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RESUMEN 

El conocimiento etnobotánica es de gran importancia ya que se usan especies vegetales 

para contrarrestar los efectos de la mordedura de serpientes venenosas. En esta 

investigación se procedió a comprobar la actividad anti hemolítica de las especies 

Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb (curarina) y Pollalesta discolor (Kunth) 

Aristeg (pigue), especies muy utilizadas por los habitantes indígenas amazónicos para 

contrarrestar los efectos del veneno de la serpiente Bothrops atrox (pitalala), especie 

frecuentemente causante de la mayoría de los accidentes ofídicos, considerados hoy 

en día como un problema de salud pública. Las muestras vegetales de estas especies 

fueron colectadas en la provincia de Morona Santiago, en los cantones Morona y 

Huamboya.  

Se elaboró extractos totales secos con solventes de polaridad creciente (n-heptano, 

etanol y agua) con el fin de investigar su composición química cualitativa y 

cuantitativa; se realizó la cuantificación de fenoles totales y flavonoides mediante 

espectrofotometría de luz visible. Se investigó in vitro su capacidad de inhibir la 

hemólisis causada por el veneno de pitalala utilizando medio de agar sangre 

fosfatidilcolina. Los resultados demostraron que los extractos alcohólicos de ambas 

especies vegetales poseen una mayor actividad anti hemolítica que los otros extractos, 

establecida por su capacidad de disminuir el halo de hemólisis de una dosis de veneno 

de 15 μg. 

Palabras clave: hemolítica, ofídico, espectrofotometría, pitalala. 

 

 



ABSTRACT 

 

Ethnobotanical knowledge is important because some plant species are used to 

counteract the effects of the biting of poison snakes. In this research we tested the anti-

hemolytic activity of the species Minthostachys cf. Mollis (Kunth) Griseb (kurarina) 

and Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg (pigue), species that are widely used by 

Amazonian indigenous inhabitants to counteract the effects of poisson of snake 

Bothrops atrox (pitalala), a species frequently responsible for Ophidian accidents, 

considered today as a public health problem. The plant samples of these species were 

collected in the province of Morona Santiago, in the Morona and Huamboya cantons. 

 

Total dry extracts were prepared with increasing polarity solvents (n-heptane, ethanol 

and water) in order to investigate their qualitative and quantitative chemical 

composition; the quantification of total phenols and flavonoids were performed by 

visible light with spectrophotometry. Their inhibition haemolysis caused by pitalala 

venom using blood agar medium phosphatidylcholine was investigated in vitro. The 

results showed that the alcoholic extracts of both plants have a higher antihemolytic 

activity than the other extracts, established by their ability to decrease the haemolysis 

halo of a dose of poison of 15 μg. 

 

Key words: haemolytic, ophidian, spectrophotometry, pitalala. 
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Introducción 

Los accidentes ofídicos constituyen un problema de salud pública generalmente en 

zonas rurales; se han reportado en todo el mundo un promedio de 5.4000.000 de 

mordeduras de serpientes, de las cuales 125.345 de las personas han muerto por la 

letalidad del veneno (Gualán Guamante, 2011). 

En el Ecuador se puede encontrar climas tropicales y subtropicales muy propicios para 

el crecimiento de especies ofídicas venenosas (Ministerio de salud pública, 2007). 

Las mordeduras de serpiente generalmente se dan en zonas rurales o donde hay una 

gran actividad agrícola, por lo que las personas más afectadas son campesinos que no 

poseen una protección adecuada y además no tienen una atención inmediata en caso 

de presentarse un accidente (Villamarín , 2009).  Así, las personas que trabajan en la 

minería, campesinos, y los habitantes de la Amazonía, al no contar con un centro de 

salud o clínica totalmente capacitada se encuentran expuestos a sufrir una mordedura; 

al menos 5000 personas mueren anualmente en toda Latinoamérica por accidentes 

ofídicos (Ministerio de salud pública, 2007). 

El único antídoto totalmente comprobado contra un accidente bothrópico es el suero 

antiofídico, no obstante, las etnias amazónicas con su conocimiento ancestral han 

otorgado propiedades antiofídicas a plantas de su entorno, como una medida 

preventiva o como un antídoto ante estos casos (Yarlequé, 2012). 

Especies como la Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb (curarina) y Pollalesta 

discolor (Kunth) Aristeg (pigüe) son utilizadas para contrarrestar los efectos 

ocasionados por el veneno de serpientes. 
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Por ello es importante comprobar la actividad anti hemolítica de estas especies sobre 

el veneno de B. atrox para así verificar el uso potencial como alexítera en la mitigación 

de los efectos mortales de su veneno. 

Los objetivos que se pretende en la investigación son: Objetivo general: Determinar la 

inhibición de la actividad hemolítica del veneno de Bothrops atrox por los extractos 

totales secos de Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb y Pollalesta discolor (Kunth) 

Aristeg. Los Objetivos específicos: Obtener extractos totales secos acuosos, 

alcohólicos y heptánicos de Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb y Pollalesta 

discolor (Kunth) Aristeg, por maceración; Evaluar la composición química cualitativa 

de los extractos de acuosos, alcohólicos y heptánicos de Minthostachys cf. mollis 

(Kunth) Griseb y Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg, por tamizaje fitoquímico; 

Cuantificar polifenoles totales y flavonoides en los extractos totales de Minthostachys 

cf. mollis (Kunth) Griseb y Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg; Evaluar in vitro la 

capacidad neutralizante de la actividad hemolítica del veneno de B. atrox por los 

extractos acuoso, alcohólico y heptánico de Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb y 

Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg utilizando la técnica de agar sangre 

fosfatidilcolina. 

Las hipótesis planteadas son: Hipótesis nula: Ninguna concentración de extracto de 

ninguna especie vegetal reduce el halo de hemólisis generado por la concentración 

mínima hemolítica (MIDH) del veneno de Bothrops atrox. La Hipótesis alternativa: 

Al menos una concentración de extracto y una especie vegetal reduce el halo de 

hemólisis generado por la concentración mínima hemolítica (MIDH) del veneno de 

Bothrops atrox. 
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Las variables planteadas son: Variable dependiente: Disminución del diámetro de 

hemólisis generado por la dosis mínima hemolítica (DMIH) del veneno de Bothrops 

atrox. Y Variable independiente: Concentración del extracto. 
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Capítulo 1: Fundamento teórico 

Este capítulo contiene conceptos, descripción botánica de las especies vegetales en 

estudio y la descripción del género Bothrops. 

El uso de plantas alexítera se traslada a épocas antes de cristo, donde no existía ningún 

tipo de medicamento para curar enfermedades; en esa época se usaba únicamente 

plantas con poder curativo, aunque algunas de estas con poca eficacia para ciertas 

enfermedades (de la Torre, Muriel, & Balslev, 2006). En la India en su medicina 

ancestral constan 211 plantas con capacidad alexítera, mientras que en México también 

existe un conocimiento ancestral de plantas alexítera ya que en el siglo XVI se citaron 

19 plantas en libro Historia de las plantas de la nueva España (Reyes & Jimenez, 1995). 

El aporte etnobotánica en esta época era fundamental para las personas, siendo las 

plantas con poder curativo su único medicamento, incluso en la actualidad muchas de 

estas siguen siendo usadas por personas con poco acceso a medicamentos (Ansaloni, 

Wilches, & León, 2010). Un siglo después se da el descubrimiento de los antibióticos, 

que va a generar un gran impacto ya que para muchas de las enfermedades que se 

manifestaban en ese entonces las plantas parecían tener poca efectividad (Corales, 

2010). 

Varias especies han sido utilizadas tradicionalmente con fines alexíteros en gran parte 

Latinoamérica, especialmente en lugares donde existe una gran variedad de serpientes 

venenosas, y poco acceso a un centro de salud o medicamentos (Soto & Lopez, 2009). 

La propiedad alexítera es la capacidad de una sustancia para contrarrestar los síntomas 

tóxicos venenosos causados por animales ponzoñosos y en especial serpientes, posee 
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las propiedades de reducir el sangrado, el dolor, inflamación o a su vez elimina por 

completo el envenenamiento (Reyes & Jimenez, 1995). 

Los envenenamientos por serpientes se producen con alta frecuencia a nivel mundial, 

se cree que alrededor de 5 millones de picadoras se producen en un año, y 125.000 son 

mortales (Castrillón & Estrada, 2014). Se conoce que los países de Latinoamérica con 

más problemas de accidentes ofídicos son Brasil, Colombia, Perú, Venezuela, Ecuador 

y Argentina siendo el último de estos con menos casos registrados de accidentes 

ofídicos, cabe destacar que en África las picaduras de serpientes son mucho más 

frecuentes y llegan a tener un índice de 20.000 muertes en un año (Quesada Aguilera, 

2012). 

La cifra de muerte se reduce en países desarrollados por lo que se entiende que al tratar 

de inmediato una picadura con un medicamento o un antídoto los casos de mortalidad 

bajan en una gran cantidad (Soto & Lopez, 2009). 

Los casos de picaduras de serpientes son un grave problema para varios países 

subdesarrollados en especial aquellos que no poseen una buena atención médica o que 

no cuentan con un servicio hospitalario cercano, lo que ocurre a menudo en zonas 

rurales, es por esto que los conocimientos etnobotánicos son muy utilizados para la 

mordedura de serpientes (Soto & Lopez, 2009). 

En la actualidad se sabe que existen alrededor de 800 plantas con capacidad alexítera 

alrededor del mundo, pero no de todas se tiene una certeza de su capacidad contra la 

picadura de serpiente por lo que se las ha investigado para saber cuáles son los 

componentes o metabolitos que poseen para darle esta capacidad (Houghton & 

Osibogun, 1993). 
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En Ecuador existen plantas usadas para contrarrestar el veneno de serpiente como las 

especies Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb, Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg, 

estas se dan a conocer gracias al conocimiento etnobotánico de los habitantes de las 

zonas afectadas (Vargas, 2015). 

Tabla 1. 

Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb 

Clase: Equisetopsida C. Agardh 

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht. 

Suborden: Asteranes Takht. 

Orden:  Lamiales Bromhead 

Familia: Lamiaceae Martinov 

Género: Minthostachys (Beth.) Spach 

 

Especie mollis (Kunth) Griseb. 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

     

Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb 

 

Figura 1. Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb 

Fuente: El autor (2016) 

1.1. Descripción botánica 

La especie Minthostachys mollis (kunth) Griseb (peperina o curarina) es un sub 

arbusto que puede llegar a medir hasta 2 m de altura, perenne. Hojas laminadas 

de 1-5 cm de largo con pecíolo de 1 cm de largo, agudas, ovadas con bordes 
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enteros o levemente dentados, glabras en el haz y pilosas en el envés (Elechosa, 

2009). 

Posee numerosas flores blancas, pediceladas las cuales están dispuestas en cimas 

pedunculadas con brácteas foliosas. Cáliz con 5 dientes levemente cigomorfo, 

su Corola es de color amarillento y llega a medir 3,5 mm de largo, cáliz y corola 

son levemente cigomorfas, con dos ramas estigmadas de distinto tamaño 

(Scanadaliaris, Fuentes, & Lovey, 2007). 

Su fruto está constituido por 4 clusas o aquenios de color pardo reticuladas, su 

floración se da una vez al año y su cosecha se debe realizar cuando la planta se 

encuentra en prefloración (Elechosa, 2009). 

1.2. Usos etnobotánicos 

Se puede usar para inflamación, parto, tos, gripe, dolor molar y baño posparto 

(Cerón Martínez, 2006). Se realiza infusiones para la indigestión, diarrea, 

náuseas, dolor estomacal, además es usada también contra el cólera aunque esto 

no está comprobado. Se usa como aromatizante ya que tiene el mismo aceite que 

la menta (Peñafiel Cevallos, 2003).  

Otro de los usos que se le atribuye a esta especie es su capacidad para 

contrarrestar el veneno de serpiente y su capacidad cicatrizante. Se realiza una 

infusión de la planta en su totalidad y se la aplica sobre la zona afectada por la 

serpiente (Jara, Lozada, & Peñaranda, 2014). 
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Tabla 2. 

Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg. 

Clase: Equisetopsida C. Agardh 

Subclase: Magnoliidae novak ex Takht 

Suborden: Asteranes Takht. 

Orden: Asterales Link 

Familia: Asteraceae Bercht. & J. Presl 

Género: Pollalesta Kunth 

Especie discolor (Kunth) Aristeg. 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg. (Corteza) 

 
Figura 2. discolor (Kunth) Aristeg. (Corteza) 

Fuente: El autor (2016) 

1.3. Descripción botánica 

La especie discolor (kunth) Aristeg (Pigue) posee una germinación del 31% con 

una alta producción de semillas, es un árbol que llega a medir 25 m de altura con 

tallos grisáceos y rugosos (Merino Castillo, 2010). Posee hojas alternas, con un 

ápice acuminado, base cuneada, membranosas y elípticas que van de los 6-10 

cm de largo (Brai & Madrigal, 2005). 

Tiene flores blancas en capítulos, una inflorescencia en las panículas terminales 

de 6 a 18 cm de largo, cabezuelas de 5mm de largo, corola de 4mm de largo, 
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brácteas tomentosas, con aquenios largos, su corteza es de tonalidad grisácea la 

cual en su interior contiene una sustancia viscosa negra, ramas jóvenes 

granulosas con algunas vellosidades. Las raíces son superficiales (Merino 

Castillo, 2010). 

El Pigue es un árbol que se encuentra en bosques secundarios y es altamente 

repoblador, su floración y fructificación se da dos veces al año en los meses de 

mayo a junio y de agosto a octubre (Erazo, Izurieta, Cronkleton, Larson, & 

Putzel, 2014). 

1.4. Usos etnobotánicos 

El pigue es usado según conocimientos etnobotánicos contra el paludismo, se 

usa la corteza del árbol en conjunto con las hojas. También es usado contra el 

paludismo cerebral (Brai & Madrigal, 2005). Otro de sus usos es contra la 

mordedura de serpiente, en este caso se utiliza es la corteza del tallo la cual es 

aplicada sobre la zona afectada (Vargas, 2015). 

1.5. Aspectos generales de las serpientes 

Las serpientes u ofidios son un tipo de reptiles que aparecieron hace unos 150 

millones de años, grupo evolutivamente moderno, las primeras serpientes 

nacieron a partir de los lagartos por lo que poseen púas a cada lado del ano los 

cuales son vestigios de las extremidades posteriores, estas se caracterizan por la 

ausencia de patas, un cuerpo muy alagado, cuerpo recubierto por escamas y de 

habito nocturnos, las más grandes pueden llegar a medir 3 metros y las más 

pequeñas de 10 a 12 cm (Cueva & Erazo, 2010) citado en (Contreras, 2014). 
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La manera adecuada de identificar una serpiente venenosa es por la forma de su 

cabeza, el color que poseen, las escamas en su cuerpo y el color que tiene, así 

como las franjas de colores en su cuerpo y los colmillos que en muchas ocasiones 

son visibles y en otras se encuentran al fondo y son más complicados de detectar, 

las serpientes al momento de morder o atacar lo hacen con el fin de defenderse 

en caso de sentirse amenazada, se enrollan en su cuerpo y se levantan para atacar 

(Quesada Aguilera, 2012). 

Por lo general las serpientes venenosas al morder, tienden a inyectar veneno 

constituido por proteínas y poli péptidos con actividad tóxica a la cual se le 

otorga la capacidad de producir actividades fisiopatológicas negativas. 

(Ministerio de salud pública, 2007) 

1.6. Serpientes del Ecuador  

Las serpientes en el Ecuador generalmente se encuentran en ambientes 

subtropicales y tropicales, donde es mucho más óptimo su crecimiento, es en 

estas zonas y en especial las zonas rurales es donde existe mayor probabilidad 

de una mordedura de serpiente (Soto & Lopez, 2009). 

Se conocen alrededor de 200 especies de serpientes u ofidios en el Ecuador pero 

de todas estas solo 44 especies son de alto peligro para las regiones rurales donde 

los más afectados son los agricultores, ganaderos y nativos de estas zonas, se 

encentran muchos más casos de mordeduras de serpientes en los meses de marzo, 

abril y mayo ya que en estos meses es cuando hay temporada de lluvia y las 

serpientes salen de sus nidos (Ministerio de salud pública, 2007). 
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En el Ecuador existen 5 géneros de serpientes venenosas con gran importancia 

como son: el género Bothrops, Crotalus, Lachesis, Pelamis y Micrurus, el género 

Bothrops es el responsable de un 70-80% de las mordeduras de serpientes en la 

región amazónica y del litoral en especial B. asper (equis) y B. atrox (pitalala) 

(Gualán Guamante, 2011). 

1.7. Género bothrops 

El género bothrops se encuentra en la clase reptilia, subgénero ophidia y familia 

viperidae que agrupa a las serpientes venenosas y agresivas, este género agrupa 

32 especies distribuidas por América de sur y América central (Jara Guazhco, 

Lozada Fajardo, & Peñaranda Banegas, 2014) 

Las serpientes del genero bothrops poseen una cabeza ancha y plana de forma 

triangular, con una cola corta, colmillos largos y huecos, y en la parte frontal de 

la cabeza se encuentran lóbulos olfativos (Otero, Tobón, Gómez, Osorio, & 

Valderrama, 1992). Todas las serpientes de este género se caracterizan por estar 

cubierto por escamas y van desde los 50 cm o 60 cm hasta los 2 m de largo 

(Carrasco, 2013). 

El hábitat de estas serpientes es en zonas húmedas, entre matorrales y hojas secas 

donde es difícil su visibilidad, En Ecuador el género bothrops encuentra ubicado 

en bosques nublados, matorrales secos, bosques de tierras bajas y en tierras bajas 

cerca de la costa del país hasta los 1200 metros de altura (Villacreses, 2013). 

1.8. Bothrops atrox 

Este tipo de serpiente se lo encuentra generalmente en la noche, aunque también 

se las ha visto por la mañana en días lluviosos, las serpientes juveniles de este 
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género y especie suelen alimentarse de animales pequeños ya que usan su cola 

para atraer a sus presas   y llegan alcanzar su estado de madures al llegar a los 3 

años de vida (Pasmiño-Otamendi, 2013). 

Las serpientes juveniles prefieren alimentarse de lagartijas y sapos, mientras que 

las serpientes de mayor tamaño o ya adultas se alimentan de aves y roedores 

(Pasmiño-Otamendi, 2013). 

La especie atrox se caracteriza por tener una longitud entre los 75cm y 125cm, 

con un dorso color café, abanó, gris o amarillo. Es considerada la especie más 

peligrosa o la más causante de accidentes ofídicos en la Amazonía ecuatoriana 

(Córdova Mera & Santos Espin, 2013). 

La reproducción de bothrops atrox es ovovivípara, donde su periodo de 

gestación varia de 90 a 120 días, las hembras deben salir de su nido durante la 

gestación para poder recibir el sol y así mantener su temperatura corporal, puede 

tener entre 60 y 80 crías (Bolaños, 1982).  

1.9. Distribución 

La especie atrox se encuentran en la mayor parte de Sudamérica, en países como 

Brasil, Colombia, Venezuela, Guayana Francesa, Perú, Bolivia y Ecuador 

(Pasmiño-Otamendi, 2013). 

Bothrops atrox está distribuida en una gran cantidad de hábitats, cerca de ríos, 

lagos o arroyos. Se las puede encontrar en bosques húmedos, bosques tropicales, 

montañas bajas etc. (Natera, Almeida, & Perez , 2005). Otro de los lugares donde 

habita este tipo de serpiente y generalmente causa más accidentes es en zonas 

urbanas, áreas con maleza y zonas de cultivo (Instituto Nacional de Salud, 2004). 
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En Ecuador está ubicada generalmente en ambientes húmedos, bosques 

tropicales, bosques lluviosos, se las encuentra desde los 1200m a nivel del mar, 

en cuanto a su micro hábitat cuando son jóvenes y adultas tiende a variar ya que 

las serpientes jóvenes se encuentran en arbustos, mientas las adulas se ubican 

muy poco en la vegetación y tienden a preferir más el suelo (Pasmiño-Otamendi, 

2013). 

1.9.1. Accidente ofídico 

Es la mordedura causada por una serpiente la cual va a inyectar veneno con 

actividad toxica en el cuerpo, estos tipos de envenenamiento son complicados y 

van a variar según el ofidio que produjo la mordedura (Gutiérrez J., 2011). Este 

tipo de envenenamiento si no es tratado con rapidez puede producir muerte en el 

tejido afectado, amputación o muerte de la víctima. (Gutiérrez & Rojas, 1999). 

1.9.2. Accidente bothrópico 

Según el Ministerio de Salud Pública el accidente bothrópico se da por la 

mordedura de las serpientes que pertenecen al género bothrops, a estas especies 

se las considera responsables de la mayor cantidad de accidentes ofídicos, ya que 

al encontrarse en una gran cantidad de hábitats por su buena adaptación, el que 

se produzca una mordedura de serpiente es muy frecuente, además constan de 

una alta reproducción y gran agresividad. (Hurtado Zuluaga, Urán Arboleda, & 

Villa Arango, 2013) 

El accidente bothrópico se da la producirse una lesión cutánea por la mordedura 

de una serpiente, seguida de la inoculación del veneno compuesto por sustancias 
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toxicas que producen lesiones severas en el tejido afectado (Secretaria de Salúd 

del Estado de Veracruz, 2014).  

La gravedad de la mordedura dependerá de varios factores a tomar en cuenta 

como las veces que fue mordida la persona, el lugar afectado por la mordedura, 

edad, peso, el tiempo que a sado desde que se produjo el accidente (Gutiérrez & 

Rojas, 1999). Estos tipos de accidentes ofídicos deben sr tratados con rapidez 

para evitar complicaciones posteriores (Hurtado Zuluaga, Urán Arboleda, & 

Villa Arango, 2013). 

El veneno que inocula este tipo de serpientes se lo considera con acción o 

actividad coagulante, proteolítica, mío-necrotizante y citotóxica. (Farez Pineda, 

2015) 

1.9.3. Signos y síntomas 

Al producirse la mordedura los primeros síntomas locales suelen darse en los 

primeros 20 minutos como dolor intenso que es el primer síntoma de gran 

importancia, dolor en el abdomen, la producción de edemas que a medida que 

transcurre el tiempo pueden ir empeorando y son notorios a los 30 minutos 

producida la mordedura, hemorragia que dependerá de la cantidad de veneno 

inoculado, infección y sangrado por la boca. (Hurtado Zuluaga, Urán Arboleda, 

& Villa Arango, 2013). 

Luego de haber transcurrido 3 horas del accidente, dependiendo la cantidad de 

veneno inyectado se producen lesiones eritematosas de color rojizo, además de 

la aparición de flictenas en el área afectada y finalmente necrosis total del tejido 

(Ministerio de salud pública, 2007). 
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Los signos más comunes en el caso de un accidente bothrópico es la 

desfibrinación que se da luego de haber pasado una hora de la mordedura, 

hematuria, trombocitopenia y la hipotensión (Hurtado Zuluaga, Urán Arboleda, 

& Villa Arango, 2013). 

1.9.4. Grados de envenenamiento bothrópico 

El envenenamiento bothrópico se puede manifestar en tres grados, leve, 

moderado y severo, los tres tipos de envenenamientos necesitan un atención 

hospitalaria, ya que deben ser evaluados y se les debe hacer un seguimiento, 

debido a que mientras pasa el tiempo las etapas pueden agravarse (Charry, 2006). 

Envenenamiento leve: Los síntomas se presentan en el área local de la 

mordedura, se produce un dolor leve que puede ir aumentando, señales de un 

pequeño edema, no se da hemorragia, se deben hacer pruebas de tiempo de 

coagulación (Villamarín , 2009). 

Envenenamiento moderado: Se da un dolor más fuerte o intenso, además de una 

sensación de calor en la parte afectada, se producen pequeños edemas, se puede 

producir hemorragia en pequeñas cantidades, hipertensión; el paciente necesita 

ser tratado con un suero antiofídico, la coagulación de la sangre no se produce 

normalmente. (Villamarín , 2009) 

Envenenamiento severo: El dolor se vuelve intenso, se producen edemas en toda 

la parte afectada aunque puede también darse edemas en otras zonas del cuerpo, 

la hemorragia se intensifica, se empiezan a ver los primeros síntomas de necrosis, 

taquicardia, se pueden producir también ampollas flictenas, se puede dar la 

muerte de la persona afectada. (Charry, 2006) 
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1.10. Tratamiento 

El suero antiofídico es lo que se debe usar en el caso de un accidente bothrópico, 

este antídoto es de origen equino, y consta de los anticuerpos específicos del tipo 

de veneno para poder contrarrestar los efectos tóxicos del mismo. Este suero 

tiene como fin no permitir la absorción, evitar los síntomas que se pueden 

producir, el suero no puede ser usado para tratar síntomas que ya se presentaron 

(Mota , 2008). 

La administración del suero hay que hacerla antes de las 6 horas a partir que se 

dio la mordedura, se debe tomar en cuenta que antes de administrar el antídoto o 

suero se tienen que hacer pruebas de sensibilidad o asegurarse de tener el equipo 

adecuado en caso de producirse una reacción adversa del paciente. La vía de 

administración adecuada es la intravenosa, ya que si se usa la vía intramuscular 

se puede provocar hematomas en el paciente (Mota , 2008). 

1.10.1. Pruebas para determinar la actividad antihemolítica (alexítera) 

La actividad alexítera es evaluada principalmente en los extractos alcohólicos de 

las plantas de interés, las cuales van a ser sometidas a pruebas anticoagulantes, 

anti hemolíticas y anti proteolíticas” (Torres et al., 2012). 

  



17 

Capítulo 2: Materiales y métodos 

 Este capítulo presenta las metodologías utilizadas durante la experimentación tanto 

en campo como en laboratorio. 

2.1. Diseño 

Este estudio se desarrolló de manera cuantitativa y cualitativa de acuerdo a las 

variables establecidas que se miden según los objetivos planteados para 

actividad antihemolítica.  

2.2. Población y Muestra 

2.2.1. Material Vegetal 

Se realizaron los trámites pertinentes para obtener los permisos 

medioambientales para realizar la recolección de las especies vegetales. Se 

tomaron muestras de Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb y Pollalesta 

discolor (Kunth) Aristeg en la provincia de Morona Santiago, cantones 

Huamboya y Morona. 

Se extrajo 2 mL de veneno de un ejemplar adulto de B.atrox por ordeño manual, 

el mismo que fue diluido en solución salina al 0.89% en una proporción 1:2 y 

transportada en refrigeración hasta los laboratorios en la ciudad de Quito. El 

ofidio fue liberado en su hábitat natural. 
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2.2.2. Obtención de extractos 

Cada especie vegetal desinfectada con hipoclorito de sodio al 5% se secó durante 

dos semanas por venteo. Para realizar los tres tipos de extractos se utiliza la 

técnica de maceración con solventes de polaridad creciente; como sigue: 

Extracto heptánico: se maceró 25 g de material vegetal seco con 150 mL n- 

heptano durante 48 horas a temperatura ambiente, luego filtró y se secó en rota 

vapor hasta su uso. (Viglianco, 2007) 

Extracto alcohólico: El residuo vegetal seco y pesado de la extracción anterior 

se extrajo por segunda vez por maceración con 250 mL de etanol absoluto y con 

tres veces el volumen del material vegetal, durante 48 horas a temperatura 

ambiente, se filtró el extracto y se evaporó el solvente a sequedad en rota vapor. 

(Viglianco, 2007) 

Extracto acuoso: El residuo vegetal de la extracción anterior se extrajo una 

tercera vez por maceración con 250 mL de agua destilada durante 48 horas a 

temperatura ambiente; se filtró y se evaporó a sequedad en baño maría. 

(Viglianco, 2007) 

2.3. Estudio cuantitativo 

Para este estudio se procedió de acuerdo a lo indicado por (Viduarre, Querevalú, 

De los Ríos, & Ruiz, 2007), como se describe a continuación: 

2.3.1. Determinación de cenizas totales 

Para la determinación de cenizas totales se utiliza 2 g de materia vegetal 

pulverizada, se calcinó en un crisol previamente tarado, a una temperatura de 750 
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°C durante dos horas en mufla y luego, cada 30 min hasta obtener peso constante 

La determinación se realizó por triplicado. 

2.3.2. Determinación de cenizas solubles en agua. 

Para este procedimiento se utiliza las cenizas totales obtenidas en el paso anterior, 

a cada crisol con cenizas se le añade 15 mL de agua destilada se tapa con un 

vidrio reloj y se hierve con un mechero durante 5 minutos, posteriormente 

utilizando papel filtro libre de cenizas se procede a filtrar la solución, el filtro con 

la muestra es colocada en el crisol utilizado inicialmente para ser incinerado en 

la mufla durante dos horas a una temperatura de 750°C, este procedimiento se 

realiza por triplicado. 

2.3.3. Determinación de cenizas insolubles en ácido clorhídrico 

Al igual que en el caso anterior se utilizó las cenizas totales obtenidas en el primer 

paso. A cada crisol se le añade 2 mL de ácido clorhídrico al 10% y se lo coloca 

en baño maría durante 10 minutos para lo cual el crisol debe estar tapado con un 

vidrio reloj, luego de esto el vidrio reloj es lavado con 5 mL agua destilada la 

cual será añadida a la solución inicial, se procede a filtrar el contenido con un 

papel filtro libre de cenizas, a la solución obtenida se coloca ácido nítrico y dos 

gotas de nitrato de plata hasta lograr ausencia de cloruros. El filtrado obtenido es 

colocado en el crisol inicial y se deseca a 105°C para posteriormente ser 

incinerado en la mufla a una temperatura de 750°C durante dos horas. Este 

proceso se realiza por triplicado. Luego los crisoles son colocados en desecador 

hasta temperatura ambiente para determinar su peso. 
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2.4. Cuantificación de fenoles totales y flavonoides. 

Se cuantificó a polifenoles totales y flavonoides dado que existen estudios que 

relacionan directamente a la actividad alexítera de las plantas con la presencia de 

estos metabolitos secundarios (Zhañay Andrade, 2012) 

2.4.1. Cuantificación de Fenoles totales  

Esta cuantificación se determinó de acuerdo a lo establecido en (Ricco, y otros, 

2011) por espectrofotometría visible y se fundamenta en una reacción de óxido-

reducción colorimétrica, donde el reactivo oxidante es el de Folin-Ciocalteu. El 

procedimiento se describe a continuación:  

Se preparó una curva de calibración utilizando una solución de ácido gálico (1 

mg/mL) en distintos volúmenes desde 0 µL a 160 µL en intervalos de 20 µL, que 

se aforaron a un volumen de 500 µL con agua destilada.  Se leyó la absorbancia 

a 760 nm y los resultados fueron expresados en mg de ácido gálico por g extracto.    

Se pesó 5 mg del extracto vegetal seco y se lo disolvió en 1 mL de agua destilada. 

Esta solución se diluyó 1:10 en agua destilada, se tomó una alícuota de 100 µL y 

se aforó a 500 µL con agua destilada. Posteriormente se adicionó 250 µL de 

reactivo Folin a cada muestra y se aplicó ultrasonido durante 5 minutos. A 

continuación, se añadió 1250 µL de Na2CO3 al 20% y se dejó en reposo durante 

2 horas.  

2.4.2. Cuantificación de flavonoides 

Esta cuantificación se determinó de acuerdo a lo establecido en (Ricco, y otros, 

2011) por espectrofotometría visible como se describe a continuación: 
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Al igual que en el caso anterior se elaboró una curva de calibración usado una 

solución patrón de catequina (0,1mg/mL) en volúmenes de 0 a 100 µL en 

intervalos de 20 µL.   La absorbancia se midió a 510 nm antes de 30 minutos y 

los resultados se expresaron en mg de catequina por g de extracto vegetal. 

Se tomó 5 mg de extracto vegetal seco y se lo disolvió en 1 mL de agua destilada 

y a esta disolución se la diluyó al décimo en agua destilada. Posteriormente a 

cada muestra se añadió 250 µL de agua destilada, 75 µL de NaNO2 al 5% y se 

dejó en reposo por 6 minutos. Se adicionó 150 µL de AlCl3 al 10% y se dejó en 

reposo por 5 minutos. A continuación, se adicionó 500 µL de NaOH 1M y por 

último se aforó cada muestra con agua destilada a un volumen de 2.500 µL. 

 

2.5. Estudio cualitativo 

2.5.1. Tamizaje fitoquímico 

Tamizaje realizado con el extracto n-heptano 

 

Figura 3. Tamizaje extracto n-heptano 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Fuente: (Pereira, Vega, ALmeida, & Morales, 2009) 

Ensayo Sudan: 1 

mL 

(Aceites y grasas) 

Ensayo Baljet: 1 

mL 

(Lactonas y 

coumarinas) 

Dragendrof, 

Mayer, Warner: 1 

mL por cada uno. 

(Alcaloides) 

Liberman-

Buchari: 1 mL 

(Triterpenos-

Esteroides) 

Extracto n-herptano 
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Tamizaje realizado con extracto Alcohólico 

 

Figura 4. Tamizaje extracto Alcohólico 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Fuente: (Pereira, Vega, ALmeida, & Morales, 2009) 

 

Tamizaje realizado con extracto Acuoso 

 

Figura 5. Tamizaje extracto Acuoso 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

(Pereira, Vega, ALmeida, & Morales, 2009) 
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2.6. Actividad anti hemolítica de los extractos 

2.6.1. Determinación de la dosis mínima hemolítica (MIHD) 

2.6.1.1. Preparación del medio de cultivo 

Al realizar este ensayo se preparó un medio de cultivo de agar sangre 

fosfatidilcolina, preparado como sigue: en un matraz Erlenmeyer se añadió 1 

litro de agua destilada y se calentó sobre una plancha térmica a una temperatura 

de 50C°, se disolvió 10 tabletas PBS y se procedió a medir el pH de la solución 

hasta alcanzar un pH de 7.3 con un rango de error de +- 0.2. Posteriormente se 

añadió 40 g de agar sangre base y se calentó hasta llegar a ebullición. En 

seguida, se añadió 10 mL de CaCl2 0.01M. Se esterilizó en autoclave durante 

15 minutos a 120C°. Se dejó enfriar el medio hasta alcanzar una temperatura 

de 50C° y se añadió 24 mL de eritrocitos lavados y, finalmente, 12 mL de 

albumina de huevo (egg-yolk) agitándose lentamente hasta lograr una 

apariencia homogénea.  

En una cámara de flujo laminar, se procedió a hacer la distribución del medio 

de cultivo en cajas Petri que se guardan en refrigeración hasta su uso (Pirela, 

López, & Hernández, 2006). 

2.6.1.2. Dilución del veneno 

Se preparó una solución madre de veneno disolviendo 6 mg de veneno en un 

1mL de PBS.  

Dilución 1: Se tomó 0.67 mL de solución madre y se aforó a 1 mL con PBS. 

Dilución 2: Se tomó 0.75 mL de la dilución 1 y aforó a 1 mL con PBS. 
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Dilución 3: Se tomó 0.67 mL de la dilución 2 y se aforó a 1 mL PBS. 

Dilución 4: Se tomó 0.5 mL de la dilución 3 y se aforó hasta 1 mL con solución 

de PBS. 

Para realizar la siembra, en cada caja Petri se hizo 5 pocillos en el agar, y, en 

cada pocillo se depositó 15 µL de las soluciones preparadas anteriormente de 

tal forma que se dosifiquen de 90 µg a 15 µg de veneno. Posteriormente se 

incubó a temperatura de 37C° en una estufa por 20 horas; pasado este tiempo, 

se midió el diámetro de halo de hemólisis generado utilizando un calibrador 

Vernier. Se tomó como dosis mínima hemolítica (MIDH) a aquella dosis de 

veneno que formó un halo de hemólisis de 15 mm de diámetro (1 μg/μL); con 

esta dosis se evaluó la capacidad neutralizante de cada extracto sobre el veneno 

(Pirela, López, & Hernández, 2006). 

2.7. Actividad neutralizante del veneno 

2.7.1. Actividad anti hemolítica. 

En agar sangre fosfatidilcolina se realizó 4 pocillos con una pipeta Pasteur y se 

marcó como D1, D2, D3 y D (MIDH). 

Se hizo una dilución del veneno en agua destilada estéril como se realizó en el 

ensayo anterior, para este proceso se utilizó de la dilución 4 para mezclarlo con 

el extracto vegetal (Dilución D). 

Dilución D1: Se tomó 15 µL de D y se colocó en un tubo Ependorff, luego se 

disolvió 20 mg de extracto en 0.5 mL de agua destilada de la cual se tomó 250 

µL y se aforó a 1000 µL; de esta se tomó 250 µL y se aforo a 1000 µL, por último, 



25 

de ésta solución se tomó 100 µL y se aforó a 1000 µL, de esta última solución de 

tomó 11.25 µL. Se mezcló las dos soluciones y se pre incubó a una temperatura 

de 37C° por 30 minutos. Esta mezcla tiene una proporción 1:7 MIDH- extracto. 

Dilución D2: A 15 μL de la MIDH en un tubo Ependorff, se le añadió 11.25 µL 

de una solución de extracto preparada de la siguiente manera: se disolvió 30 mg 

de extracto en 0.5 mL de agua destilada, luego se tomó 250 µL de la solución y 

se aforó a 1000 µL, de ésta se tomó 250 µL y se aforó a 1000 µL por último se 

tomó 100 µL y se aforó a 1000 µL. Se mezcló las dos soluciones y se pre incubó 

a una temperatura de 37C° por 30 minutos. Esta Dilución tiene una proporción 

1:10 MIDH-extracto. 

Dilución D3: A 15 µL de la dilución MIDH en un tubo Ependorff, se le añadió 

11,25 µL de una disolución de extracto preparada como se describe a 

continuación: se disolvió 60 mg de extracto en 0.5 mL de agua destilada luego se 

tomó 250µL de la solución y se aforo a 1000 µL, de esta se tomó 250 µL y se 

aforo a 1000 µL por último se tomó 100 µL y se aforo a 1000 µL.  Se mezcló las 

dos soluciones y se pre incubó a una temperatura de 37C° por 30 minutos. Esta 

dilución tiene una proporción 1:20 MIDH-extracto. 

Se sembró 15 µL de cada mezcla en cada pocillo y se incubó a 37C° durante 20 

horas; posterior a esto se midió el diámetro del halo de hemólisis formado con un 

Vernier. Este proceso se realizó por triplicado por cada extracto (Pirela, López, 

& Hernández, 2006). 
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Capítulo 3: Resultados y discusión 

3.1. Rendimiento de extractos vegetales 

Tabla 3. 

Rendimiento del extracto n-heptano 

 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Tabla 4. 

Rendimiento del extracto alcohólico 

 
Rendimiento 

% 

Minthostachys cf. mollis 
 

5.14 

Pollalesta discolor 

(Corteza) 

 

3.44 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Tabla 5. 

Rendimiento del extracto acuoso 

 
Rendimiento 

% 

Minthostachys cf. mollis 9.65 

Pollalesta discolor 

(Corteza) 
0.32 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

En las (tablas 3,4 y 5) se  observa que la especie Minthostachys cf. mollis presenta 

mayor rendimiento en los 3 extractos, siendo el más alto el del extracto acuoso, es 

 
Rendimiento 

% 

Minthostachys cf. 

mollis 
5.07 

Pollalesta discolor 

(Corteza) 
3.30 
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posible que el alto rendimiento en este extracto y en esta especie en específico se 

deba a un alto contenido de alcaloides según Álvarez & Enríquez (2006) donde  

obtiene un alto rendimiento de extracto vegetal por el alto contenido de estos 

compuestos apolares (pág. 40). 

Tabla 6. 

Determinación de cenizas totales 

 

 

 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

La (tabla 6) nos muestra que Minthostachys cf. mollis posee un alto contenido de 

cenizas totales, lo que nos indica una gran presencia de materia inorgánica en esta 

especie con relación a Pollalesta discolor, según Barreset & Hernández  (2005) las 

cenizas totales abarca el contenido de materia inorgánica de una especie vegetal. 

Tabla 7. 

Determinación de cenizas solubles en agua 

 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Como muestra la (tabla 7) la especie Pollalesta discolor posee un mayor contenido 

de cenizas solubles en agua. 

 

  

Especie Cenizas totales (g) 

Minthos 

tachys cf. mollis 
11.10 

Pollalesta discolor 

(Corteza) 
6.48 

Especie % Cenizas solubles 

Minthostachys cf. mollis 2.64 

Pollalesta discolor 

(Corteza) 
6.85 
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Tabla 8. 

Determinación de cenizas insolubles en ácido clorhídrico 

Especie % Cenizas insolubles 

Minthostachys cf. 

mollis 
7.16 

Pollalesta discolor 

(Corteza) 
2.97 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Los resultados obtenidos se los muestra en la (tabla 8) indicando a la especie 

Minthostachys cf. mollis con un alto contenido de cenizas insolubles, según (Flores, 

2007) esto se debe a la presencia de material térreo. 

Tabla 9. 

Determinación del contenido de humedad 

Especies % de humedad 

Minthostachys cf. mollis 10.24 

Pollalesta discolor 

(Corteza) 
8.20 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

En la (tabla 9) se observa que las dos especies en estudio poseen un alto contenido de 

humedad, la especie Minthostachys cf. mollis es la que presentó mayor porcentaje por 

lo cual es muy susceptible al crecimiento de hongos como lo indica Gutierrez, M 

(2011) en su estudio “Control de Calidad del Xanthium spinosum, planta medicinal 

expendida en la ciudad de La Paz, Bolivia”. 
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Tabla 10. 

Polifenoles totales 

Muestra 
𝒎𝒈 á𝒄𝒊𝒅𝒐 𝒈𝒂𝒍𝒊𝒄𝒐

𝒎𝑳 𝒅𝒆 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒄𝒕𝒐
 

Minthostachys cf. mollis 57.54 

Pollalesta discolor 

(Corteza) 
12.78 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Al realizar la cuantificación de fenoles se muestra que las dos especies poseen una alta 

cantidad de fenoles, la presencia de fenoles en especies vegetales está altamente 

relacionada con la actividad antioxidante, además que estos compuestos sustentan la 

actividad farmacológica de varias especies vegetales según Villanueva  (2010) en su 

investigación “Antocianinas, ácido ascórbico, polifenoles totales y actividad 

antioxidante, en la cáscara de camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K) McVaugh)” 

Tabla 11. 

Flavonoides 

Muestra 
𝒎𝒈 𝒄𝒂𝒕𝒆𝒒𝒖𝒊𝒏𝒂𝒔

𝒎𝑳 𝒅𝒆 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒄𝒕𝒐
 

Minthostachys cf. 

mollis 
0.03  

Pollalesta discolor 

(Corteza) 
0.40 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Al realizar la cuantificación de flavonoides se muestra que las dos especies poseen una 

alta cantidad de flavonoides lo que le otorgaría la propiedad anti hemolítica de las 

especies vegetales al tener estos metabolitos la capacidad de atrapar radicales libres 

como lo muestra (Benitez & Diaz, 2011) en su trabajo Actividad antioxidante y 

antibacteriana de seis cáscaras de frutos del oasis de Pica, mostrando un alto contenido 
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de flavonoides dándole así la capacidad antimicrobiana y anti hemolítica a estos 

metabolitos.   

3.2. Tamizaje fitoquímico 

Tabla 12. 

Extracto n-heptano  de Minthostachys cf. mollis 

Minthostachys cf. 

mollis 

Metabolito 

de interés 

Ensayo 

 
Resultados 

Ácidos grasos Sudan + 

Compuesto lactónicos Baljet -- 

Alcaloides Wagner +++ 

Alcaloides Dragendorff -- 

Alcaloides Mayer + 

Triterpenos o 

esteroides 

Lieberman- 

Burchard 
++ 

+ =      Poca presencia 

++ =    Presencia considerable 

+++ =  Alta presencia  

--  =     Ausencia 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Con el extracto n-heptano se determinó que la especie Minthostachys cf. mollis posee 

una gran cantidad de triterpenos y alcaloides, una baja cantidad de ácidos grasos y 

alcaloides y no contiene compuestos lactonicos. 
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Tabla 13. 

Extracto n-heptano de Pollalesta discolor 

Pollalesta 

discolor 

(Corteza) 

Metabolito 

de interés 
Ensayo Resultados 

Ácidos grasos Sudan + 

Compuesto lactónicos Baljet -- 

Alcaloides Wagner ++ 

Alcaloides Dragendorff -- 

Alcaloides Mayer -- 

Triterpenos o 

esteroides 

Leibermann- 

Burchard 
+ 

+ =      Poca presencia 

++ =    Presencia considerable 

+++ = Alta presencia  

-- =     Ausencia 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Con el extracto n-heptano se determinó que la especie Pollalesta discolor (Corteza) 

evidencia la presencia de alcaloides, posee en bajas cantidades ácidos grasos y 

triterpenos, carece de alcaloides y compuestos lactónicos. 
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Tabla 14. 

Extracto alcohólico de Minthostachys cf. mollis 

Minthostachys cf. 

mollis 

Metabolito 

de interés 

Ensayo 

 
Resultados 

Resinas Resinas -- 

Saponinas Espuma -- 

Glucósidos 

cardiotónicos 
Kedde + 

Flavonoides Shinoda ++ 

Compuestos fenólicos Cloruro Férrico + 

Aminoácidos o 

Aminas 
Ninhidrinas -- 

Alcaloides Warner ++ 

Compuestos 

lactónicos o 

Coumarinas 

Baljet --- 

Compuestos del grupo 

flavonoides 
Antocianinas ++ 

Catequinas Catequinas + 

Azucares reductores Fehling -- 

Alcaloides Dragendorff +++ 

Triterpenos o 

esteroides 

Leibermann-

Burchard 
+++ 

Quinonas Borntrager -- 

Alcaloides Mayer + 

+ =      Poca presencia 

++=     Presencia considerable 

+++ = Alta presencia  

-- =     Ausencia 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Con el extracto alcohólico se determinó que la especie Minthostachys cf. mollis posee 

gran cantidad de alcaloides y triterpenos, flavonoides y fenoles, los dos estrechamente 

relacionados con la actividad anti hemolítica. Además se evidencia poca presencia de 

catequinas y una ausencia de quinonas en este extracto. 
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Tabla 15. 

Extracto alcohólico Pollalesta discolor 

Pollalesta 

discolor 

(Corteza) 

Metabolito 

de interés 

Ensayo 

 
Resultados 

Resinas Resinas -- 

Saponinas Espuma -- 

Glucósidos 

cardiotónicos 
Kedde -- 

Flavonoides Shinoda ++ 

Compuestos fenólicos Cloruro Férrico + 

Aminoácidos o 

Aminas 
Ninhidrinas -- 

Alcaloides Warner + 

Compuestos 

lactónicos o 

Coumarinas 

Baljet -- 

Compuestos del grupo 

flavonoides 
Antocianinas ++ 

Catequinas Catequinas + 

Azucares reductores Fehling -- 

Alcaloides Dragendorff +++ 

Triterpenos o 

esteroides 

Leibermann-

Burchard 
+ 

Quinonas Borntrager -- 

Alcaloides Mayer + 

+  =    Poca presencia 

++ =   Presencia considerable 

+++ = Alta presencia  

-- =    Ausencia 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Con el extracto alcohólico se determinó que la especie Pollalesta discolor (Corteza) 

posee una gran cantidad de alcaloides, y se puede determinar poca presencia de 

flavonoides y fenoles metabolitos de interés para la actividad anti hemolítica. 
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Tabla 16. 

Extracto Acuoso de Minthostachys cf. mollis 

Minthostachys cf. 

mollis 

Metabolito 

de interés 

Ensayo 

 
Resultados 

Azucares Reductores Fehling + 

Saponinas Espuma + 

Sabores Amargo -- 

Compuestos 

polisacáridos 
Mucilagos + 

Flavonoides Shinoda + 

Alcaloides Dragendorff +++ 

Alcaloides Warner +++ 

Compuestos Fenólicos Cloruro férrico + 

Alcaloides Mayer ++ 

+ =      Poca presencia 

++ =    Presencia considerable 

+++ =  Alta presencia  

-- =     Ausencia 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Con el extracto acuoso se determinó que la especie Minthostachys cf. mollis posee 

gran cantidad de alcaloides y se puede evidenciar también la presencia de fenoles y 

flavonoides que son metabolitos de mayor interés. 
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Tabla 17. 

Extracto Acuoso de Pollalesta discolor 

Pollalesta         

discolor 

(Corteza) 

Metabolito 

de interés 

Ensayo 

 
Resultados 

Azucares Reductores Fehling -- 

Saponinas Espuma + 

Sabores Amargo + 

Compuestos 

polisacáridos 
Mucilagos - 

Flavonoides Shinoda + 

Alcaloides Dragendorff +++ 

Alcaloides Warner +++ 

Compuestos Fenólicos Cloruro férrico ++ 

Alcaloides Mayer +++ 

+ =     Poca presencia 

++ =   Presencia considerable 

+++ = Alta presencia  

-- =     Ausencia 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Con el extracto acuoso se determinó que la especie Pollalesta discolor (Corteza) posee 

gran cantidad de alcaloides y se determinó la presencia de flavonoides y fenoles. 

3.3. Determinación de la dosis mínima hemolítica 

MIDH veneno de Bothrops atrox 

 
Figura 6. MIDH veneno de Bothrops atrox 
Tomada por: Muñoz C., 2016 
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Se generó un halo de 15.53 mm de diámetro promedio como se muestra en la figura 

(figura 6) dicho halo se lo tomó comó (DMIH), (Fernandez, 2010), en su trabajo 

“evaluación de las propiedades antiofídicas del extracto etanólico y fracciones 

obtenidas de Renealmia alpinia (Rottb) Mass (Zingiberaceae) cultivada in vitro” 

reporta un halo de 20mm por lo que nuestro estudio se encuentra dentro del rango que 

fue determinado. 

 

3.4. Actividad anti hemolítica 

Tabla 18. 

Tratamientos para determinación de actividad anti hemolítica 

N° de ensayo Tratamiento Combinación de 

tratamiento 

1 Testigo Media del halo MIDH 

2 C1-Hep 1:7 MIDH-extracto N -heptano 

3 C2- Hep 1:10 MIDH-extracto N –heptano 

4 C3- Hep 1:20 MIDH-extracto N-heptano 

5 C1- Al 1:7 MIDH- extracto Alcohólico  

6 C2 –Al 1:10 MIDH- extracto Alcohólico 

7 C3 –Al 1:20 MIDH- extracto Alcohólico 

8 C1- Ac 1:7 MIDH-extracto acuoso 

9 C2- Ac 1:10 MIDH- extracto acuoso 

10 C3- Ac 1:20 MIDH- extracto acuoso 

 Hep: extracto n-heptano; Al: extracto alcohólico; Ac: extracto acuoso 

Nota: Realizado por los autores, 2016 
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Tabla 19. 

Concentraciones de mezcla veneno-extracto 

C1  15 μL veneno (1mg/mL) + 3.75 μL extracto (2.5 g/L)  1:7 MIDH-E 

C2 15 μL veneno (1mg/mL) + .1.77 μL extracto (3.8 g/L) 1:10 MIDH-E 

C3 15 μL veneno (1mg/mL + 2.5 μL extracto (7.5 g/L) 1:20 MIDH-E 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Tabla 20. 

Halos de hemólisis generados por la mezcla veneno-extracto: acuoso, alcohólico y 

heptánico 

Especie Extracto Concentración  Halo (mm) 

Minthostachys cf. mollis 

 

 

Acuoso 

1:7 14.00 

1:10 13.50 

1:20 13.33 

Pollalesta discolor 

(Corteza) 

 

Acuoso 

1:7 15.33 

1:10 14.66 

1:20 15.33 

Minthostachys cf. mollis 

 

 

Alcohólico 

 

1:7 9.00 

1:10 0.00 

1:20 11.00 

Pollalesta discolor 

(Corteza) 

 

Alcohólico 

 

1:7 0.00 

1:10 12.33 

1:20 0.00 

Minthostachys cf. mollis 

 

 

n-heptano 

1:7 15.00 

1:10 13.00 

1:20 12.00 

Pollalesta discolor 

(Corteza) 

 

n-heptano 

1:7 12.00 

1:10 12.00 

1:20 11.33 

Nota: Realizado por el autor (2016) 
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3.5. Análisis estadístico 

Tabla 21. 

Análisis de varianza para diámetro de halo de actividad inhibitoria 

ANOVA. Análisis de varianza (SC Tipo III) 

Fuente de Variación Grados 

de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrados 

medios 

Valor 

de f 

Valor de 

P 

Modelo 19 659.01 34.68 7.01  <0,0001 

Tratamiento  9 549.18 61.02 12.33 <0,0001 

Especie  1 50.42 50.42 10.19 0,0028 

Tratamiento*especie  9 59.42 6.60 1.33 0,2508 

Error  40 198.00 4.95   

Total 59 857.01    

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Mediante el análisis de varianza (ANOVA), para el diámetro del halo (tabla 20), se 

determinó que existen diferencias estadísticas significativas (p ˂ 0.05)  entre los 

tratamientos establecidos y las especies analizadas, a diferencia de la interacción de 

estas dos variables donde no existe diferencia significativa. 
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Tabla 22. 

Rangos de significancia para los tratamientos en relación a la actividad inhibitoria. 

   

Tratamientos Medias Rangos 

C3 Al 7.17 A    

C1 Al 7.50 A    

C2 Al 7.83 A    

C3 Hep 9.00 A B   

C2 Hep 10.00 A B C  

C1 Hep 12.50  B C D 

C3 Ac 13.17  B C D 

C2 Ac 14.17   C D 

C1 Ac 14.50    D 

Testigo 15.53    D 

Hep: extracto n-heptano; Al: 

extracto alcohólico; Ac: extracto 

acuoso 

  

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Según el Test de Tukey al 5% (tabla 21) para los tratamientos en relación a la actividad 

inhibitoria o neutralizante, se observa que existen cuatro rangos de significancia. En 

el primer rango A se ubicaron los tratamientos C3Al, C1Al y C2Al es decir que estos 

tratamientos son los más eficientes al momento de inhibir la hemólisis. En el último 

rango D se ubicaron los tratamientos C3Ac, C2Ac, C1Ac con los mayores diámetros de 

hemólisis, lo que significa que estos son los tratamientos con menor actividad anti 

hemolítica. 
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Tabla 23. 

Comparación entre las especies según el test de Tukey 

Test Tukey Alfa: 0.05 

Especie Media de tamaño 

de halo 

Rango 

Minthostachys 

cf. mollis 

 

10.22 A  

  

(Corteza) 

12.05  B 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

Según el Test de Tukey al 5% (tabla 22) para las especies estudiadas en relación a la 

actividad antihemolítica, se puede observar que existen dos rangos de significancia en 

donde la especie Pollalesta discolor (Corteza), presenta la menor actividad inhibitoria 

con un halo promedio de 12.05 mm a diferencia de Minthostachys cf. mollis  (kurarina) 

que presenta un diámetro de 10.22 mm. 
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Discusión 

Al realizar la determinación de la dosis mínima hemolítica (DIMH) se tomó como 

referencia la cantidad de veneno que formó un halo de 15.53 mm de diámetro 

promedio. Resultado similares a los reportados por (Fernandez, 2010), en su trabajo 

“evaluación de las propiedades antiofídicas del extracto etanólico y fracciones 

obtenidas de Renealmia alpinia (Rottb) Mass (Zingiberaceae) cultivada in vitro” 

donde toma como la dosis mínima hemolítica un halo de 20 mm de diámetro. 

Las propiedades anti hemolíticas de las especies vegetales si están relacionadas con el 

contenido de polifenoles y flavonoides (Minthostachys cf. Mollis = 57.54; Pollalesta 

discolor 12.38); (Minthostachys cf. Mollis = 57.54; Pollalesta discolor 12.38) 

respectivamente, al encontrarse en gran cantidad en el extracto alcohólico, por lo cual 

este posee los mejores tratamientos (C3Al, C1Al y C2Al) en este estudio. Villanueva 

(2010) en su investigación “Antocianinas, ácido ascórbico, polifenoles totales y 

actividad antioxidante, en la cáscara de camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K) 

McVaugh)” obtiene una mayor cantidad de polifenoles (35.2) y flavonoides (0.48) en 

el extracto alcohólico comprobando nuestros valores se encuentran en rango similar. 

Se obtuvo como resultado que el halo reduce su tamaño significativa de (15mm a 

10.21mm), comprobando así las propiedades anti hemolíticas de los extractos 

alcohólicos como los más eficientes de las especies en estudio, resultados similares se 

indican en el trabajo presentado por (Arley Patiño, 2012) “Efecto inhibitorio de 

extractos de Renealmia alpinia Rottb. Maas (Zingiberaceae) sobre el veneno de 

Bothrops asper (mapaná)” donde sus extractos alcohólicos son los mejores al 

producirse una reducción de tamaño del halo de hemólisis de 20mm a 16 o 15mm. 
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Conclusiones 

 El contenido de polifenoles totales y flavonoides permite anticipar actividad 

alexítera en ambas especies vegetales, debido a que se relacionan directamente 

con la capacidad neutralizante del veneno de serpientes del género Botrhops. 

 La actividad neutralizante o inhibitoria del veneno ocasionada por los extractos 

demuestra que el extracto alcohólico en las dos especies es el que tiene mayor 

actividad anti hemolítica. 

 Los extractos alcohólicos de las dos especies en estudio son los más eficientes 

al momento de reducir el halo de hemólisis aceptando así la hipótesis 

alternativa ya que por lo menos un extracto de las dos especies en estudio 

reduce el halo de hemólisis generado por la concentración mínima hemolítica 

(MIDH) del veneno de Bothrops atrox. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Siembra extracto alcóholico 

                 

    

Fuente: El autor (2016) 
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Anexo 2.  Siembra extracto n-heptano 

 

               

Fuente: El autor (2016) 
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Anexo 3. Siembra extracto acuoso 

 

          

Fuente: El autor (2016) 
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Anexo 4. Permisos ambientales 
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Anexo 5. Identificación Taxonómica 
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Anexo 6. Rendimiento de extractos vegetales 

 

Extracto n-heptano 

 

Peso de la 

droga vegetal 

(g) 

Peso balón 

vacío (g) 

Peso balón con 

muestra vegetal 

(g) 

Rendimiento  

% 

Minthostachys cf. 

mollis 
25.0500 124.7773 124.8965 5.07 

Pollalesta 

discolor 

(Corteza) 

25.0023 64.3989 64.4338 3.30 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

 

Extracto alcohólico 

 

Peso de la 

droga vegetal 

(g) 

Peso balón 

vacío (g) 

Peso balón con 

muestra vegetal 

(g) 

Rendimiento  

% 

Minthostachys 

cf. mollis 

 

24.7252 

 

124.0343 

 

125.3051 

 

5.144 

Pollalesta 

discolor 

(Corteza) 

 

24.0056 

 

64.9341 

 

65.7600 

 

3.44 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

 

Extracto acuoso 

 

Peso de la 

droga vegetal 

(g) 

Peso balón 

vacío (g) 

Peso balón con 

muestra vegetal 

(g) 

Rendimiento  

% 

Minthostachys cf. 

mollis 
23.9494 140.7228 143.0333 9.65 

Pollalesta 

discolor 

(Corteza) 

22.6024 141.2076 141.2808 0.32 

Nota: Realizado por el autor (2016) 
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Anexo 7. Determinación de cenizas totales 

Especie 

Numero 

de 

repeti- 

ciones 

Peso 

crisol 

(g) 

Peso 

crisol 

tarado 

(g) 

Muestra 

vegetal 

(g) 

Peso crisol 

con 

muestra 

vegetal (g) 

Peso crisol 

con muestra 

incinerada 

(g) 

Cenizas 

totales (g) 

 

Mintho 

stachys 

cf. mollis 

1 22.6427 22.6397 2.0079 24.6476 22.841 10.02539967 

2 19.8314 19.8294 2.0319 21.8613 20.0553 11.11767311 

3 21.6775 21.6749 2.0249 23.6998 21.9214 12.17344066 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

 

Determinación de cenizas totales 

Especie 

Numero 

de repeti- 

ciones 

Peso 

crisol 

(g) 

Peso 

crisol 

tarado 

(g) 

Muestra 

vegetal 

(g) 

Peso crisol 

con 

muestra 

vegetal (g) 

Peso crisol 

con muestra 

incinerada 

(g) 

Cenizas 

totales (g) 

 

Pollalesta 

discolor 

(Corteza) 

1 20.8727 20.8705 2.0891 22.9596 20.9824 5.356373558 

2 19.4736 19.4718 2.0556 21.5274 19.6301 7.700914575 

3 22.5057 22.5035 2.0275 24.531 22.634 6.43649815 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

  



70 

Anexo 8. Determinación de cenizas solubles en agua 

Especie 
Peso 

crisol 

Peso 

crisol 

tarado 

Peso crisol 

con 

muestra 

vegetal 

Peso 

Cenizas 

filtradas 

Incinera

do final 

Peso crisol 

muestra 

incinerada 

% Cenizas 

solubles 

Minthos 

tachys 

cf. mollis 

22.6427 22.6397 24.6476 22.8096 22.8056 22.841 1.763036008 

19.8314 19.8294 21.8613 20.0031 20.0019 20.0553 2.628082091 

21.6775 21.6749 23.6998 21.8508 21.8497 21.9214 3.540915601 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

 

Determinación de cenizas solubles en agua 

Especie 
Peso 

crisol 

Peso 

crisol 

tarado 

Peso crisol 

con 

muestra 

vegetal 

Peso 

Cenizas 

filtradas 

Incinerado 

final 

Peso crisol 

muestra 

incinerada 

% Cenizas 

solubles 

Pollalesta 

discolor 

(Corteza) 

20.8727 20.8705 22.9596 20.8875 20.7858 20.9824 9.410751041 

19.4736 19.4718 21.5274 19.4925 19.4914 19.6301 6.747421677 

22.5057 22.5035 24.531 22.5252 22.5443 22.634 4.424167694 

Nota: Realizado por el autor (2016) 
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Anexo 9. Determinación de cenizas insolubles en ácido clorhídrico 

Especie 

Peso 

crisol 

tarado 

Muestra 

vegetal 

Peso crisol 

con muestra 

vegetal 

Peso 

muestra 

incinerada 

Peso 

ceniza 

filtrada 

Inci 

nerado 

final 

% Cenizas 

insolubles 

 

Minthostach

ys cf. mollis 

20.8737 2.0158 22.8895 20.8231 20.6016 20.6014 10.99811489 

20.5667 2.0091 22.5758 21.0462 20.8758 20.8757 8.486386939 

22.878 2.0791 24.9571 22.9224 22.8809 22.8804 2.020104853 

Nota: Realizado por el autor (2016) 

 

Determinación de cenizas insolubles en ácido clorhídrico 

Especie 

Peso 

crisol 

tarado 

Muestra 

vegetal 

Peso crisol 

con muestra 

vegetal 

Peso 

muestra 

incinerada 

Peso 

ceniza 

filtrada 

Incinerado 

final 

% Cenizas 

insolubles 

 

Pollalesta 

discolor 

(Corteza) 

22.9325 2.0229 24.9554 22.9871 22.937 22.9356 2.545850017 

23.4897 2.0008 25.4905 23.9946 23.9891 23.9185 3.803478609 

21.6813 2.0103 23.6916 21.7376 21.6858 21.6854 2.596627369 

Nota: Realizado por el autor (2016) 
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Anexo 10. Determinación del contenido de humedad 

Especies Peso de la muestra % de humedad 

Minthostachys cf. mollis 2.003 10.24 

Pollalesta discolor 

(Corteza) 
2 8.2 

Nota: Realizado por el autor (2016) 
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Anexo 11. Formulas 

 

Fenoles 

𝑚𝑔 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑔𝑎𝑙𝑖𝑐𝑜

𝑚𝑙 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜
=

𝑝𝑝𝑚 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 + 𝑏 × 𝑓𝑑

𝑚
× 100 

 

 

Flavonoides 

𝑚𝑔 𝑐𝑎𝑡𝑒𝑞𝑢𝑖𝑛𝑎

𝑚𝑙 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜
=

𝑝𝑝𝑚 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 + 𝑏

𝑚
× 𝑓𝑑 

Determinación de cenizas insolubles en ácido clorhídrico 

M2 - M

M1 - M
B = x 100

 

B= porcentaje de cenizas insolubles en ácido clorhídrico en base hidratada. 

M = masa del crisol con la porción de ensayos (g)  

M2= masa del crisol con la ceniza (g)  

100= factor matemático.  

Determinación de cenizas solubles en agua 

M2 - Ma

M1 - M
Ca = x 100

 

 

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.  

M2 = masa del crisol con las cenizas totales (g).  

Ma =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)  

M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)  

M =  masa del crisol vacío. 

100 = factor matemático. 
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Determinación de cenizas totales 

          M2 - M

 M1 - M 
C = x 100

 
 

C = porcentaje  de  cenizas totales en base hidratada. 

M = masa del crisol vacío (g)  

M1= masa del crisol con la porción de ensayo (g)  

M2= masa del crisol con la ceniza (g)  

100= factor matemático para los cálculos. 

Rendimiento de extractos vegetales 

%𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝑏𝑎𝑙ó𝑛 𝑚á𝑠 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 − 𝑏𝑎𝑙ó𝑛 𝑣𝑎𝑐í𝑜

𝑏𝑎𝑙ó𝑛 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 ℎ𝑢𝑚𝑒𝑑𝑜 − 𝑏𝑎𝑙ó𝑛 𝑣𝑎𝑐í𝑜
× 100 
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Anexo 12. Absorbancia fenoles Pollalesta discolor (Corteza) 
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Anexo 13. Absorbancia fenoles Minthostachys cf. mollis 
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Anexo 14. Absorbancia flavonoides Pollalesta discolor (Corteza) 
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Anexo 15. Absorbancia flavonoides Minthostachys cf. mollis 

 

 


