalidad del extracto metandlico de lashojas de
T. longebracteatus sobre A. salina a las concentraciones probadasen unidades

de ppm (ug/mL).

En cuanto a la toxicidad de la especie
T. longebracteatus sobre A. salina, no se han
encontrado estudios previos, considerandose los
resultados obtenidos en el presente trabajo de
investigacion como un nuevo aporte, donde se
muestra que el extracto etandlico de las hojas de la
especie T. longebracteatus es moderadamente
toxico, segun la tabla CYTED [19]. Este resultado
muestra una relacion directa con la presencia de
metabolitos secundarios en el extracto etandlico
donde fueron identificados cualitativamente,
alcaloides, quinonas, antraquinonas, glicésidos,
triterpenos, esteroides, flavonoides, taninos,
fenoles y no se observé presencia de mucilagos ni
saponinas (Tabla 1).

Las plantas medicinales contienen gran
variedad de metabolitos secundarios, algunos de
los cuales son responsables de sus propiedades

beneficiosas, sin embargo, otros pueden ser
téxicos, pudiendo provocar efectos graves en los
organismos vivos [17]. Es asi como, algunos
investigadores determinaron que la presencia de
alcaloides, fenoles totales, taninos, glucdsidos
cianogénicos, saponinas, cumarinas y lactonas
terpenicas [18,19] en distintas especies vegetales
estan relacionadas con el efecto citot6xico sobre el
crustaceo Artemia salina, observando que, a mayor
concentracion de alcaloides en los extractos
estudiados, mayor toxicidad. Segun, Sanabria y
cols. (1997) [19], la letalidad sobre A. salina
depende de la concentracién de los metabolitos
secundarios antes mencionados, aspecto que
concuerda con lo reportado por Buny cols. (2009)
[20], quienes indicaron que altas concentraciones
de alcaloides aumentan la toxicidad de las plantas.
Por lo que se podria decir que, la toxicidad frente
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a A. salina no solo depende de la presencia de
ciertos metabolitos secundarios, sino ademéas de la
concentraciéon y la posible interaccion entre los
mismos.

Por otra parte, Zhao y cols. (1999) [21],
indicaron que las saponinas pueden ser letales para
la A. salina incluso a bajas concentraciones. Cabe
mencionar que en el extracto etandlico de las hojas
de T. longebracteatus, no se encontr6 presenciade
saponinas, pero side taninos, alcaloides, glicdsidos
y fenoles (Tabla 1), esto podria explicar la
moderada toxicidad mostrada por el extracto
etandlico de esta especie sobre A. salina, en la
presente investigacion. Es importante sefialar que,
factores como el nivel de oxigeno, la temperatura y
el valor promedio de salinidad durante Ila
realizacion del bioensayo, también podrian influir
en la toxicidad del extracto sobre los nauplios de
A. salina [22].

CONCLUSIONES
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El andlisis quimico cualitativo realizado a la
especie en estudio revelé abundante presencia de
antraquinonas, glicésidos, triterpenos, esteroides,
xantonas, flavonas y taninos pirocatecélicos, asi
como presencia moderada de antraquinonas,
flavanonas, dihidrochalconas, taninos y baja
presencia de alcaloides y compuestos fendlicos.
Ademas, el ensayo de letalidad en A. salina mostré
que el exracto etandlico de las hojas de
T. longebracteatus es moderadamente téxico sobre
este crustaceo, lo cualpodria deberse a la presencia
de metabolitos secundarios tales como taninos,
alcaloides y fenoles que aunque se observaron en
presencia entre media y baja podrian actuar de
forma sinérgica causando este efecto tdxico
moderado.
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