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EDITORIAL
Revista de la Facultad de Farmacia

La Revista de la Facultad de Farmacia sale en octubre de
1958, como homenaje de la Facultad al cuatricentenario
de la fundacion de Mérida. Su formato es de 1/16, con
portada naranja e imagen con circulo, con las cinco
aguilas de Don Tulio, el benceno fenantreno, las
hormonas y vitaminas, del que pende una madeja con
simbolos alquimicos. La revista se edit6 con la esperanza
de que fuera trimestral, harto ambiciosa para una Facultad
casi sin investigadores, a pesar de la existencia del
Instituto de Quimica Organica desde 1948, de
Investigacion Quimica en 1955, y mucho después de
Investigaciones en 1987. La Facultad cumplia, desde
mucho, con la formacién de Farmacéuticos para el
expendio de medicamentos y desde poco, con la de
Bioanalistas, para los analisis de los fluidos biol6gicos,
solidos y liquidos, de los humanos. Se cumplié
decorosamente por afios, con uno o dos nUmeros
volumen/afio, algunos saltados, que mejoran con mas
personal comprometido con la investigacion en el
Instituto de Investigacion Quimica, otros departamentos y
con los impulsos de los Postgrados de Quimica de
Medicamentos y Microbiologia, desde 1982. Con este
formato se llega al nimero 26, en al afio 1986, cuando se
cambia al formato 1/8 en el nimero 27 (1989), por fines
econémicos y practicos. De portadas variopintas, hasta la
del volumen 37 (1997), donde se incluye en el indice
REVENCYT y aparecen por primera vez las normas para
autores. EIl incremento de la masa critica de
investigadores/as de la Facultad en el trasvase de siglos,
promueven y suman grupos de investigacion, que son
aprobados por el CDCHTA, cuyos resultados se traducen
en articulos a ser publicados en la multidisciplinaria
Revista, filtrados por érbitros. Se le suman articulos de
otras fuentes y paises. Por ello la revista es incorporada a
maés indices de revistas cientificas. La Revista cambia de
nuevo la imagen de la portada en el vol. 49 (2007), por
concurso publico y premio econdmico incluido para la
ganadora, que mantiene el espiritu de los fundadores
(color naranja y las cinco Aguilas), a los que suma, el
frailejon, el rey del Paramo, y la fachada de la Facultad
con el mortero, la herramienta antigua de los alquimistas.
La imagen de la portada es cambiada otra vez, en el
volumen 62 (2020), esta vez sin concurso publico.
Saber.ula.ve incorpora a la Revista al sistema digitalizado
desde el volumen 42 (2001). Por la constancia y larga
trayectoria a la Revista de la Facultad de Farmacia se le
reconoce como Revista Patrimonio de la ULA en 2017.
Es el momento de homenajear a las autoridades de la
Facultad y autores que ya no nos acompafian, porque
contribuyeron a mantener viva a la Revista.

Ahora es que le queda vida!l!.

Dr. Antonio Morales

Instituto de Investigaciones
Facultad de Farmacia y Bioanalisis
Universidad de Los Andes
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RESUMEN

PALABRAS CLAVE

El aceite esencial de las flores y hojas de
Minthostachys mollis (Benth.) Griseb recolectada
en la Provincia de Chimborazo, Ecuador, fue
obtenido por hidrodestilacion y su composicion
quimica fue determinada por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas
(CG/IEM). Doce componentes fueron
identificados, lo cual representé el 98,86% vy
99,99% del total de los aceites de flores y hojas,
respectivamente. Los compuestos mayoritarios del
aceite esencial de las flores fueron la pulegona
(45,15%), mentona (37,66%) y neomentol
(6,03%), mientras que para el aceite esencial de las
hojas fueron la mentona (46,58%), pulegona
(18,76%), neomentol (12,65%) y acetato de
neomentilo (9,91%). La actividad antioxidante fue
determinada por el método del DPPH (2,-difenil-
1-picrilhidrazilo). La concentracion inhibitoria
media (Clso) fue de 32,73 pg/mL y 15,40 pg/mL
para el aceite esencial de flores y hojas, estos
resultados indican una actividad antioxidante
elevada para ambos aceites.

Minthostachys mollis, aceites esenciales,
pulegona, mentona, DPPH.

ABSTRACT

The essential oil from the flowers and leaves of
Minthostachys mollis (Benth.) Griseb collected in
the Province of Chimborazo, Ecuador was obtained
by hydrodistillation and its composition was
determined by GC and GC/MS. Twelve
components were identified in the flowers and
leaves oil, which represent 98.86% and 99.99% of
the total oil, respectively. The major components of
the flowers oil were pulegone (45.19%), menthone
(37.66%) and neomenthol (6.03%) and the major
components of the leaves oil were, menthone
(46.58%), pulegone (18.76%), neomenthol
(12.65%) and neomenthyl acetate (9.91%). The
antioxidant activity was determined by interaction
with the stable free radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl. The ICso of the essential oil of
flowers and leaves were 32.73 pg/mL, and 15.40
pg/mL, respectively. These results indicated
powerful antioxidant activity for both oils.

Correspondencia al autor: alidaperezc@gmail.com
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INTRODUCTION

The genus Minthostachys Griseb. (Lamiaceae)
is found in middle elevations along the Andes, from
Venezuela to Argentina. This genus includes 17
species according to some authors. It is of great
ethnobotanical, pharmacological and commercial
interest because of the essential oils found in the
plants. It does not only find use, as a condiment or
tea, in the traditional cuisine of the Andes, but is
one of the most important plants in the folk
medicine of the area. On the basis of this
observation, it receives growing attention from
modern pharmacology and medicine, as plant
decoctions and extracted essential oils are tested for
pharmacological effects [1-3].

From the early 16" century the folklore
medicinal use of the Minthostachys genus has been
reported for the treatment of several health-
disorders such as headache, cold and flu,
respiratory illnesses (asthma, bronchitis, cough),
digestive disorders (indigestion, carminative,
stomach-ache, diarrhea, colics), muscle spasms,
rheumatism, impotence and amenorrhea. Other
traditional uses of Minthostachys include
biopesticides (antimycotic and antiparasitic,
against flea infestations) and for the protection of
stored potato and oca tubers from aphids and pests.
In recent years, there have been numerous research
studies on Minthostachys oils to provide scientific
evidences on their medicinal properties [4-7].

Minthostachys mollis (Benth.) Griseb is
restricted to the Andes of Ecuador, Venezuela,
Colombia, Pert and Bolivia. It’s known by various
popular names and has diferent medicinal uses. In
Ecuador, M. mollis is known as Mufia and is
prepared as tea and used to treat infectious diseases
of children, as well as for rheumatism.
Traditionally it is used for the treatment of cough,
bronchitis, stomach ulcer, gastritis, stomach and
intestinal spasm, cold, headache, intestinal
parasitism and as digestive. It is important to

highlight that currently the trend of consumers is
inclined to the consumption of foods free of
synthetic products, so it is interesting to study
native plants in this region to recommend its
application as an additive for industrial purposes
[8-10]. In the present study, the composition
chemical and in vitro antioxidant activities of
essentials oils of flowers and leaves of
Minthostachys mollis collected of the Province of
Chimborazo-Ecuador are reported.

MATERIALS AND METHODS

Plant material: Flowers and leaves of
Minthostachys mollis (Benth.) Griseb were
collected in January 2018 at Llucud in the Province
of Chimborazo, Ecuador, at 3200 m above sea
level, 1°43"22"S, and 78°33’15” W. A voucher
specimen was deposited in the Herbarium
Chimborazo Higher Polytechnic School. The
botanical identification was made by Biologist
Ricardo Zambrano from Faculty of Biological
Sciences of the Central University of Ecuador.

Extraction and analysis of the essential oil:
The fresh plant materials were separated into
flowers (474.0 g) and leaves (788.0 g) cut into
small pieces and submitted to hydrodistillation for
3 h using a Clevenger-type apparatus. A volume of
045 mL and 0.75 mL of essential oil were
obtained, respectively. The composition of the
essential oils was determined by comparing of the
mass spectrum of each compound with Wiley
GC/MS library data and also from retention index
(RI) data.

Gas chromatography (GC): GC analyses
were performed using a Perkin-Elmer Autosystem
gas chromatograph equipped with a FID detector
and data-handling system. A 5%
phenylmethylpolysiloxane fused-silica capillary
column was used (30 m x 0.25 mm i.d., film
thickness 0.25 m; HP-5, Hewlett-Packard, CA,
USA). The oven temperature was programmed
from 60°C to 260°C at 4°C/min. The injector and
detector temperatures were 200°C and 280°C,
respectively. The carrier gas was helium at
0.8 mL/min. The sample (1.0 pL) was injected
using a split ratio of 10:1. Retention indices were
calculated with reference to C8-C24 n-alkanes.
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The percentage composition of the oil was
calculated by the normalization method from the
GC peak areas.

Gas chromatography—-mass spectrometry
(GC-MS): GC-MS analyses were carried out on a
Model 5973 Hewlett-Packard GC-MS system
fitted with a HP- 5MS fused silica column (30 m x
0.25 mm i.d., film thickness 0.25 pm, Hewlett-
Packard). The oven temperature program was the
same as that used for the HP-5 column for GC
analysis; the transfer line temperature was
programmed from 150°C to 180°C; source
temperature, 230°C; quadrupole temperature
150°C; carrier gas, helium adjusted to a linear
velocity of 34 cm/s; ionization energy, 70 eV; scan
range, 40 to 500 amu; 3.9 scans/s. A simple
(1.0 pL) was injected using a Hewlett-Packard
ALS injector with a split ratio of 50:1. The identity
of the oil components was established from their
GC retention indices, by comparing of their mass
and those of standard components available in the
laboratory, and through library search (Nist 05 and
Wiley MS Data Library, 61 edn) [11,12].

Free radical scavenging activity: Free radical
scavenging activity of essential oils were
determined by using a stable free radical, namely
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), according
to a slightly modified method of Blois, 1958.
Indeed, since DPPH has an unpaired electron its
delocalization, by reaction with an antioxidant
substance gives a violet color to the DPPH
solution. By donating a hydrogen radical, DPPH is
stabilized producing a decrease in absorbance [13].
DPPH solution was prepared at the concentration
of 6 x 102 mM of DPPH in ethanol. During assays,
1 mL of the essential oil (1000 pg/mL) was mixed
with 3 mL DPPH solution. Simultaneously, a
control (ascorbic acid) was prepared without
essential oil. The mixture was incubated at room
temperature for 30 min and further reading on a
Spectronic Genesystm 10 Bio reader plate at
517 nm. The percentages of inhibition of the DPPH
radical, as a function of the effect extracted
fractions, were calculated using the following
equation, where Aco: the absorbance of the control
at t=0; Aat: the absorbance of the samples at t = 30
min.

The ICso value was calculated based on the
percentage of inhibition of each concentration,

namely 500, 250, 125, 62.5, 31.25 and 15.62
ug/mL. The percentage of inhibition (y) from each
concentration (x), the points (x and y) are plotted
on the coordinate plane then the line equation
y =ax + b is determined by calculation using linear
regression where a and b are constants, x is the
concentration sample (ppm), and y is the
percentage of inhibition (%). Antioxidant activity
is expressed by ICso, namely the sample's
concentration that can reduce 50% of DPPH
radicals [14, 15].

Ao — A
Inhibition = —>—2%% 100

co

RESULTS AND DISCUSSION

In this study the chemical composition of the
essential oil of flowers and leaves of M. mollis
collected in the Province of Chimborazo-Ecuador
are reported. Hydrodistillation from the flowers of
M. mollis produced a 0.45 mL yellow oil with a
yield of 0.09%, while the leaves produced a
0.75 mL vyielded 0.10% of oil. GC-MS analysis
showed the presence of 12 components which were
identified in the oil of the flowers and leaves, they
represent 98.86 % and 99.99%, of the total oil,
respectively. These compounds with their retention
indices (R1) and relative percentage concentrations
are listed in Table 1, according to the elution order
on HP-5 column. The major components of the
flowers oil were pulegone (45.19%), menthone
(37.66%) and neomenthol (6.03%) and the major
components of the leaves oil were pulegone
(18.76%), menthone (46.58%), a-neomenthol
(12.65%) and neomentil acetate (9.91%) and
menthyl acetate (4.19%). The identified products
may be divided into four different groups:
hydrocarbons monoterpenes (1.58% flowers;
2.10% leaves), oxygenated monoterpenes (95.81%
flowers; 96.71% leaves), sesquiterpenes (1.47%
flowers; 1.18% leaves).

The essential oil of M. mollis obtained from
plants collected at different places has been
described. In the Venezuelan Andes the essential
oils of M. mollis from leaves contain pulegone as
their major component. However, the essential oil
of M. mollis from seeds obtained in Ecuador
contains menthol derivatives as their major
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compounds. The analysis of the oil from plants
raised at Carroll Co, Indiana, from seeds purchased
in Quito, Ecuador, showed the presence of
neomenthol (29.3%), menthol (20.6%), menthone

(24.0%) and piperitone (9.0%); those collected at
Zaruma (Province of El Oro, Ecuador) contained
menthone (16.0%), carvacryl acetate (10.0%),
pulegone (10.0%) and carvacrol (9.0%) [16-19].

TABLE 1.
Percentage composition of the essential oil from flowers and leaves of Minthostachys mollis.

Serial N° Compounds Flowers oil Leaves oil RI
1 a-terpinolene 1.58 2.10 1099
2 menthone 37.66 46.58 1159
3 neomenthol 6.03 12.65 1167
4 menthol 0.77 2.55 1174
5 pulegone 45.19 18.76 1246
6 piperitone 1.04 1.18 1261
7 neomenthyl acetate 2.48 9.91 1282
8 menthyl acetate 1.00 4.19 1300
9 piperitenone 0.78 0.29 1347
10 eugenol 0.86 0.60 1361
11 p-caryophyllene 0.71 0.59 1419
12 bicyclo-germacrene 0.76 0.59 1495

Total Identified 98.86% 99.99%

RI: Retention index this work.

All of them have been previously reported as
characteristic components of different chemotypes
of M. mollis from Argentina, these findings suggest
large genetic diversity in M. mollis from Ecuador
with regard to the main essential oil components
which appears to be divided into two chemotypes:
carvacryl acetate-carvacrol and predominantly
pulegone-menthone [20, 21]. Many studies show
that the chemical composition of essential oils
varies noticeably according to numerous factors,
including environmental geobotanical conditions,
cultivation technique, plant age, harvest period,
among others [22].

The antioxidant mechanism is mostly known as
radical scavenging; this assay is based on
measuring the reducing ability of antioxidants
toward DPPH. This method is an In Vitro method
that is often chosen for antioxidant activity because
it is simple, easy, fast, sensitive, and requires a
small sample. This method only requires DPPH

without adding a substrate because free radicals are
available directly to touch the substrate. The ability
can be evaluated by electron spin resonance or by
measuring the decrease of its absorbance [23]. The
results can be observed by changing the solution
from purple to yellow. Color changes indicate that
DPPH has been reduced by the hydrogen or
electron  donation process of antioxidant
compounds. The absorption decreases gradually as
much as the concentration of antioxidant
compounds. This method uses I1Cso as a parameter
to determine the concentration of antioxidant
compounds that can inhibit 50% oxidation [23].
Table 2 showed that the 1Cso of the essential oil
of flowers and leaves of M. mollis were
32.73 pg/mL, and 15.40 pg/mL, respectively.
These results indicated powerful antioxidant
activity for both oils. The category as antioxidant
based on DPPH assay divided into; powerful,
strong, medium, and weak with the 1Cso <50, 50-
100, 100-250, 250-500 pg/mL, respectively [23].
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TABLE 2.

Antioxidant activity of the essential oil of flowers and leaves of M. mollis.

. Inhibition 1Cs
Sample Concentrations
(%) (ng/mL)
125 20.67
25 37.09
Ascorbic acid 35.20
. 50 69.02
positive control
75 96.36
100 97.08
15. 62 46.61
o 31.25 50.36
Essential oil of 625 5497 3273
flowers . -
M. mollis -
250 63.82
500 71.88
15.62 49.87
ol oil of 31.25 51.57
Essential oil o 625 5393
Leaves 15.40
. 125 55.69
M. mollis
250 59.39
500 65.75

1Cso: Concentration that can reduce 50% of DPPH radicals

The antioxidant activity of essentials oils
depends on the presence of bioactive components
that can quench peroxyl radicals or inhibit the
oxidation reaction of the organic materials. Their
antioxidative effects have been attributed to the
presence of various terpenes and phenolic
compounds. Terpenes, especially from the
aromatic such as linalool, eucalyptol, citral,
citronellal, isomenthone, menthone, a-terpinene,
[-terpinene, and a-terpinolene, have been widely
applied as additives in food supplements for
preventing  oxidative  stress.  Additionally,
antioxidant activities have also been associated
with specific alcohols, ethers, aldehydes, and
ketones [24-28]. It is important to highlight that
some studies have reported that the radical
scavenging activity of peppermint essential oils is
associated with the presence of menthol and
menthone [29-31].

Previous  studies have reported that
monoterpenes without a = bond, for example,
menthol, do not exert free radical scavenging
activity in the DPPHe assay. When one double
bond appears in the molecule, the DPPHe
scavenging ability increases, as, for example, with

menthone. Compounds with two double bonds, as
already explained, quickly terminate radical chain
reaction and can be considered as potent free
radical scavengers, for example, pulegone [32].
However, it must be considered that, natural
essential oils are a mixture of different types of
antioxidants or oxidizable terpenoids compounds.
Depending on the composition and experimental
conditions, synergistic or antagonistic interaction
can occur and play an important role in the efficacy
of the antioxidant action. Care should be taken
before assuming that the antioxidant potential of
essential oils is simply because of a specific terpene
[33].

The essential oil of the leaves of M. mollis
presented an ICso of 15.40 pg/mL while the
essential oil of the leaves was 32.73 pg/mL. It
seems plausible that menthone and pulegone play a
significant role in the antioxidant activity of the
essential oils of M. mollis. It is observed that the
antioxidant activity was higher in the oil of the
leaves, this can be attributed to the synergistic
effect of neomenthyl acetate and menthyl acetate,
they are found in greater proportion in said oil and
have double bonds in their structures (Fig 1).
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Pulegone Menthone

H;C CHjy

Neomenthyl acetate

CH; CH;

) )

PN N

H;C CHjy

Menthyl acetate

Fig. 1 Major compounds with double bonds of the essential oil of the of M. mollis leaves.

CONCLUSIONS

The chemical composition of essential oils of
fresh flowers and leaves of M. mollis collected in
the Province of Chimborazo were evaluated in the
present investigation. The main components of the
oil found in the flowers and leaves were pulegone
(45.19%) and menthone (46.58%), respectively.
The antioxidant test showed the essential oil of
flowers and leaves of M. mollis had powerful
antioxidant activity with 1Cso values of 32.73
pHg/mL and 15.40 pg/mL, respectively. The results
of these studies provide scientific evidence of
natural compounds with the potential to act as
antioxidants again diseases in the human body.
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RESUMEN

Manilkara achras (Mill) Fosberg, Averrhoa
carambola L y Spondia mombin L, son futas
extensamente cultivadas en diversos paises
tropicales del mundo. El jugo de estas frutas posee
un poder nutricional y antioxidante bastante
importante ya que son fuente natural de vitaminas,
minerales, fibras y compuestos polifenélicos como
taninos y flavonoides. Debido a que la presencia de
compuestos  fendlicos estd  estrechamente
relacionada con el poder antioxidante de frutas y
verduras, en este trabajo cuantificamos la cantidad
total de compuestos fendlicos mediante el método
de Folin-Ciocalteu, encontrandose los siguientes
valores, M. achras 100,2 + 0,009; A. carambola
102,7 £ 0,001 y S. mombin 103,7 + 0,027 mg
EAG/100 g peso seco de extracto. Estos resultados
guardan concordancia con la evaluacion
fitoquimica cualitativa realizada a los extractos
alcoholicos de estas tres especies, en los cuales la
presencia de compuestos tanicos se evidenci
marcadamente. Ademas; compuestos como
alcaloides, triterpenos, cumarinas, antraquinonas,
flavonoides y glicésidos también  fueron
observados. Cuando se analiz6 el poder

antioxidante de los tres extractos etandlicos
mediante el método empleando DPPH, la menor
ICso se observo en los frutos de M. achras (1,030t
0,032 mg/mL) seguido por S mombin (1,366 +
0,054 mg/mL) y finalmente A. carambola (2,807 +
0,063 mg/mL). Estos resultados asoman Ila
posibilidad de incentivar el cultivo y un mayor
consumo de estos frutos entre la poblacion
venezolana. Una evaluacion acerca del valor
nutricional de estos frutos; asi como del momento
mas apto para la cosecha en relacion al contenido
de compuestos polifenélicos deberia realizarse en
futuras investigaciones.

PALABRAS CLAVES

Actividad antioxidante, frutos, Manilkara
achras, Averrhoa carambola, Spondia mombin

ABSTRACT

Manilkara achras (Mill.) Fosberg, Averrhoa
carambola L. y Spondia mombin L., are widely
cultivated fruits in various tropical countries of the
world. The juice of these fruits has a very important
nutritional and antioxidant power since they are a
natural source of vitamins, minerals, fibers and

Correspondencia al autor: rondonr3@gmail.com

11



Toloza y cols. / Rev Fac Farm. 2022; 64(1): 11-19

polyphenolic compounds such as tannins and
flavonoids. Because the presence of phenolic
compounds is closely related to the antioxidant
activity of fruits and vegetables, in this work, we
quantified the totalamount of phenolic compounds
using the Folin-Ciocalteu method, finding the
following values, M. achras 100.2 * 0.009;
A carambola 102.7 £ 0.001 y S mombin 103.7 +
0.027 mg EAG/100 g dry weight of extract. These
results are in agreement with the qualitative
phytochemical evaluation carried out on the
ethanolic extracts, in which the presence of tannic
compounds was markedly evidenced. Furthermore,
compounds such as alkaloids, triterpenes,
coumarins, anthraquinones, flavonoids and
glycosides were also observed. The valours of ICso
observe to antioxidant activity using DPPH
reactive were M achras 1.030 + 0.032 mg/mL,;
followed by S mombin 1.366 + 0.054 mg/mL and
finally A carambola 2,807 + 0.053 mg/mL. These
results show the possibility of encouraging the
cultivation and greater consumption of these fruits
among the Venezuelan population. An evaluation
of nutritional value of these fruits; as well as the
most suitable time for harvest in relation the
content of polyphenolic compounds should be
carried out in future research.

KEY WORDS

Antioxidant activity, fruits, Manilkara achras,
Averrhoa carambola, Spondia mombin

INTRODUCCION

Numerosos estudios epidemiolégicos han
demostrado que la ingesta de frutas y verduras en
la dieta diaria puede reducir la incidencia de
algunas enfermedades tales como céancer [1],
enfermedades cardiovasculares [2], artritis [3],
hipertension, enfermedades oculares [4]; entre
otras.

Estos efectos estan relacionados principalmente
con lapresencia de vitaminas Cy A, betacarotenos,
flavonoides y compuestos fendlicos; los cuales
pueden ayudar a reducir el estrés oxidativo celular
debido a la capacidad que tienen estas sustancias de
atrapar radicales libres [5]. Adicionalmente, las

frutas son una fuente importante de fibras,
minerales, carbohidratos, aminoacidos, proteinas y
otra clases de vitaminas; por lo que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién para
la Alimentacion y Agricultura de las Naciones
Unidas, mejor conocida como FAOQ, por sus siglas
en inglés (Food and Agriculture Organization), han
promovido el consumo de frutas y verduras en sus
programas de salud alimentaria [6].

Aunque no hay precision sobre el tipo ni la
cantidad Optima de frutas que deben ser
consumidas diariamente para mantener la salud
humana, numerosas investigaciones se siguen
desarrollando para lograr establecer un patrén de
consumo de frutas entre la poblacién mundial [7].

Debido a que Venezuela es un pais tropical y
con una amplia variedad de frutas, existe una fuerte
costumbre en la poblacién venezolana por el
consumo de frutas bajo distintas presentaciones
tales como jugos, mermeladas, yogures,
merengadas, helados, postres, etc. Es por esto, que
en esta investigacion, se analizd la capacidad
antioxidante de tres  frutos que son
tradicionalmente consumidos en elpais. Manilkara
achras (Mill) Fosberg (Nispero), Averrhoa
carambola L. (Tamarindo Chino) y Spondias
mombin L. (Jobo), alos fines de aportar datos sobre
los beneficios para la salud del consumo de estos
frutos.

Manilkara achras (Mill.) Fosberg, pertenece a
la familia Sapotaceae, la cual estd compuesta por
unos 40 géneros y alrededor de 700 especies con
distribucion Pantropical, siendo la mayoria, arboles
tropicales [8,9]. Esta especie, se cultiva
extensamente en India, México, Estados Unidos,
Centroamérica (El Salvador, Honduras, Costa Rica
y Guatemala) y en Suramérica (Brasil, Ecuador,
Colombia y Venezuela) [10].

Concretamente, en la India, el cocimiento de los
frutos de esta especie se emplea como antidiarreico
y es muy (tilen afecciones bronquiales. Estos usos
estan relacionados con el alto contenido de
compuestos fendlicos tanto en la cAscara como en
la pulpa del fruto [11]. Ademas, estudios in vitro
revelan que los frutos poseen una importante
actividad antioxidante [12], antimicrobiana [13],
antiinflamatorio [14] y antitumoral [15].

Estudios fitoquimicos sobre el fruto de
M. achras demuestran la presencia de flavonoides
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como quercetina, catequinas, epicatequinas vy
canferol; taninos como 4&cido galico y A4cido
elagico; carotenoides como el licopeno, &cidos
como el cinamico, ferdlico, clorogénico [11] y
triterpenos y saponinas. Ademas presentan un alto
valor nutricional debido al contenido de proteinas,
azGcares reductores y minerales como hierro,
fosforo, calcio, magnesio, sodio, potasio y
vitaminas Ay C [16].

El fruto de M. achras puede ser ovalado,
achatado, de forma elipsoidal de unos 7-9 cm de
ancho. La cascara puede ser dura cuando esta
inmadura de color marrén, que luego ablanda
cuando se va haciendo maduro. La pulpa del fruto
es de color marrdn amarillento (figura 1) [17].

Tamarindo chino (Averrhoa carambola L) es
un arbol perenne perteneciente a la familia
Oxalidaceae, conformada por 950 especies, entre
ellas, 10 pertenecientes al género Averrhoa L.
Muchas especies de esta familia destacan por su
potencial actividad antioxidante [18]. Aunque es
nativa de Malasia, es ampliamente cultivada en el
sureste de Asia, India y en Suramérica (Bolivia,
Brasil, Colombia, PerG y Venezuela) [19].

Tanto las raices, corteza, hojas y frutos de esta
especie han sido utilizada en medicina tradicional
en Brasil, China, Malasia entre otros para tratar
distintas afecciones. En Malasia por ejemplo; el
cocimiento de los frutos se utiliza para tratar la
fiebre, vomitos, aftas y angina [20]; mientras que
en Sri Lanka, los frutos de A. carambola, son
usados para el tratamiento de la diabetes mellitus
debido al efecto hipoglicemiente que poseen [21].
En Brasil, el jugo de los frutos ha sido utilizado
para prevenir la diabetes, hipertension y algunas
enfermedades del tracto urinario [22]. En la India,
es empleado el cocimiento de los frutos para tratar
la diarrea y las hemorragias por hemorroides [23].

El alto valor nutricional de los frutos de
A. carambola, los convierte en un alimento
bastante apreciado en numerosos paises, y en
consecuencia con una alta comercializacién del

mismo. El jugo de la fruta contiene vitaminas A, C,
Bly B2; potasio, fosforo, magnesio, calcio, sodio,
zinc, cobre y manganeso. Ademds posee
importantes cantidades de celulosa, hemicelulosay
pectinas involucradas en el control de los niveles
de azlicar en sangre [24].

Una extensa revision sobre la fitoquimica y
propiedades farmacologicas de los frutos de
A. carambola realizada por Luan y colaboradores
en 2021 [19], demuestra que flavonoides, terpenos,
compuestos fenodlicos, cumarinas, lignanos y
fenilpropanoides son los principales metabolitos
secundarios presentes. Asimismo; esta revision
demuestra que varios usos tradicionales dados a
estos frutos en diferentes paises han sido
comprobados mediante estudios in vitro. Asi, la

actividad antioxidante, hipoglucemiante,
antitumoral,  hiperlipidémica, antiinflamatoria,
hepatoprotectora, antihipertensora y

antimicrobiana han quedado demostradas.

El fruto de A. carambola es una baya de forma
ovoide o elipsoidal de seccién transversal
estrellada, mide de unos 8-15 cmde longitud, es de
color amarillo, que presenta entre 3 y 5 costillas
bien marcadas. La cascara es lisa y ceracea. Su
pulpa es de color amarillo claro, de sabor &cido,
jugosay crocante (figura 1) [25].

Jobo (Spondias mombin L.) pertenece a la
familia Anacardiaceae, crece extensamente en las
zonas tropicales de Centro y Suramérica, y también
en Asia y Africa. Sus frutos tienen un alto valor
comercial ya que su sabor y aroma son muy
agradables por lo que se aprovecha en la
preparacién de jugos y mermeladas. En Venezuela,
el mayor consumo de estos frutos se da en la zona
oriental del pais donde se preparan diferentes
postres y helados a partir de la pulpa de la fruta.

El fruto de Spondias mombin es una drupa
ovoide llegando a medir entre 3-5 cm de longitud,
de piel suave y amarilla y sabor agridulce (figura
1)[26].

Fig. 1. Frutosde Manilkara achras (A); Averrhoa carambola (B) y
Spondias mombin (C) (Fuente: www.google.com
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Esta fruta posee un contenido nutricional
importante ya que es rica en minerales tales como
potasio, sodio, magnesio, fosforo, manganeso,
calcio, cobre, hierro y aluminio. Adicionalmente, la
presencia de un alto contenido de carotenoides
también ha sido detectada en estos frutos [27].

El cocimiento de las hojas, corteza y frutos de S
mombin ha sido til en casos de diarrea, vomito,
fiebre, también como antimicrobiano y diurético
[28]. Debido a que la presencia de compuestos
fendlicos en los frutos esté fuertemente relacionada
a la capacidad antioxidante de los mismos, en este
estudio se evalud la cantidad de fenoles totales y
poder antioxidante de los extractos de tres frutos
consumidos frecuentemente por la poblacion
venezolana. Con esta investigacion, esperamos
poder contribuir al conocimiento del poder
antioxidante de estos frutos que se cultivan en
Venezuela, ya que hasta el momento no se ha
reportado en la literatura cientifica.

MATERIALES Y METODOS

Material wegetal: Los frutos de las especies
Manilkara achras (Mill) Fosberg, Averrhoa
carambola L. y Spondias mombin L. fueron
recolectados en enero de 2019 en la localidad El
Pao de Puerto Ordaz, Ciudad Guayana, Estado
Bolivar, \Venezuela. Fueron  seleccionados
completamente sanos y maduros e identificados
por el Ingeniero Juan Carmona Arzola, empleando
como muestras testigos las  especimenes
depositadas en el Herbario Luis Ruiz Teran de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de Ia
Universidad de Los Andes.

Preparacién de los extractos: Los frutos
fueron debidamente lavados y troceados para
eliminar las semillas. ElI material fresco fue
desecado mediante estufa a 40°Cy posteriormente
molido. La extraccién de este material se realiz6
por maceracion hasta agotamiento empleando
etanol. Cada extracto fue filtrado y concentrado
hasta total sequedad empleando rotavapor alvacio.
Los extractos obtenidos fueron pesados y
mantenidos en refrigeracion a 4°C en envases de
vidrio herméticamente cerrados y rotulados hastael
desarrollo de los anélisis.

Tamizaje fitoquimico: Los extractos crudos
fueron cualitativamente evaluados para determinar
la presencia de alcaloides, flavonoides, fenoles,
saponinas, antraquinonas, triterpenos, esteroides,
taninos, cumarinas y glucésidos, de acuerdo a la
metodologia estandar empleada para este fin [29].
Los cambios de coloracion o formacion de
precipitados fueron usados para indicar una
respuesta positiva a las pruebas empleadas.

Determinacion del contenido total de fenoles:
La cuantificacion de fenoles totales de cada
extracto se realizo mediante el método
colorimétrico empleando el reactivo de Folin-
Ciocalteu [30]. 1 mL de cada extracto previamente
diluido en etanol, fue mezclado con 0,5 mL de una
solucién del reactivo de Folin- Ciocalteu a una
concentracion 6,0 x10°° mM, dos minutos después
se afiadi6 8 mL de una solucién de carbonato de
sodio 0,7 M. La mezcla fue dejada en reposo a
temperatura ambiente por 30 minutos. La
absorbancia fue medida empleando un
espectrofotémetro UV-visible marca Genesys 10
Bio a 760 nm. La curva de calibracion se realizo
preparando unasolucién standard de &cido galico a
10, 20, 25, 40, 50 mg/mL. Los resultados fueron
expresados en mg/equivalentes de acido galico
(EAG)/ 100 g de peso seco del extracto a partir del

uso de la siguiente ecuacion:

Cex *Vex

Contenido = * 1000

Donde: Pm es el peso de la muestra utilizado,
Vex es el volumen de extracto utilizado y Cex la
concentracion encontrada en el extracto. Estos
ensayos fueron realizados por duplicado.

Actividad  antioxidante: La  capacidad
antioxidante de cada extracto fue medida
empleando el método descrito por Lai [31]. 2,8 mL
de una solucion metanélica de DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo) a 6 x 102 mM fue adicionado a
200 pL de las diluciones a 15, 30, 60, 125, 250 y
500 pug/mL, de cada extracto preparadas a partir de
una solucién stock de 4 mg/mL. Cada mezcla fue
agitada empleando un vortex y mantenida en
oscuridad por 30 minutos. La absorbancia fue
medida  empleando  un  espectrofotometro
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UV-visible marca Genesys 10 Bio a 517 nm. Como
control negativo se empled una solucion de 2,8 mL
de DPPH en 200 pL de metanol; mientras que
como referencia estandar de sustancia antioxidante,
se empled una solucién de &cido ascdrbico a una
concentracién de 176 mg/mL. Los resultados
fueron expresados en porcentaje de inhibicion
(% 1) y fueron calculados siguiendo la siguiente
ecuacion [31]:
Abspppy — AbS yegira

%1 = * 100

Abspppy
La concentracion necesaria para obtener el 50%
de la capacidad maxima de captacién de radicales
libres (ICso) se calculd mediante regresion lineal.
Los datos se reportan por triplicado

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del tamizaje fitoquimicos
realizado a los extractos etandlicos de las especies
Manilkara achras (Mill) Fosberg, Averrhoa
carambola L. y Spondias mombin L., se muestran
en la Tabla 1.

TABLA 1.

Como se puede apreciar en la Tabla 1, los
taninos, alcaloides, glicésidos y flavonoides se
observaron en todos los extractos de forma
abundante y moderada. Asi, un precipitado negro
azulado cuando se agreg6 una solucion de cloruro
férrico al 5%, indicé la presencia de taninos en
todas las muestras, lo cual se confirmé con la
formacion de un precipitado copioso blanco
cuando se emple6 una solucién de gelatina al 1%.
Aunque poco frecuente en frutos, las pruebas
utilizadas para la determinacion de alcaloides
resultaron positivos en todas las muestras. Los
frutos de Averrhoa carambola han dado positivo a
la prueba de alcaloides en otras investigaciones
previamente reportadas en la literatura [18]. El test
para triterpenos empleando el reactivo Salkowski
mostré la positividad en todos los casos con la
formacion de una coloracion rojiza en todas las
muestras; mientras que las antraquinonas
estuvieron presente en Spondias mombin vy
Averrhoa carambola; y las cumarinas solo se
observaron en el extracto de Spondias mombin. No
se evidencio la presencia de saponinas en ninguno
de los extractos analizados.

Tamizaje fitoquimico de los extractos alcohdlicos de los frutos de Manilkara achras, Averrhoa carambola y Spondias mombin

Alcaloides Flavonoides [Saponinas| Cumarinas
NaOH NHsOH/

Muestras RD RM RW RS 10% Espuma uv
Averrhoa carambola ++ ++ ++ R 4+ i _
Manilkara achras ++ + ++ + +++ B B
Spondias mombin ++ ++ + - +++ - +

Glicosidos e rpenos y Taninos Antraquinonas

esteroides
FeCls

Muestras RK-K RS* | RL-B 506 RG RB H2S04
Averrhoa carambola +++ + - ++ 4+ - T+
Manilkara achras +++ + B T+ it - "
Spondias mombin +++ + - ++ 4+ 4+ +

(-): ausente; (+): escaso; (++): moderado; (+++): abundante

RD: Reactivo de Dragendorff; RM: Reactivo de Mayer; RW: Reactivo de Wagner; RB: Reactivo de Borntrager; RS*: Reactivo de
Salkowski; RL-B: Reactivo Lieberman-Bouchard; RG: Solucién de Gelatina 1%; RK-K: Reactivo Keller-Killiani

Contenido total de fenoles: El contenido total
de compuestos fendlicos en cada extracto fue
determinado usando la ecuacion de regresion lineal
empleando 4&cido galico como patrén estandar
(y=0,0251x%-0,1211) r2=0,9944. Los resultados se
muestran en la Tabla 2. Todos los extractos

mostraron presencia de sustancias tanicas talcomo
se evidencio en las pruebas de tamizaje fitoquimico
empleando una solucion de cloruro férrico al 10%
y una solucion de gelatina al 1%. Llama la atencidn
que las tres muestras mostraron un contenido
fendlico muy similar en el rango de
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100,2 y 103,7 mg equivalente de acido gélico
(GAE)/100 g de extracto seco.

TABLA 2.
Contenidototal de fenoles de los extractos alcohdlicos de los
frutos de Manilkaraachras, Averrhoa carambola y Spondias
mombin

FT mg EAG/100 g
peso seco de extracto

102,7 0,001
100,2 +0,009
Spondias mombin 103,7+ 0,027

Haciendo una revision bibliogréfica sobre la
cuantificacion del contenido total de fenoles (CTF)
presentes en estos frutos que crecen en paises
tropicales, se encontraron algunas similitudes, y en
otros casos, diferencias significativas con respecto
a los hallados en nuestra investigacion. Por
ejemplo; los valores del CTF en los frutos de
Achrassapota L (syn. Manilkara sapota) que crece
en la India fueron 134,6 +4,5 [12b] y 115,14+3,2
[32]; mostrando similitud a los encontrados en
nuestra investigacion; mientras que los hallados en
aquellos frutos provenientes de Malasia fue de tan
solo 2301 + 009 mgEAG/100g [12%],
significativamente mas bajos a los encontrados en
el caso de frutos que crecen en Venezuela.

Cuando se revisd el CTF reportados para los
frutos de A. carambola, pudimos observar que el
valor hallado para el extracto etandlico de los frutos
recolectados en Venezuela son significativamente
mayores que los encontrados en los extractos
etanodlicos de los frutos recolectados en Brasil
(33,39£0,35 mgEAG/100 ¢) [33] y que los
recolectados en  Malasia (7242  £2,98
mgEAG/100g) [18], pero mucho menor que el
reportado también en otra region de Malasia
(234,89+19,85 mgEAG/100g) [34]. En relacion a
este Ultimo resultado, es importante resaltar que los
autores analizaron la variacion del contenido total
de fenoles de los frutos en relacion al tiempo desde
que se preparan los extractos y el momento del
anélisis cuantitativo del contenido de fenoles
totales, y pudieron determinar cambios importantes
en el valor del CTF, ya que la concentracién inicial
de fenoles totales (234,89+19,85 mgEAG/100g)
disminuy6 un 44% a la novena semana y un 63%
hasta la semana nimero 13 después de haberse
preparado dicho extracto. Estos resultados sugieren
que la cuantificacion de esta clase de metabolitos

Muestra

Averrhoa carambola

Manilkara achras

deberia realizarse durante los siguientes primeros
dias después de recolectados los frutos para tener
un valor mas aproximado al que realmente
contienen dichos frutos.

Con respecto alos valores del CTF de los frutos
de S mombin reportados en la literatura, se
evidencio6 que los valores obtenidos en la presente
investigacién fueron significativamente diferentes
a los reportados por Reyes-Munguia vy
colaboradores a partir de los frutos recolectados en
San Potosi (México), (57,92+0,05 mg EAG/L)
[35], Tiburski en Brasil (260 mg EAG/100 g) [27];
Abiodumy colaboradores en Nigeria (239,50 +7,9
mg EAG/g) [28] y Silva y colaboradores en Cear3,
Brasil quienes reportaron valores que oscilan entre
34 +0,4 y 128 +0,5 mg EAG/g dependiendo de la
época de recoleccion del fruto [36].

Bxisten factores medio ambientales tales como
la temperatura, clima, tipo de suelos, entre otros;
que pude influir en la cantidad de compuestos
fendlicos encontrados en los frutos recolectados en
las diferentes localidades. Pero ademas; existen
también otros elementos tales como el estado
fisiologico del fruto al momento de la recoleccién,
lo cual repercute en la cantidad de compuestos
fendlicos cuantificados. Una evidencia de este
hecho fue demostrada por Silvay colaboradores, en
una andlisis fitoquimico realizado sobre los frutos
de Smombin recolectados en diferentes periodos de
madurez de los frutos. Se observo que la cantidad
de fenoles decae a medida que el fruto va
madurando y adquiere una consistencia mas
blanda. Esto mismo ha sido observado para el
contenido total de vitamina C en la pulpa de
S. mombin [36]. El contenido de fenoles suele ser
mayor en frutos inmaduros ya que este tipo de
metabolitos est4 relacionado el mecanismo de
defensa para la proteccion de los frutos inmaduros
que permitan su crecimiento y maduracion [37].
Por otro lado, una disminucion del contenido total
de fenoles en los frutos mejora las caracteristicas
sensoriales de los mismos ya que se percibiria
menor astringencia al momento de ser consumidos
[38].

Actividad antioxidante: La evaluacion de la
capacidad antioxidante de los extractos etandlicos
de los frutos de A. carambola, S. mombin y M.
achras se desarroll6 empleando el reactivo DPPH
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(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).  Los  resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 3. Los valores de
inhibicién de los extractos fueron expresados a la
concentracion de 4 mg/mL.

TABLA 3.
Porcentajes de inhibicion y valores de ICso de los extractos

alcohdlicos de los frutos de Manilkara achras, Averrhoa
carambola y Spondias mombin

Muestra %ol 1Cs0
Averrhoa carambola 90,79 2,807+0,053
Manilkara achras 97,69 1,030+0,032
Spondias mombin 92,38 1,366+0,054

Como se puede observar, la mejor actividad
antioxidante se observé en el extracto etandlico de
los frutos de Manilkara achras con un valorde ICso
de 1,030+0,032 mg/mL; seguido de Spondias
mombin  1,366£0,054 mg/mL y finalmente
Averrhoa carambola con 2,807+0,053 mg/mL.

Estudios previos reportan valores de ICso para
los extractos alcohdlicos de S mombin entre
125 +1,2 mg/mL [36] y 5,86 +1,49 mg/mL [28];
A carambola 66,37+2,44 mg/mL [18]; 9,082
mg/mL [33], y M achras 0,309+0,08 mg/mL [12?];
8,75+4,5 mg/mL [12b].

Haciendo una anélisis comparativo con los
resultados obtenidos en otras investigaciones en las
que se han realizado analisis del poderantioxidante
de los frutos frescos de M achras, S mombiny A
carambola, algunas diferencias fueron halladas.
Algunos estudios indican que particularmente en
los frutos, un conjunto de compuestos quimicos
con propiedades antioxidante estan presentes
(vitamina A, 4&cido ascorbico, betacarotenos,
flavonoides y taninos), pero son los compuestos
polifendlicos (catequinas y pirocatequinas) los que
mostraron una mejor capacidad secuestradora de
radicales libres [12b, 39]. Es importante sefalar
que la presencia de compuestos polifendlicos
decrece con la maduracion de los frutos y por lo
tanto la capacidad antioxidante de los frutos
también va disminuyendo con el paso del tiempo
observandose valores significativamente menores
en frutos muy maduros. Aunque no es facil
determinar con exactitud la capacidad antioxidante
ni elcontenido total de compuestos fendélicos en los
frutos debido a que pueden haber variaciones

importantes por las condiciones de los cultivos,
etapas de las cosechas y al grado de maduracion de
los frutos al momento de adquirirlos en el
supermecado; se observo una accion antioxidante
importante en los frutos examinados, por lo que se
puede asumir que elconsumo de los mismos brinda
un beneficio importante para la salud humana. Es
importante tomaren cuenta que los frutos deben ser
consumidos lo mas pronto posible después de la
recoleccion de los mismos para aprovechar mejor
el contenido de compuestos nutracéuticos capaces
de disminuir el efecto de radicales libres en el
organismo y asi poder aprovechar mejor los
beneficios del consumo de estas frutas.

CONCLUSIONES

La presente investigacion contribuye con la
busqueda de fuentes naturales de compuestos
polifendlicos con potencial antioxidante. Con los
resultados obtenidos, se reporta por primera vez el
analisis fitoquimico, contenido total de fenoles y
capacidad antioxidante de los frutos de M. achras,
S mombin y Acarambola que crecen en Venezuela,
los cuales pueden serconsiderados como alimentos
promotores de la salud ya que todo mostraron un
efectivo pode antioxidante por lo cual puede
contribuir al atrapamiento de radicales libres
responsables del desarrollo de numerosas
enfermedades degenerativa y graves en los seres
humanos.
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RESUMEN

La obtenciébn de seis nuevos derivados
hemisintéticos a partir de ent-kaurenol (I), se
realizd mediante la reaccion de esterificacion de
Steglich empleando los &cidos p-cloro-fenil-

acético, o-cloro-fenil-acético, m-cloro-fenil-
acético, p-bromo-fenil-acético, nicotinico vy
salicilico;  utilizando la  combinacion  de

diciclohexilcarbodiimida  (DCC, agente de
acoplamiento), 4-dimetilaminopiridina (DMAP,
catalizador nucleofilico) y como solvente el
diclorometano. Todos los compuestos fueron
caracterizados mediante técnicas espectroscopicas
de IRy RMN uni y bidimensionales, lograndose
identificar como ent-kaur-19-O-[2’-(p-cloro-fenil)-
carboximetil]-16-eno  (ll),  ent-kaur-19-O-[2"-(o-
cloro-fenil)-carboximetil]-16-eno  (Ill), ent-kaur-
19-O-[2’-(m-cloro-fenil)-carboximetil]-16-eno

(IVv), ent-kaur-19-O-[2’-(p-bromo-fenil)-
carboximetil]-16-eno V), ent-kaur-19-O-(m-
piridil-carboxil)-16-eno  (VI) y ent-kaur-19-O-(o-
hidroxi-fenil-carboxil)-16-eno (V1. Estos
compuestos no presentaron actividad
antimicrobiana mediante el método de difusion en

agar en pozo frente a cepas ATCC de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans a
una concentracion de 2 mg/mL.

PALABRAS CLAVE

Diterpenos,
esterificacion de
antimicrobiana.

ent-kaureno,
Steglich,

ent-kaurenol,
actividad

ABSTRACT

Six new hemisynthetic derivatives were
obtained from ent-kaurenol (1), this was performed
by the Steglich esterification reaction using
p-chloro-phenyl-acetic acid, o-chloro-phenyl-
acetic acid, m-chloro-phenyl-acetic, p-bromo-
phenyl-acetic, nicotinic and salicylic; using the
combination of dicyclohexylcarbodiimide (DCC,
coupling agent), 4-dimethylaminopyridine
(DMAP, nucleophilic catalyst) and
dichloromethane as solvent. All compounds were
characterized by one- and two-dimensional NMR,
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IR  spectroscopic  techniques and  were
identified as ent-kaur-19-O-[2'-(p-chloro-phenyl)-
carboxymethyl]-16-ene (Il), ent-kaur-19-O-[2’-(o-
chloro-phenyl)-carboxymethyl]-16-ene (lll), ent-
kaur-19-O-[2’-(m-chloro-phenyl)-carboxymethyl]-
16-ene (IV), ent-kaur-19-O-[2"-(p-bromo-phenyl)-
carboxymethyl]-16-ene  (V), ent-kaur-19-O-(m-
pyridyl-carboxyl)-16-ene (VI) and ent-kaur-19-O-
(o-hydroxy-phenyl-carboxyl-16-ene  (VII). These
compounds did not exhibit antimicrobial activity
by the well agar diffusion method against ATCC
strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonasaeruginosa and Candida albicans at
the concentration of 2 mg/mL.

KEY WORDS

Diterpenes, ent-kaurene, ent-kaurenol, Steglich
esterification, hemisynthetic derivatives.

INTRODUCCION

El ent-kaur-16-en-19-0l denominado ent-
kaurenol es un diterpeno tetraciclico que fue
sintetizado por primera vez por Mori y cols. (1966),
este compuesto se detectd inicialmente en el
endospermo de Echinocystis macrocarpa Greene
(Cucurbitaceae), como uno de los productos
intermediarios en la bioconversion del ent-kaureno
en 4cido ent-kaur-16-en-19-oico en la biosintesis
de las giberelinas [1,2]. El aislamiento vy
caracterizacion como producto natural lo realizaron
por primera vez Piozzi y cols. (1971) a partir de
Espeletia grandiflora, posteriormente fue obtenido
de Anona squamosa L. [3,4].

Por ser el ent-kaurenol uno de los precursores
de las giberelinas, esta presente en todas las plantas
[3]; en tal sentido, se ha reportado en
Euphorbiaceae xerophilic (Ricinocarpus, Beyeria)
y en especies de la subtribu Espeletiinae como
Espeletia semiglobulata, Espeletia nana vy
Espeletiopsis angustifolia de las cuales existen
estudios que indican que la fraccion neutra de los
extractos apolares de diferentes partes de estas
plantas contiene un 30,0%, 7,1%; y 5,7% de ent-
kaurenol, respectivamente [5-7]. Investigaciones
preliminares reportan interesantes actividades

farmacoldgicas del ent-kaurenol como es la
actividad antiparasitaria frente al Tripanosoma
cruzi al inhibir la enzima transcriptasa inversa
[8,9], otros estudios sefialan que este diterpeno
estimula laproduccién de corticosterona y aumenta
el efecto estéreo diogénico en células adrenales y
granulosas de ratas y de aves [10-12].

Existe un ndmero importante de derivados
hemisintéticos del ent-kaurenol, Baptista y cols.
(2007) lograron obtener derivados epoxidados y
glicosilados como  ent-16,17-epoxi-19«-hidroxi-
kaurano, ent-19a-acetoxi-kaur-16-eno, ent-19a-
acetoxi-16,17-epoxi-kaurano y el 2,34,6-tetra-O-
acetil-p-D-glucopirandsido de ent-kaurenilo [13].
Asimismo, Aparicio y cols. (2007) reportan la
preparacion del ent-15q¢,190-dihidrox-kaur-16-
eno y ent-15,16-epoxi-17,19«-dihidroxi-kaurano al
tratar el ent-kaurenol con SeO2/H.0O; [14]. De igual
modo, Hueso 'y cols. (2011) realizaron
esterificaciones del ent-kaurenol obteniendo dos
derivados hemisintéticos: ent-19a-acetoxi-kaur-
16-eno y el dimero del &cido ent-kaur-194-(190-
hidroxi-16-kaurenil)-16-en-sulfinico [15].

La presente investigacion reporta la obtencion
y caracterizacion de seis nuevos derivados a partir
de ent-kaurenol mediante la reaccion de
esterificacion de Steglich empleando los &cidos p-
cloro-fenil-acético, o-cloro-fenil-acético, m-cloro-
fenil-acético, p-bromo-fenil-acético, nicotinico vy
salicilico. Siendo este un método muy conveniente
para la sintesis de una amplia variedad de ésteres,
ademds de ser una reaccion versatil que puede ser
aplicada a una amplia variedad de &cidos y
alcoholes.

MATERIALES Y METODOS

Procedimientos generales: Los puntos de
fusion se determinaron en un equipo Fisher Johns
y no estén corregidos. Los espectros infrarrojo (IR)
se realizaron en un espectréfotometro Perkin Elmer
Spectrum  version  10.03.06. Modelo  de
instrumento: Spectrum two, sobre celdas de NaCl.
Los experimentos de resonancia magnética nuclear
(*H, 3C, DEPT-135, H-H-COSY, HMQC vy
HMBC) se realizaron en un espectrémetro Bruker-
Ascend TM Biospin de 600 MHz en soluciones de
CDCls. Para cromatografia en capa fina se usaron

21



Hamdan-Sanchez y cols. / Rev Fac Farm. 2022; 64(1): 20-28

placas de gel de silice Merck 60 F254 y para
cromatografia de columna gel de silice Merck de
230-400 Mesh, la elucidn se llevé a cabo con una
mezcla de Hexano:CH.Cl> (80:20). Los acidos p-
cloro-fenil-acético, o-cloro-fenil-acético, m-cloro-
fenil-acético, p-bromo-fenil-acético, nicotinico y
salicilico se adquirieron de la compafiia Aldrich
(Milwaukee, USA). Otros reactivos como
diciclohexilcarbodiimida (DCC) y
4-dimetilaminopiridina (DMAP) se adquirieron de
la compafiia Merck y no se purificaron antes de
usarlos. Se utilizd hexano, diclorometano, acetona
y acetato de etilo grado técnico previa destilacion.
Obtencion del ent-kaur-16-en-19-ol (I): El
compuesto |, denominado cominmente ent-
kaurenol fue obtenido de las partes aéreas de
Espeletia semiglobulata recolectada en el paramo
de Piedras Blancas, a 13 Km del Pico de El Aguila
en la via de Piflango, Estado Mérida, segun lo
descrito previamente por Baptista y cols. (2007),
pf 141-142°C, idéntico a una muestra auténtica
(pf, CCF, IR, EM, RMN-1H, RMN-13C) [13].
Procedimiento general de reaccién para la
obtencion de los derivados del ent-kaur-16-en-
19-ol (I): Para obtener los derivados esterificados
del ent-kaur-16-en-19-ol, se procedi6é a colocar 10
mL de CH.Cl, anhidro a una temperatura de 0 °C,
luego se agreg6 1 equivalente los siguientes acidos
p-cloro-fenil-acético (295,60 mg, 1,733 mmol), o-
cloro-fenil-acético (295,60 mg, 1,733 mmol), m-
cloro-fenil-acético (295,60 mg, 1,733 mmol), p-
bromo-fenil-acético (372,70 mg, 1,733 mmol),
nicotinico (213,30 mg, 1,733 mmol) y salicilico
(239,40 mg, 1,733 mmol) respectivamente para la
obtencién de cada derivado, y se agité hasta
completa disolucién, posteriormente se adicion6 1
equivalente del ent-kaurenol (I) (500,00 mg, 1,733
mmol) y se continu6 agitando durante
aproximadamente 30 minutos para luego afiadir 0,1
equivalentes de N,N-dimetilaminopiridina
(DMAP, 21,1 mg, 0,17 mmol) y 1,1 equivalentes
de diciclohexilcarbodimida (DCC, 238,30 mg, 1,90
mmol), seguidamente la mezcla de reaccién se
colocé bajo una atmosfera de argon (Ar)y se dejo
en agitacion durante 24 horas, a temperatura
ambiente. La mezcla resultante se lavo con acido
clorhidrico (0,5 N) y con una solucién saturada de
bicarbonato de sodio (15 mL), consecutivamente se
extrajo con CH2Cl> (3 x 20 mL). La fase organica

sesecd sobre Na2S0g4, sefiltrd y se llevo asequedad
en un rotavapor. Los residuos de cada reaccion se
purificaron sobre una columna de gel de silice
utilizando como fase mdvil una mezcla de
Hexano:CH2Cl> (80:20), hasta la obtencién de los
compuestos puros.

Obtencion del ent-kaur-19-O-[2°-(p-cloro-
fenil)-carboximetil]-16-eno (Il): EI compuesto I
se presentd como un sélido blanco cristalino
(444,00 mg, 58,09% de rendimiento), p.f. 77-79°C;
IR (Celda NaCl, ymax cm™) 3065 (-C-H sp?), 1732
(C=0), 1606 y 1492 (C=C), 1249 (-C-0); RMN-H
(CDCl3, 600 MHz, Tabla 1); RMN-13C (CDCls,
150 MHz, Tabla 2).

Obtencion del ent-kaur-19-O-[2°-(o-cloro-
fenil)-carboximetil]-16-eno (lIl): El derivado 11l
se presentd como un sélido blanco cristalino conun
peso de 604,00 mg lo que representd un 79,02% del
rendimiento de la reaccion, p.f. 96-98°C; IR (Celda
NaCl, ymax cml) 3152 (-C-H sp?), 1734 (C=0),
1597 y 1402 (C=C), 1249 (-C-O); RMN-'H
(CDCl3, 600 MHz, Tabla 1); RMN-13C (CDCls,
150 MHz, Tabla 2).

Obtencion del ent-kaur-19-O-[2°-(m-cloro-
fenil)-carboximetil]-16-eno (IV): El compuesto
IV se obtuvo 639,00 mg (83,60% del rendimiento)
como un liquido viscoso amarillo; IR (Celda NaCl,
ymax cml) 3152 (-C-H sp?), 1733 (C=0), 1592 y
1405 (C=C), 1250 (-C-0); RMN-'H (CDCls;, 600
MHz, Tabla 1); RMN-13C (CDCls, 150 MHz, Tabla
2).

Obtencion del ent-kaur-19-O-[2’~(p-bromo-
fenil)-carboximetil]-16-eno (V): EI compuesto V
(254,00 mg, 30,18% del rendimiento) como soélido
blanco cristalino, p.f. 70-72°C; IR (Celda NaCl,
ymax cml) 3093 (-C-H sp?), 1718 (C=0), 1591 y
1402 (C=C), 1291 (-C-O); RMN-'H (CDCl3;, 600
MHz, Tabla 1); RMN-13C (CDCl, 150 MHz, Tabla
2).

Obtencion  del  ent-kaur-19-O-(m-piridil-
carboxil)-16-eno (VI): El compuesto VI se
presenté como un soélido blanco cristalino,
obteniendo 356,00 mg (52,19% del rendimiento),
p.f. 97-100°C; IR (Celda NaCl, ymax cm!) 3070 (-
C-H sp?), 1670 (C=0), 1611 y 1588 (C=C), 1399 (-
C=N), 1248 (-C-O); RMN-1H (CDCls, 600 MHz,
Tabla 1); RMN-13C (CDClz, 150 MHz, Tabla 2).
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Obtencion  del  ent-kaur-19-O-(o-hidroxi-
fenil-carboxil)-16-eno (VII): El compuesto VII se
presenté como un sélido blanco cristalino, con un
peso de 49,00 mg (6,92% del rendimiento), p.f. 96-
98 °C; IR (Celda NaCl, ymax cm) 3515 (Ar-O-H),
3065 (-C-H sp2), 1770 (C=0), 1613 y 1468 (C=C),
1248 y 1211 (-C-O); RMN-'H (CDCl3, 600 MHz,
Tabla 1); RMN-13C (CDCl3, 150 MHz, Tabla 2).

Actividad  antimicrobiana:  Las cepas
utilizadas fueron Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC  25922),
Enterococcus faecalis (ATCC 29219), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 23357), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) y Candida albicans
B-385 proporcionadas por el Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los
Andes.

La actividad antimicrobiana fue evaluada de
acuerdo al método de difusion en agaren pozo [16],
el ensayo se realiz6 con un cultivo de 18 horas de
cada microorganismo en 2,5 mL de caldo Mdueller-
Hinton a 37 °C. El in6culo bacteriano fue ajustado
con solucién salina fisiolégica al patron de turbidez
de Mac Farland N° 05 (1058 UFC/mL). Se
prepararon las placas con 20 mL de agar Mueller-
Hinton, se mezcl6 el inéculo preparado con el
medio de cultivo, y se agregd a la placa. Se dejo
solidificar el medio para luego abrir los pozos con
una pipeta Pasteur invertida, luego se colocaron 10
pL de cada compuesto (2 mg/mL), el control
negativo (dimetilsulfoxido) y el estandar del
antimicrobiano  de  referencia  (Amikacina®,
Ampicilina®, Fluconazol®) como control positivo
para cada uno de los microorganismos.

Posteriormente, las placas se dejaron en la
nevera a temperatura de 4°C aproximadamente
durante 30 min (pre-incubacién), para que las
muestras difundieran a través del agar, luego se
llevo a la estufa durante 24 h (bacterias) 48 h
(hongos) a temperatura de 37°C en posicion
invertida en atmosfera aerdbica. Transcurrido el
tiempo de incubacidn, se procedi6 a examinar la
placa, de acuerdo a la sensibilidad o resistencia de
la cepa. Se consideré6 como resultado positivo
cuando un halo de inhibicion de crecimiento se
observd alrededor del disco. En el caso contrario,
la ausencia de halo se interpreté como resultado
negativo o resistente. El didmetro de la zona de

inhibicion, producto de la actividad antimicrobiana
de las muestras se expreso en milimetros (mm).

RESULTADOS Y DISCUSION

Derivados hemisintéticos: El tratamiento del
ent-kaurenol (I) con los acidos p-cloro-fenil-
acetico, o-cloro-fenil-acético, m-cloro-fenil-
acético, p-bromo-fenil-acético, nicotinico 'y
salicilico, mediante las condiciones experimentales
antes descritas permitid la obtencién de seis
derivados hemisintéticos (Fig 1): ent-kaur-19-O-
[2’-(p-cloro-fenil)-carboximetil]-16-eno  (1I), ent-
kaur-19-O-[2’-(o-cloro-fenil)-carboximetil]-16-
eno (my, ent-kaur-19-O-[2’-(m-cloro-fenil)-
carboximetil]-16-eno  (IV), ent-kaur-19-O-[2’-(p-
bromo-fenil)-carboximetil]-16-eno  (V), ent-kaur-
19-O-(m-piridil-carboxil)-16-eno (VI) y ent-kaur-
19-O-(o-hidroxi-fenil-carboxil)-16-eno  (VII), los
cuales no han sido reportados previamente en la
literatura como productos naturales ni como
derivados hemisintéticos.

En el espectro de IR de los compuestos
obtenidos (II-VII) destaca la desaparicion de la
vibracién de tensién OH del compuesto de partida
(I), y se observan las sefales caracteristicas del
grupo éster debido a wuna banda intensa
correspondiente al grupo carbonilo con una
frecuencia de 1732 cm® (l1), 1734 cm® (1), 1733
cml (IV), 1718 cm? (V), 1670 cm® (VI) y 1770
cmrl (VII), esta sefial se confirmd con la vibracion
de tensién de los enlaces -C-O a 1249,68 cm® (11),
1249 cnvl (1) 1250 cm?® (IV), 1291 cm?® (V),
1248 cl (V1) y 1248 cmv® (VII), respectivamente.

La asignacion de los desplazamientos quimicos
tanto proténicos como de carbono 13 de todos los
compuestos, se realiz con ayuda de experimentos
1H-1H-COSY, DEPT, HMQC y HMBC. En los
espectros de resonancia protonica (Tabla 1) se
visualizaron las sefiales correspondientes alndcleo
del ent-kaurenol () y los derivados hemisintéticos
(I-VII), entre las cuales destacan los dobletes de
los protones H-19 que se encuentran desplazados a
campo mas bajo en comparacién con el compuesto
de partida (I), por el efecto desapantallante del
grupo carbonilo del éster (H19a: 3,90 ppm d J=11
Hz, 8H19b: 4,20 ppm d J=11 HZz). Adicionalmente
se visualizd la aparicién de un singulete (2H)
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desapantallado que fue asignado a H-2’ en los
derivados II-V.

De igual manera, se observaron las sefiales
caracteristicas de los sistemas aromaticos
disustituidos (1,2; 1,3 y 14). El compuesto Il
presentd un patrdn de sustitucion 1,4 representado
por dos dobletes que fueron asignados a H-2 y H-
6> (8H: 7,19 ppm d J=8,3 Hz), H-3” y H-5"" (3H:
7,28 ppm d J=8,3 Hz). Por otra parte, en el
compuesto Il se evidencié un sistema 1,2-

2 "
(6] b &
N SCly

disustituido con la aparicién de dos dobletes y dos
tripletes caracteristicos de este esquema de
sustitucién: H-3”* (8H: 7,35 ppmd J=8,6), H-4” y
H-5 (6H: 7,20 ppm t) y H-6”" (8H: 7,26 ppm d
J=8,6). Asimismo en el compuesto IV se determind
una sustitucion 1,3yaque presenté un singulete: H-
2’ (8H: 7,27 ppm s), dos dobletes: H-4>> (3H: 7,21
ppm d J=8,6), H-6”" (6H: 7,13 ppm d J=8,6) y un
multiplete H-5"" (6H: 7,22 ppm).

I:Ry= IV:R= O s 4
5
:‘:,- 1 2' 1 2" Q 6" o OH
. B 1 5 o
1 N . — 1"
ViRt " VI Ry= % | VI Ry= H‘&. v 3
(@] " " 2 g
6 2 e AN R "
3" o
Leyenda: 1: ent-kaurenol. Il: ent-kaur-19-O-[2-(p-cloro-fenil) -carboximetil] -16-eno. I11: ent-kaur-19-O-[2"-(o-cloro-fenil) -

carboximetil] -16-eno.  IV:  ent-kaur-19-O-[2’-(m-cloro -fenil) -carboximetil] -16-eno. ~ V:  ent-kaur-19-O-[2’-(p-bromo -fenil) -
carboximetil] -16-eno. V1: ent-kaur-19-O-(m-piridil -carboxil) -16-eno. VI11: ent-kaur-19-O-(o-hidroxi -fenil -carboxil) -16-eno.

Fig. 1. Derivados hemisintéticos del ent-kaurenol

De igual modo, en el compuesto V se evidencid
un sistema 14-disustituido establecido por la
aparicion de dos dobletes que integran para 2H
cada uno (3: 7,12 ppm H-2"" y H-6 d J: 90 Hz y
8:7,43 ppmH-3 y H-5 d J: 9,0 Hz).

En relacién al compuesto VI, se apreciaron
sefiales caracteristicas de un sistema aromatico,
entre las cuales destacan, la apariciébn de un
singulete a campo bajo (3: 9,20 ppm), por el efecto
desapantallante del grupo carbonilo y al &tomo de
nitrégeno, fue asignado a H-2"*, adicionalmente, se
evidenciaron dos dobletes que integran para 1H,
con un desplazamiento de &: 8,75 ppm(d J: 8,8 Hz)
y 6: 8,27 ppm (d J: 8,8 Hz) que corresponden a H-
4” y H-6"’, respectivamente, mientras que H-5"" se
correlaciona con un multiplete a : 7,37 ppm.

En el compuesto VII se apreciaron sefales
caracteristicas de un sistema aromatico, entre las
cuales destacan, la aparicién de un singulete a
campo bajo (6: 10,83 ppm) correspondiente al
hidrogeno del grupo hidroxilo del anillo aromético
(H-7"*), asimismo, se evidenciaron dos dobletes
que integran para 1H, con un desplazamiento de 6:
6,95 ppm (d J: 8,8 Hz) y 4: 7,80 ppm (d J: 8,8 Hz)
que corresponden a H-3” 'y  H-6”,
respectivamente. Por otra parte, H-4’ y H-5
generaron unos tripletes que integran para 1H, con
unos desplazamientos de 3: 7,45 ppm y 6,85 ppm.
El resto de las sefiales corresponden con la
estructura del compuesto de partida ent-kaurenol

).
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TABLA 1.

Desplazamientos quimicos de *H del ent-kaurenol (1), ent-kaur-19-O-[2’(p-cloro-fenil)-carboximetil]- 16-eno (11), ent-kaur-19-O-[2’-(o-
cloro-fenil)-carboximetil]-16-eno (I11), ent-kaur-19-O-[2’-(m-cloro-fenil)-carboximetil]-16-eno (1V), ent-kaur-19-O-[2’-(p-bromo-fenil)-
carboximetil]-16-eno (V), ent-kaur-19-O-(m-piridil-carboxil)-16-eno (V1) y ent-kaur-19-O-(o-hidroxi-fenil-carboxil]-16-eno (VII).

H | 11 111 v \Y VI VII
la 0,76 dt 0,75 dt 0,76 dt 0,75 dt 0,78 dt 0,82 dt 0,80 dt
1b 1,85 m 1,79 m 1,80 m 1,80 m 1,81 m 1,83 m 1,88 m
2a 1,40 m 1,37 m 1,31 m 1,38 m 1,32 m 1,60 m 1,42 m
2b 1,75 m 1,53 m 1,55m 1,50 m 1,57m 1,70 m 1,58m
3a 0,93 m 1,48 m 1,50 m 1,55m 0,95 m 1,08 m 1,10 m
3b 1,74 td 1,57 td 1,52t 1,57 td 1,57 td 1,76 td 1,80 td
5 0,93 dd 0,87 dd 0,85 dd 0,88 dd 0,90d 1,00 dd 1,02d
6a 1,70 m 1,54 m 1,42 m 1,54 m 1,53 m 1,40 m 1,70 m
6b 1,92 m 1,58 m 1,58 m 1,58 m 1,58 m 1,73 m 1,75 m
Ta 155t 1,45t 1,38t 1,44t 1,42t 1,51t 1,42t
7b 1,681 1,78 t 1,76 t 1,78t 1,78 t 1,78 t 1,78 t
9 1,08 m 1,03 m 1,01 m 1,02 m 1,03 m 1,10 m 1,10 m
1lla 1,31 m 1,33 m 1,38 m 1,58 m 1,38 m 1,42 m 1,63 m
11b 1,66 m 1,63 m 1,62 m 1,60 m 1,60 m 1,59 m 1,72 m
12a 1,58 m 1,44 m 1,42 m 1,43 m 1,43 m 1,47 m 1,45 m
12b 1,48 m 1,60 m 1,60 m 1,61 m 1,60 m 1,56 m 1,63 m
13 2,63 s.a 2,63 s.a 2,63 s.a 2,60 s.a 2,61lsa 2,60 s.a 2,62 s.a
1l4a 2,12 m 1,88 m 1,88 m 1,82 m 1,82 m 1,96 m 1,95 m
14b 1,06 m 1,84 m 1,83 m 1,05 m 1,05 m 1,08 m 1,12 m
15a 2,06 m 2,03 m 2,01m 2,00 m 2,00 m 2,00 m 2,03 m
15b 2,06 m 2,03 m 201m 2,00 m 2,00 m 2,00 m 2,03 m
17a 4,73 s 4,70s 4,70s 4,70's 4,70 s 472s 472s
17b 4,79 s 4,77 s 4,77 s 4,77 s 4,77 s 4,79 s 4,77 s
18 0,96 s 0,84 s 0,81s 0,87 s 0,84 s 1,05s 1,03 s
19a 3,44 d 3,90d 3,93d 3,90d 3,90d 4,14 d 4,14 d
19b 3,74 d 4,20 d 4,18 d 4,20 d 4,20 d 4,52 d 4,52 d
20 1,01s 0,96 s 1,00 s 0,95s 0,95s 1,08 s 1,08 s
2 - 3,57's 3,76 s 3,57s 3,555 - -
1" - - - - - - -
2" - 7,19 d - 7,27d 7,12 d 9,20 s -
37 - 7,28 d 7,35d - 7,43 d 6,95 d
4 - - 7,20t 7,21 m - 8,75d 7,451
5”7 - 7,28 d 7,20t 7,22'm 7,43 d 7,37 m 6,85t
6" - 7,19 d 7,26 d 7,13 m 7,12 d 8,27 d 7,80 d
77 - - N - - - 10,83 s

Abreviatruras: singulete (s), singulete ancho (s.a), doblete (d), doblete de triplete (dt), triplete (t), multiplete (m).

El analisis de los espectros de RMN-13C vy
DEPT-135 permitié identificar las sefiales de los
carbonos del ent-kaurenol (I) asi como de los
derivados hemisintéticos (II-VII), clasificandolos
en metilos, metilenos, metinos y cuaternarios, las
sefiales mas destacadas corresponden a los
carbonos aromaticos, olefinicos y carbonilicos
(Tabla 2).

A través de los espectros HMQC se
identificaron las correlaciones de todos los
carbonos con sus protones, las sefales mas
interesantes fueron las correspondientes a los
carbonos C-19 con H-19a y H-19b, C-17 con H-17a
y H-17, C-2’ con H-2’ y las del sistema aromatico

de cada derivado (lI-VII). Por otra parte, en los
espectros HMBC destacaron las correlaciones entre
los protones H-19a y H-19b con los carbonos
cuaternarios del grupo carbonilo sefialado como C-
1" de cada compuesto (lI-VII), permitiendo de esta
manera reafirmar que la molécula de partida se
encontraba unida por medio de un enlace éster, de
igual modo estos protones se correlacionan con los
carbonos asignados como C-18, C-4 y C-5, del
nucleo de partida. Se apreciaron las sefiales de H-
2" con los carbonos C-17, C-2”, C-3”, C-5 y C-
6’ correspondientes de los anillos aromaticos de
cada molécula.
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TABLA 2.
Desplazamientos quimicos de **C del ent-kaurenol (1), ent-kaur-19-0-[2’-(p-cloro-fenil)-carboximetil]-16-eno (11), ent-kaur-19-O-[2’(o-
cloro-fenil)-carboximetil]-16-eno (I11), ent-kaur-19-O-[2’-(m-cloro-fenil)-carboximetil]-16-eno (1V), ent-kaur-19-O-[2’-(p-bromo-fenil)-
carboximetil]-16-eno (V), ent-kaur-19-O-[2"-(m-piridil-carboxil)-16-eno (V1) y ent-kaur-19-O-(o-hidroxi-fenil-carboxil]-16-eno (VII).

C | ] 1" v \Y; VI Wil

1 | 40,5 | 40,3 | 40,3 | 41,2 | 40,3 | 40,3 | 40,2
2 [ 183 [ 18,2 | 181 | 18,1 | 181 | 18,2 | 18,2
3 35,3 36,5 36,7 36,5 36,5 36,6 36,5
4 39,3 39,5 39,1 39,1 39,1 39,2 39,2
5 [ 56,9 | 56,7 | 56,6 | 56,7 | 56,7 | 56,8 | 56,7
6 | 205 [ 20,5 | 20,4 | 20,5 | 20,5 | 20,6 | 20,5
7 | 41,7 | 415 | 415 | 415 | 415 | 415 | 415
8 | 440 | 441 [ 441 | 441 | 441 | 441 | 441
9 [ 562 [ 561 | 561 | 561 | 56,1 | 56,1 | 56,1
10 | 38,7 [ 37,1 | 37,0 | 37,0 | 37,1 | 374 | 374
11 | 182 [ 18,2 | 182 | 18,2 | 182 | 18,3 | 18,3
12 | 33,2 [ 331 | 331 | 331 | 331 | 331 | 331
13 | 44,2 | 439 | 439 43,9 [ 439 | 439 43,9
14 | 39,7 39,1 39,5 39,5 39,6 39,6 39,6
15 | 49,1 | 48,9 | 48,9 | 49,0 | 49,0 | 49,0 | 499
16 | 1559 | 155,8 | 155,8 | 155,8 | 155,8 | 155,8 | 155,7
17 | 103,0 [ 102,9 | 102,9 | 102,9 | 102,9 | 103,0 | 103,0
18 | 27,1 | 276 [ 276 [ 275 | 276 | 27,7 | 277
19 | 656 | 68,1 [ 685 [ 68,2 | 68,2 | 68,3 | 68,0
20 | 181 | 17,8 | 17,8 | 17,8 | 178 | 181 | 181
1 - 171,31 170,7 | 171,1| 171,2 | 165,4 | 170,3
2 - 40,9 | 39,6 | 40,3 | 411 - -

1” - 132,7 [ 132,6 | 134,3| 121,1| 126,4 | 112,7
2” - 130,7 | 134,6 | 129,5| 131,0 [ 150,8 | 161,6
3” - 128,7 | 129,5| 136,0 | 131,6 - 117,6
4” - 132,9 | 128,6 | 129,7 | 133,1 | 153,3 | 1355
5” - 128,7 | 126,8 | 127,2| 131,6 | 123,3 | 119,1
6” - 130,7 | 131,5| 127,5] 131,0 | 137,0 | 1297

método de microdilucién en caldo y determinaron
Actividad antimicrobiana: La actividad que es inactivo frente a Staphylococcus aureus,

antimicrobiana del ent-kaurenol (I) y los derivados
hemisintéticos obtenidos (II-VII) fue evaluada a
través del método de difusién en agar en pozo,
determinandose que los compuestos no fueron
activos frente a los microorganismos ensayados,
demostrando que la esterificacion del grupo
hidroxilo en C19 no mejora la actividad y que las
modificaciones quimicas realizadas no tienen
influencia frente a estos microorganismos. Estos
resultados tienen relacién a los obtenidos por Pefia
y cols. (2015) quienes sefialan que los derivados
sulféxidos obtenidos de la esterificacion del acido
ent-kaurénico no presentaron actividad
antibacteriana por el método de difusién en discoy
de microdilucién en caldo [17]. De igual modo,
Cordero de Rojas y cols. (2017) evaluaron la
actividad antibacteriana del ent-kaurenol (1) por el

Enterococcus faecalis, Escherichia coli vy
Pseudomonas aeruginosa, sin embargo presento
actividad sobre Bacillus subtilis (CIM 40 pg/mL)
[18]. Considerando que los ésteres obtenidos (lI-
VII) son compuestos nuevos, es importante resaltar
que estos resultados reportan por primera vez la
evaluacion de la actividad antimicrobiana.

CONCLUSIONES

Las reacciones de esterificacion del ent-
kaurenol (I) con los acidos p-cloro-fenil-acético,
o-cloro-fenil-acético, m-cloro-fenil-acético,

p-bromo-fenil-acético, nicotinico y salicilico;
permitieron la obtencion de seis derivados
hemisintéticos denominados como:
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ent-kaur -19-O-[2’-(p-cloro-fenil)-carboximetil]-
16-eno  (Il),  ent-kaur-19-O-[2’-(o-cloro-fenil)-
carboximetil]-16-eno  (1ll), ent-kaur-19-O-[2’-(m-
cloro-fenil)-carboximetil]-16-eno  (IV), ent-kaur-
19 -O-[2’-(p-bromo-fenil)-carboximetil]-16-eno
V), ent-kaur-19-O-(m-piridil-carboxil)-16-eno
(V) 'y ent-kaur-19-O-(o-hidroxi-fenil-carboxil)-
16-eno (VII), los cuales no han sido reportados
previamente en la literatura como productos
naturales ni como productos de hemisintesis.

Se evalud la actividad antimicrobiana del ent-
kaurenol (I) y los derivados hemisintéticos
obtenidos (lI-VII) a través del método de difusion
en agar en pozo frente a seis cepas de referencia
internacional: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Klepsiella
pneumoniae, Pseudomonasaeruginosa y Candida
albicans; determinandose que los compuestos no
fueron activos frente a las cepas ensayadas.
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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.

KEY WORDS

Tristerix ~ longebracteatus,  phychemistry
screening, ecotoxic activity, moderate toxcity

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

% Letalidad

40

20

750-2500

56,9

1]

500 5-150

Concentracion de los extractos {ppm)

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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NORMAS EDITORIALES

La Revista de la Facultad de Farmacia (Rev Fac
Farm) es una publicacién editada por la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los
Andes, Mérida, RepuUblica Bolivariana de
Venezuela. La revista es arbitrada e indizada y
tiene como objetivo publicar Trabajos Originales
(inéditos producto de estudios terminados),
Revisiones, Reporte de Casos Clinicos,
Comunicaciones y Cartas al Editor, que versen
sobre las siguientes &reas del conocimiento:
Etnobotanica, Quimica  Organica, Quimica
Inorgénica, Quimica Analitica, Quimica
Medicinal, Fitoquimica, Ciencias de los Alimentos,
Galénica, Tecnologia Industrial, Andlisis de
Medicamentos, Fisica, Fisicoquimica, Estadistica
Aplicada a las Ciencias de la Salud, Microbiologia,
Parasitologia, Inmunologia, Hematologia,
Farmacologia, Toxcologia, Fisiologia, Citologia,
Farmacocinética, Mercadotecnia, Historia de la
Farmacia y Bioanalisis, Farmacognosia, Nutricion
en Salud Publica y Biotecnologia. Los manuscritos
deben serconcisos, correctos en su estilo y escritos
en idioma espafiol, inglés o portugués. El Comité
Editorial (CE) tiene prevista la publicacion de un
volumen y dos numeros al afio, con la extensién
que se estime conveniente.

ENVIO DEL MANUSCRITO

Los autores deben enviar el archivo del
manuscrito en programa “Word for Windows” a
través de los siguientes correos: revfarm@ula.ve o
revfarmacia@gmail.com. Es necesario que el autor
principal envie una comunicacion al Editor, en
donde solicita la consideracién del materialadjunto
para la publicacién en algunade las secciones de la
Revista, con indicacion expresa, de tratarse de un
trabajo original, de no haber sido publicado
excepto en forma de resumen y que sélo ha sido
enviado a la Revista de la Facultad de Farmacia.
Ademas, debe incluir la autorizacion, donde todos
los autores aceptan con su firma, que han
participado activamente en el desarrollo y
ejecucion de dicha investigacion, y que conocen
que esta siendo enviado a publicacion sin percibir
remuneracion alguna.

SISTEMA DE ARBITRAJE

Todos los trabajos seran sometidos a
consideracion del CE de la Revista, el cual decidira
si el trabajo debe ser enviado a arbitraje 0 es
devuelto por no cumplir con las normas editoriales
establecidas. El arbitraje de doble ciego serd
realizado por al menos tres expertos en el area
objeto de la comunicacién. Se cuenta con la
participacién de especialistas, provenientes de
diferentes instituciones locales, nacionales, asi
como internacionales. En caso de exstir
sugerencias por parte de los evaluadores para
mejorar la calidad de los trabajos, seran devueltos
a sus autores para las debidas correcciones, las
cuales deben cumplirse, siendo posible apelar con
la debida justificacion en cada caso. Para facilitar
el proceso de arbitraje, los autores deberan enviar
una lista de seis posibles arbitros (Nacionales e
Internacionales) con sus respectivas direcciones de
correo electrénico.

NORMAS EDITORIALES

Los textos deben estar compuestos por las
siguientes secciones:

Revisiones: Segun los criterios establecidos por
el CE, para incluir revisiones en la Revista de la
Facultad de Farmacia se debe cumplir con las
siguientes condiciones:

» Al menos uno de los autores debe tener un
minimo de tres trabajos sobre el tema, publicados
en revistas indexadas y arbitradas y por lo menos
una de esas revistas debe ser Tipo A.

« Las revisiones pueden ser solicitadas al autor
(es) por el CE o propuestas por el autor (es) al CE,
sobre temas seleccionados. Estructura: Resumen,
palabras clave, abstract, key words, introduccion,
cuerpo o desarrollo, conclusion (es), referencias
bibliograficas, de acuerdo a las mismas
instrucciones de los trabajos originales.

Trabajos originales: Se le da prioridad a los
articulos originales. Estructura: Resumen, palabras
clave, abstract, key words, introduccidn, material y
métodos, resultados, discusién, conclusion (es),
agradecimientos  (prescindible) y referencias
bibliogréaficas,
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REGLAMENTO PARA EL ARBITRAJE

CAPITULO 1
Disposiciones Fundamentales

Articulo 1. El presente REGLAMENTO tiene
por objeto normar los principios rectores del
Arbitraje de los Trabajos de Investigacion,
enviados por autores al Editor para su aceptacion
en la Revista de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Los Andes.

Articulo 2. La recepcién de un Trabajo de
Investigacion por parte del Editor, no implica por
fuerza su aceptacion para ser publicado en
cualquiera de los volimenes de la Revista de la
Facultad que se editen en un afio. Ademas, no se
recibiran trabajos para arbitraje que no estén
acompariados de un oficio dirigido al Editor de la
Revista, firmado por el autor (o responsable de una
publicacion en caso de ser colectiva).

Articulo 3. El Editor podra recibir trabajos de
investigacion para su Arbitraje de cualquier autor
de algunas de las Facultades de la Universidad de
Los Andes, en primera instancia. En segundo lugar,
de cualquier autor adscrito a cualquier universidad
publica o privada del pais. En tercer lugar, de
autores de universidades extranjeras con
preeminencia de América Latina.

Articulo 4. El Editor se reserva el Derecho de
Admision de los trabajos con base en lo establecido
en el presente  REGLAMENTO, y en |las
Instrucciones para los Autores, publicada en cada
volumen editado de la Revista de la Facultad de
Farmacia.

Articulo 5. El Editor no recibird para su
consideracién de arbitraje trabajos divulgativos en
cualquiera de las areas de competencia de la
Revista de la Facultad de Farmacia.

Articulo 6. El Editor aceptara para su arbitraje
trabajos de investigacién documental con aportes
sustanciales al conocimiento cientifico de
cualquiera de las areas de competencia de la
Revista de la Facultad de Farmacia, y que se ajusten
aloestipulado en las Instrucciones paralos autores.

CAPITULO 2
De los Arbitros y de su Competencia

Articulo 7. El nimero de miembros del Comité
de Arbitraje estarda supeditado a las areas de

competencia de la Revista de la Facultad de
Farmacia. En todo caso, algunos miembros del
Comité podran fungircomo representantes hastade
tres &reas del conocimiento, de acuerdo con su
formacion y experiencia cientifica, y sera potestad
del Editor su designacion.

Articulo 8. Los miembros del Comité de
Arbitraje  podran ser miembros del personal
docente y de investigacién de la Universidad de
Los Andes, o de cualquier otra universidad publica
o0 privada de la Republica de reconocida actividad
cientifica y académica, con estudios de cuarto
nivel.

Articulo 9. Podran ser miembros del Comité de
Arbitraje  reconocidos  investigadores  de
universidades exranjeras, cuyas instituciones
mantengan convenios de cooperacion y de
intercambio con la Universidad de Los Andes.

Articulo 10. Podran ser miembros del Comité
de Arbitraje de la Revista de la Facultad de
Farmacia investigadores sin estudios de cuarto
nivel, siempre que hayan sido reconocidos por su
actividad de investigacion dentro o fuera de la
institucién a la que estén adscritos.

Articulo 11. El Editor seleccionara con base en
lo expuesto en los Articulos: 7, 8y 9 del presente
REGLAMENTO, a los investigadores que
conformaran el Comité de Arbitraje de la Revista
de la Facultad de Farmacia por un periodo no
mayor de dos afios consecutivos, pudiendo solicitar
a motu propio su reinsercion dentro del Comité a
algunos de los miembros salientes o por iniciativa
de éstos.

Articulo 12. Son funciones de los arbitros, las
siguientes:

a) Evaluar los trabajos de investigacién de sus
areas de competencia.

b) Enviar al Editor una respuesta por escrito
del trabajo considerado, en un plazo no mayor de
30 dias, contados a partir de la recepcion del texto.

c) Aprobar o improbar los trabajos recibidos,
con base a argumentos cientificos proclives a ser
revisados.

d) No establecercon los autores de los trabajos
ninguna comunicacion referida al texto que evalda,
que conlleve interferencias y subjetividades en el
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proceso. Aplicar en la evaluacion argumentos
cientificos objetivos que permita al Editor a
posterior iniciar un proceso de retroalimentacién
positiva con los autores, alos fines de laexcelencia
y transparencia del trabajo cientifico, y de la
proyeccion de la Revista de la Facultad de
Farmacia.

e) Aplicar en la evaluacion los parametros
especificados en la Guia para los Arbitros.

Articulo 13. Los Arbitros tienen derecho a
recibir a cambio de su trabajo de evaluacion, una
constancia expedida por el Editor, a los fines de su
inclusion en procesos de reconocimiento de los
méritos académicos y cientificos de los miembros
del personal docente y de investigacion de las
universidades representadas en el Comité de
Avrbitraje.

CAPITULO 3
Disposiciones Finales

Articulo 14. El Editor podra sustituir en
cualquier momento a algiin miembro del Comité de
Avrbitraje, cuando éste no haya cumplido con lo
dispuesto en el presente REGLAMENTO. El
Editor procederd de inmediato a sustituir al
miembro excluido con base a lo dispuesto en los
Aurticulos: 7, 8 y 9 del presente REGLAMENTO,
y a notificar de inmediato su remocién al saliente.

Articulo 15. Los autores tendran derecho a
solicitar reconsideracion de la evaluacion de su
trabajo de investigacion cuando haya resultado
improbado por un miembro del Comité de
Arbitraje. A tales efectos, el Editor enviard el
trabajo en cuestion a ser evaluado a otro arbitro. En
caso de resultar positiva la segunda evaluacion, el
Editor se reservara el derecho de publicar o no el
trabajo sin mas opiniones de expertos, conbase ala
disponibilidad de espacio en la Revista en el
volumen que juzgue conveniente, y asi se lo hara
saber al autor.

Articulo 16. Con base en lo dispuesto en el
Articulo anterior, las decisiones de los arbitros son
inapelables y de obligatorio acatamiento por parte
del autor.

Articulo 17. Los miembros del Comité de
Arbitraje no percibirdn remuneracién econdmica
alguna por su trabajo.

Articulo 18. Los trabajos de investigacion
recibiran respuesta escrita a partir de los 60 dias
habiles de su recepcion.

Articulo 19. Si el informe de arbitraje es
positivo para un trabajo en primera instancia, el
Editor se compromete a incluirlo en el volumen
inmediatamente proximo de la Revista de la
Facultad de Farmacia.

Articulo 20. El Editor se arroga la potestad de
realizar observaciones de forma a los trabajos
recibidos antes de ser enviados a arbitraje, de tal
manera que el autor se compromete a acatarlas sin
desmedro de la trascendencia o alcance cientifico
del trabajo.

Articulo 21. El autor se hace responsable de
cualquier errata de forma y de fondo que esté
incluida en el original enviado al Editor; y éste no
se compromete a dar Fe de Errata en tales
circunstancias.

Articulo 22. El Editor se compromete a dar Fe
de Errata en aquellas circunstancias en que por
inadvertencia o fallas técnicas se haya incurrido en
un error no incluido en el original (papel y
electronico) enviado para su consideracion por el
autor. Tal procedimiento se patentizara en el
volumen inmediatamente siguiente a la emisién del
error, siempre y cuando el autor se lo haga saber al
Editor por escrito tres meses antes de la edicion del
siguiente volumen de la Revista de la Facultad de
Farmacia.

Articulo 23. El Editor no se compromete a
expedir constancias de trabajos recibidos sin que
haya finalizado el proceso de arbitraje y se cuente
con un informe escrito y firmado por el arbitro.

Articulo 24. Lo establecido en el presente
REGLAMENTO sera difundido en la Revista de
la Facultad de Farmacia, de tal forma, que tanto
autores como arbitros se solidaricen con lo aqui
expuesto.
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