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RESUMEN
El objetivo principal de esta investigacion fue la determinacion de la toxicidad a
90 dias del extracto n-hexanico de las hojas de Calea urticifoliaen ratones de la
cepa NIH y la cuantificacion desesquiterpenlactonas totales presentes en los
extractos durante el periodo comprendido deeneroa marzo de 2014.
La investigacion se desarrolld6 en dos etapas, en primer lugar, el estudio
fitoquimico que se inici6 con la identificacion de la especie vegetal C. urticifolia
por un experto botanico, seguida de la recoleccion de las hojas una vez por mes
durante tres meses (enero a marzo). Posteriormente las hojas se secaron y se
extrajeron con n-hexano por método Soxhlet; seguida por la eliminacion del
solvente que produjo el extracto seco. A partir de este, se procedié a la
identificacion de sesquiterpenlactonas, por medio de cromatografia en capa
fina, utilizando el revelador de Baljet, y por espectroscopia Ultravioleta,
comparando con el marcador analitico Juanislamina, que es la
sesquiterpenlactona mayoritaria en este extracto. En ambas técnicas los
resultados fueron positivos para los metabolitos secundarios activos
(sesquiterpenlactonas).
Posteriormente se procedio a la cuantificacion de sesquiterpenlactonas totales,
utilizando el método de espectroscopia visible midiendo la absorbancia de las
muestras por quintuplicado. Con los datos obtenidos se calcul6 el porcentaje de
sesquiterpenlactonas totales en el extracto seco y el porcentaje de
sesquiterpenlactonas totales en material vegetal seco.
La segunda etapa del trabajo consisti6 en la evaluacion de la toxicidad del
extracto n-hexanico de hojas de C. urticifolia en ratones de la cepa NIH, durante
un periodo de 90 dias.
Los ratones fueron separados en 6 grupos de 5 ratones, dividiéndolos en
machos y hembras, quedando distribuidos de la siguiente forma: dos grupos
control a los cuales se les administré agua destilada como blanco, dos centinela
y dos tratamiento, tratados con el extracto n-hexanico. Todos los ratones



fueron pesados semanalmente para tomar el peso como parametro de
toxicidad, y de acuerdo al peso promedio se realizaron las soluciones del
extracto para administrarles durante los tres meses, y se evalué el
comportamiento con observaciones clinicas diarias por 90 dias. Finalizado los
90 dias, se procedié a la toma de muestras de sangre para las pruebas
hematoldgicas y bioquimicas y luego la necropsias de los grupos tratamiento y
control, dejando por un mes mas a los grupos centinela con administracion de
agua destilada para observar si los dafios producidos fueron reversibles con el
tiempo. Después del mes de observacion, se les realizaron las mismas pruebas
de sangre y posteriormente las necropsias para el andlisis macroscopico de

organos.

Los 6rganos se preservaron en formalina al 10% y luego fueron procesados por
medio de la técnica histopatolégica clasica para bloques parafinados, los cuales
se conservan en almacenamiento mientras un patélogo pueda realizar los

cortes y realice el respectivo examen histopatologico.

El andlisis estadistico de los datos obtenidos en la cuantificacion se les realizo
la desviacion tipica estandar con un intervalo de confianza de 95% para concluir
el mes donde se produce mas cantidad de sesquiterpenlactonas; mientras que
los datos de toxicidad, se evaluaron con el software SPSS para Windows y para
contrastar la normalidad de estos se utilizd el Test de Shapiro-Wilk, y asi
demostrar mediante los resultados de diferencias significativas, si el extracto n-
hexanico causaba dafios toxicos al organismo y si estos fueron reversibles con
el tiempo, informacion que le seréa util al patdlogo en la realizacion del examen

histopatologico.

Los resultados obtenidos demuestran que el extracto n-hexanico de C. urticifolia
administrado a ratones NIH por un periodo de 90 dias producealteraciones en

los datos clinicos de quimica sanguinea y hematoldgica, ademas se observa



una caida significativa del peso corporal en los animales de experimentacion,
tanto en los grupos macho y hembra, verificando que en los grupos centinela
existe recuperacion del peso al finalizar el estudio, que es mayor en el grupo de
ratones macho, manifestando mayor susceptibilidad de las hembras a los
efectos dafiinos de esta especie vegetal. Y evidenciando la presencia de un

moderado dafio toxico a nivel gastrointestinal.
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1.0 INTRODUCCION
En la medicina tradicional salvadorefia, Calea urticifolia(Juanislama) es una
especie vegetal muy utilizada para padecimientos tales como: artritis, fiebre,
cancer, colicos intestinales, diabetes, entre otros, en forma de infusiones,
cocimientos, para administrarla ya sea en forma oral o topica. En los mercados
populares diariamente se venden considerables cantidades de las hojas de esta
planta (entera o segmentada y fresca o desecada), la cual es prescrita por los
curanderos o simplemente auto recetada. Por ser una especie de la Familia
Asteraceae, quimio taxonOmicamente posee sesquiterpenlactonas como
metabolitos secundarios mayoritarios, con una concentracion de estos que varia
del 0.01 al 8% del peso seco de la planta, encontrando las concentraciones mas

altas en las hojas. @2 47,66

Por tal razén, el presente trabajo tuvo como finalidad realizar parte de un
estudio preclinicoen el extracto n-hexanico de las hojas de esta especie con el
propésito de detectar los posibles efectos toxicos post administracion, (;, spuesto
que se ha reportado evidencia cientifica del dafio a nivel renal que produce el

extracto cloroférmico de las hojas de Calea urticifolia. e
La parte experimental se dividié en dos etapas:

La parte fitoquimica consistié en: la extraccion selectiva por medio del método
Soxhlet, la identificacibn de sesquiterpenlactonas por cromatografia en capa
fina y espectroscopia ultravioleta y la cuantificacion de sesquiterpenlactonas por
medio de espectroscopia visible, determinando la desviacion estandar y el
intervalo de confianza de los datos obtenidos ademas de un andlisis de

varianza.

Y la parte toxicologica, que consistio en la administracion del extracto n-
hexanico de Calea urticifolia en ratones NIH durante un periodo de 90 dias,

chequeos clinicos diarios durante el estudio, control de peso de los animales,
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evaluacion de parametros sanguineos: pruebas hematoldgicas y bioquimicas,
necropsias, examen macroscopicos de 6rganos y la realizacion de cortes de los

organos mediante latécnica histopatoldgica clasica para bloques parafinados.

La obtencion de extractos vegetales y la identificacion por cromatografia en
capa fina de las sesquiterpenlactonas se realizaron en el Laboratorio de

Investigacion en Productos Naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia.

La identificacion y cuantificacion de las sesquiterpenlactonas se realizd por
espectroscopia UV-VIS en el Laboratorio Fisico-Quimico de Aguas de la

Facultad de Quimica y Farmacia.

La parte toxicoldgica se realizd en el Laboratorio de Experimentacién Animal
(LEA) y el Laboratorio de Patologia, ambos ubicados en el edificio de
CENSALUD. Las determinaciones sanguineas y bioquimicas se realizaron en el

Laboratorio de Quimica Clinica del Hospital Nacional Rosales.

El estudio de 90 dias se llevé a cabo desde enero a marzo del afio 2014, con un
mes para observacidon de los grupos centinela y dos meses mas para
procesamiento de los datos, lo cual la investigacion tuvo un periodo de duracion

de seis meses aproximadamente.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL:

Determinar la toxicidad sub crénica del extracto n-hexanico de las hojas de

Calea urticifolia (Juanislama) en ratones NIH.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.2.1 Recolectar las hojas de Calea urticifolia(Juanislama) en el periodo de
enero a marzo de 2014,

2.2.2 Preparar el extracto n-hexanico de las hojas de Calea
urticifolia(Juanislama) en el periodo de enero a marzo de 2014.

2.2.3 lIdentificar y cuantificar las sesquiterpenlactonas en el extracto
n-hexanico seco.

2.2.4 Evaluar el efecto téxico que se genera en un periodo de 90 dias de
administracion del extracto n-hexanico de las hojas de Calea urticifolia

(Juanislama) en ratones NIH.

2.2.5 Realizar pruebas bioquimicas y hematoldgicas en sangre y suero de

raton para determinar el posible grado de toxicidad producido.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES DE LA FAMILIA Asteraceae.

La Familia de las compuestas (Compositae 0 Asteraceae) esta conformada por
mas de 1000 géneros y mas de 20000 especies, es una de las familias de
plantas mas importantes, formadoras de semillas (espermatofitos), que
presentan una variedad morfolégica grande, asi como su habitat, sus formas
vitales y la dispersion de sus frutos, se encuentran muy distribuidas tanto en
zonas semidesérticas como tropicales, y hasta en paises articos, pero es mas
importante su distribucion en zonas templadas o subtropicales que no estan

densamente pobladas de arboles. gy

Las Asteraceas se encuentran en todos los continentes excepto la Antartida, su
diversidad puede atribuirse, entre otras cosas, a sus excelentes mecanismos de
dispersibn y a su capacidad para adaptarse a diferentes condiciones

ecologicas, muchas veces viéndose favorecidas por la perturbacion.

Es la familia evolutivamente mas exitosa dentro de las plantas con flores. La
continua expansién de la familia ha sido acompafada por diversos cambios
fitoquimicos que le han permitido desarrollar y explorar nuevos mecanismos

defensivos, (alcaloides, conductos laticiferos, olores, etc.). @y

Fitoquimicamente, almacenan carbohidratos como oligosacaridos, incluyendo a
la inulina. Usualmente, en las especies de la Familia estdn presentes los
poliacetilenos, los aceites aromaticos terpenoides y, guimiotaxonomicamente,

Su caracteristica mas importante, la presencia de sesquiterpenlactonas (STLs).

La familia incluye plantas alimenticias, medicinales, ornamentales e industriales,

a la par de las malezas e incluso encontramos muchas plantas toxicas.


http://es.wikipedia.org/wiki/Carbohidratos
http://es.wikipedia.org/wiki/Oligosac%C3%A1rido
http://es.wikipedia.org/wiki/Inulina
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P S e

Figura N°1. Distribucion geografica de la FamiliaAsteraceae (en color rojo) ¢ s

Entre algunos de los géneros pertenecientes a la Familia Asteraceae

encontramos. ¢, s

Achillea: comiunmente se les conoce como milenrama. Es un género de
alrededor de 650 especies descritas y solo 150 aceptadas. Son naturales
de Europa vy regiones templadas de Asia. Algunas crecen en Norte
ameérica sus hojas son peludas y aromaticas.

Ambrosia: es un género amplio de plantas herbaceas o arbustivas,
nativas de Norte y Sudamérica, y se han difundido hasta Europa.
Comprende una treintena de especies de plantas anuales o perennes,
gue crecen en especial en regiones llanas, poco himedas y arenosas.
Artemisia: es un extenso género deplantas herbaceas o arbustivas que
posee 1449 especies descritas, de las que se han aceptado 474 hasta la
fecha.

Helenium: es un género de plantas herbaceas nativo de Norteamérica y
Centroamérica. Comprende 208 especies descritas y de estas, solo 39

aceptadas.


http://es.wikipedia.org/wiki/Achillea
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
http://es.wikipedia.org/wiki/Europa
http://es.wikipedia.org/wiki/Asia
http://es.wikipedia.org/wiki/Ambrosia
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Planta
http://es.wikipedia.org/wiki/Planta
http://es.wikipedia.org/wiki/Arbusto
http://es.wikipedia.org/wiki/Norteam%C3%A9rica
http://es.wikipedia.org/wiki/Sudam%C3%A9rica
http://es.wikipedia.org/wiki/Europa
http://es.wikipedia.org/wiki/Artemisia_(planta)
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Hierba
http://es.wikipedia.org/wiki/Arbusto
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
http://es.wikipedia.org/wiki/Helenium
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Planta
http://es.wikipedia.org/wiki/Norteam%C3%A9rica
http://es.wikipedia.org/wiki/Centroam%C3%A9rica
http://es.wikipedia.org/wiki/Especies

30

Lactuca: conocido generalmente como lechuga, es un género de
fanerdgamas que abarca méas de 100 especies aceptadas, de las casi
580 descritas.

Tanacetum: nativo de las temperaturas templadas del Hemisferio Norte.
Comprende 479 especies descritas y de estas son 132 aceptadas.
Hymenoxys: género de plantas fanerégamas perteneciente a la familia
de las asteraceas. Comprende 70 especiesdescritas y solo 26
aceptadas.

Smallanthus: es un género de plantas que puede encontrarse tanto en
Ameérica del Sur y del Norte, no se han descrito muchas especies hasta
el dia de hoy, pero probablemente la especie mas famosa es conocida
como Yacon.

Calea: género quereporta especies muy distribuidas en todo el mundo
que crecen en diferentes pisos climaticos de zonas tropicales del

continente americano.

3.2 GENERO Calea.
3.2.1 GENERALIDADES DEL GENERO Calea.

El género Calea es un género botanico de la Familia de las Asteraceas que
comprende 148 especies. Tiene una distribucidon neotropical (esta ecozona
incluye Sur y América Central, las tierras bajas de México, el Caribe, las islas y

el sur de Florida). o, e
Algunas de las especies pertenecientes a este género son:

- Calea glomerata Klatt.

- Calea granitica Pruski.

- Calea jamaicensis (L.) L.
- Calea uniflora Less.


http://es.wikipedia.org/wiki/Lactuca
http://es.wikipedia.org/wiki/Lactuca
http://es.wikipedia.org/wiki/Tanacetum
http://es.wikipedia.org/wiki/Tanacetum
http://es.wikipedia.org/wiki/Hemisferio_Norte
http://es.wikipedia.org/wiki/Especies
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Planta
http://es.wikipedia.org/wiki/Planta
http://es.wikipedia.org/wiki/Aster%C3%A1ceas
http://es.wikipedia.org/wiki/Especies
http://es.wikipedia.org/wiki/Especies
http://en.wikipedia.org/wiki/Smallanthus
http://en.wikipedia.org/wiki/Smallanthus
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- Calea venosa Pruski.
- Calea zacatechichi Schlitdl.
- Calea urticifolia (Miller) DC.

3.3 ESPECIE Calea urticifolia (Miller) DC.
3.3.1 INFORMACION TAXONOMICA.

Reino:Plantae

Filo: Tracheophyta

- Clase: Magnoliopsida
- Orden: Asterales

- Familia: Asteraceae
- Género:Calea

- Especie:Calea urticifolia.

3.3.2 SINONIMOS.
Solidago urticifolia Miller. ¢s, 5,73
3.3.3 NOMBRES COMUNES DE Calea urticifolia.

Juanislama (El Salvador y Ecuador); Amargon, Calea, Hoja de empacho (El
Salvador); Chirivito (Honduras); Jalacate, Jaral (Costa Rica); Murupo, Murupo
de perro (Nicaragua); Jaral de castilla, Chilchaca, Jarilla, Tacote, Hierba del
negro, Hierba del perro, Negro, Negrito chichiquizo, Matacucuyuchi (México). s,

66, 73)

3.3.4 DESCRIPCION BOTANICA.

Es un arbusto de 1 a 3 m de altura, que llega a medir hasta 3.5 m de alto,

algunas veces lefioso en la base del tallo, con ramas opuestas; hojas sencillas
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estrechas o ampliamente ovadas, rara vez lanceoladas, agudas o semiagudas,
redondeadas en la base, de textura membranacea a cartdcea, verde oscura,
por lo general rasposa y rugosa en el haz, trinerviadas, a menudo lustrosas en
ambas caras, flores amarillo brillantes a veces de color crema, reunidas en

capitulos dispuestos en inflorescencias umbeliformes. e

Hojas Flores

Figura N°3. Organos de Calea urticifoliaes
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3.3.5 DISTRIBUCION DE Calea urticifolia.

Es una planta de clima calido y semicélido ., ampliamente distribuida por todo
el mundo, se encuentra mejor representada en regiones semiaridas, tropicales y

subtropicales; podemos encontrarla desde Panama, Centroamérica hasta el
norte de México.
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Figura N°4. Distribucion de Calea urticifoliadesde México hasta Panamé

(paises con pinchos amarillos) o, es)

A nivel nacional, no existe una distribucion especifica, pero existen reportes de
colectas reportadas por botanicos expertos en Sonsonate, Santa Ana, La
libertad, Chalatenango, San Salvador, Morazan y San Miguel (Ver Figura N°5).

@7
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Figura N°5. Distribucion de Calea urticifolia en El Salvador presentes en los

departamentos marcados con el fichero. @y

3.3.6 USOS ETNOBOTANICOS DE Calea urticifolia.

Popularmente, las plantas medicinales en El Salvador se han utilizado en la
curaciéon de muchas enfermedades comunes por la poblacion mediante una
amplia variedad de remedios caseros que se han transmitido por generaciones
desde tiempos remotos. Asi, C. urticifolia, es una de las plantas medicinales
mas utilizadas por los salvadorefios para el alivio de ciertos padecimientos, los

cuales se enlistan en la Tabla N°1.



Tabla N°1. Usos etnobotanicos de Calea urticifolia s 3, 36
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Organo vegetal | Procedimiento para Via de .
Enfermedad o . o » Posologia
utilizado la elaboracion administracion
Oral
N ] Cocimiento de unas 9 | Bafios locales 3 taza/dia
Artritis Hojas secas hor i
ojas calientes y 3-4 veces/dia
fomentos
Cocimiento de 6
) ) hojas y 2 cucharadas
Fiebres Hojas secas ) ) Oral 1taza
de manzanilla picada
( 0 medio manojo)
Cocimiento de 7-10
hojas; no usar méas
Céncer Hojas secas para que Oral
seasoportable lo
amargo
Extractos de varias
Coloradias Hojas secas o | hojas bien deshechas ) .
i Restregamiento | 1-2 veces/dia
(acaros) frescas porqueson
carrasposas
) Hojas secas o Unas 7-10 hojas .
Diabetes Oral 2-3 taza/dia

frescas

enteras

Dismenorrea

Hojas secas o

frescas

Cocimiento, usar 1 a

2 hojas

Oral, jCuidado si
se toma mucho
arde el

estdmago!




Tabla N°1 Continuacién
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Cocimiento de unas

2-3 hojas por botella;

hepéticas y de
rifilones

- Diarreas

- Anginas

- Bronquitis

- Empacho

- Nauseas

Leucorrea Hojas secas no ocupar mas Oral, cuidado 3-4 taza/dia
porgque es muy
amarga
Picar unas 20 hojas
sanas; agregar unos
) 3-5 chiles rojos y Ya
Hojas secas o o o i
Mazamorras penca de sabila; Toépico 1-2 veces/dia
frescas
mezclar con manteca
de cuche o vaselina
simple y freir
- Colicos
- Dolor de
estomago
- Ulceraciones
- Heridas
infectadas
- Hiperacidez
- Cancer )
) 7 hojas se colocan Se toma
- Diabetes Hojas secas o )
en media botella de Oral como agua
- Artritis frescas :
agua y se macera de tiempo
- Enfermedades
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3.3.7 SESQUITERPENLACTONAS AISLADAS DE Calea urticifolia.

Las  sesquiterpenlactonas se han reportado como  marcadores
guimiotaxonomicos para la Familia Asteraceae y se han elucidado con la ayuda
de muchas técnicas analiticas. Como por ejemplo RMN 1D y 2 D,

espectroscopia UV, IR y rayos X, entre otras.

En 1979, se publica el aislamiento ocho germacrandlidos, que fueron
elucidados por medio de diferentes técnicas espectroscopicas y se

denominaron como germacrandlidos 20-23 y 27-30 (Ver Figura N°6).

30
27 R=Ac 20R=H,R=H
28 R = Meacr 21 R=0H, R’ =iVal
29 R = Ang 22 R =0Ac, R=ival

23 R = OAc, R'= Ang

Figura N°6. Sesquiterpenlactonas aisladas de Calea urticifolia en 1979.

En 1980, se aislaron ocho sesquiterpenlactonas del extracto cloroférmico de las
partes aéreas de C. urticifolia denominadas como: 2f, 29, 2h, 4a, 4b, 4c, 4d y
4e, sus estructuras fueron determinadas por medio de técnicas

espectroscopicas (Ver Figura N°7). g
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2f R = OAng, R'= OAc 4a R = MeAcr, R" = Ang
2g R, R'= OMeAcr 4b R = MeAcr, R" =/ Val
2h R = 0iBu, R” 4c R, R’ = MeAcr

4d R = MeAcr, R" =/ Bu
4e R = MeAcr. R" = AC

FiguraN°7.Sesquiterpenlactonas aisladas de Calea urticifolia

por Werner.

A nivel nacional, se aislaron y elucidaron, también en 1980 cuatro
germacrandlidos (Juanislamina, 2,3-epoxijuanislamina, Caleina D y 2,3

epoxicaleina D) de las hojas de C. urticifolia (Ver Figura N°8).so

2,3-epoxijuanislamina Caleina D

Figura N°8. Sesquiterpenlactonas procedentes

deCalea urticifoliaen 1980.
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En 1981 se estudiaron las hojas de C. urticifolia, aislando y elucidando dos
sesquiterpenlactonas las cuales se identificaron por medio de RMN de *H y **C,

y se les denominaron Caleina D y 2,3-epoxi-caleina D (Ver Figura N°8).uy

En 1989, se aislaron cinco sesquiterpenlactonas de C. urticifolia de tres
poblaciones (dos de México y una de Costa Rica) y nombradas como: Caleina
A, Acetato de caleurticulida, Caleurticolida, 2,3 a-epoxiacetato de caleaurticolida
y 2,3 a-epoxicaleaurticolida, elucidadas espectroscopicamente (Ver Figura
N°9)-(72)

Caleina A: R=Ac; R1=Angelato

Acetato de caleurticulida:
R=Ac; Ry=Metacrilato

Caleurticolida: R=R{=Metacrilato

2,3 u-epoxiacetato de caleaurticolida:
R=Ac Ry=Metacrilato, 2,3 a~epoxido

2,3 a~epoxicaleaurticolida:
R=Metacrilato; R{=Metacrilato,
2,3 o-epoxido

Figura N°9. Sesquiterpenlactonas aisladas de

Calea urticifoliaen 1989.

Del extracto acetoénico de las partes aéreas de C. urticifolia,recolectada en El
Salvador, se obtuvieron las siguientes sesquiterpenlactonas: Arucandlido,
Calealactona A, 2,3-epoxi-calealactona A, Calealactona B, Juanislamina, 2,3
epoxi-juanislamina, siendo los primeros cuatro novedosos. (Ver Figuras N°8 y
N°10)es)
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Araucandlido Calealactona A

Calealactona B 2,3- epoxi-calealactona A

Figura N°10. Sesquiterpenlactonas aisladas de las
partes aéreas de Calea urticifolia.

En otro estudio usando el extracto acetonico de hojas de C. urticifolia
colectadas en El Salvador en 2004, permiti6 que se aislaran siete
sesquiterpenlactonas denominadas como: Calealactona A-C, 2,3-
epoxicalealactona A, Caleina D, Juanislamina y 2,3-epoxijuanislamina, las
cuales se identificaron por medio de RMN 2D y espectrofotometria de masas
(Ver Figuras N° 8 yN°10) s

En 2005, se estudiaron las partes aéreas de C. urticifolia, aislando siete
sesquiterpenlactonas las cuales al elucidarlas con diferentes técnicas analiticas
resultaron ser Calealactona A, Calealactona B, Calealactona C, 2,3-
epoxicalealactona A, Caleina D, Juanislamina y 2,3-epoxijuanislamina (Ver
Figuras N°8 y N°10).¢s, 73
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En 2008, se investigd el extracto aceténico de C. urticifolia y de Ambrosia
cumanensis colectadas ambas en El Salvador, y se reportd el aislamiento de
seis sesquiterpenlactonas; cinco de estas procedian de C. urticifolia
(Arucanolido, Calealactona A, 2,3-epoxi-calealactona A, Calealactona B y
2,3epoxi-juanislamina) y una se aislé de A. cumanensis (Partendlida).Todas las
sesquiterpenlactonas presentaron esqueleto germacrandlido. -, (Ver Figuras
N°8 y N°10).

En el 2009 se aislaron de las hojas de C. urticifolia, cinco sesquiterpenlactonas
(Calealactona B, Arucandlido, 2,3-epoxijuanislamina, 2,3-epoxicalealactona A, y
Calealactona A) anteriormente descritas. (Ver Figuras N°8 y N°10),

3.3.8 ACTIVIDADES BIOLOGICAS DECalea urticifolia.
3.3.8.1 ACTIVIDAD CITOTOXICA

El cancer es un problema relevante dentro de nuestra poblacion por lo cual la
actividad citotoxica en nuestros tiempos es una de las lineas de investigacion
mas importantes, ya que nos conducen a estudios previos en la busqueda de

anticancerigenos.

En el 2004 se ensayaron siete sesquiterpenlactonas provenientes del extracto
acetdnico de las hojas de C. urticifolia frente a células U937 (células humanas
con leucemia) por medio del método del MTT, se evalu6 hasta obtener el 50%
de viabilidad de las células tratadas obteniéndose los resultados de cada
compuesto (ICsp) 3.5, >5, >5, 1.0, >5, 3.0 y 1.8 uM., utilizando como control
positivo el Partendlida que presento un valor de ICsp = 1.9 uM, obteniendo
resultados que confirman su potente actividad citotéxica sobre las células
tratadas principalmente de la sesquiterpenlactonas 2,3-epoxijuanislamina (Ver
Figura N°11). ¢
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| ICso

Figura N°11. Sesquiterpenlactona mas activa evaluada frente a células U937.

En 2005 del extracto aceténico de las partes aéreas de C. urticifoliase
obtuvieron seis sesquiterpenlactonas, las cuales fueron evaluadas frente a dos
lineas celulares SW480 (células de adenocarcinoma de colon) y HL60 (células
de leucemia promielocitica), de las cuales, Arucandlido ejercid un efecto
citotébxico marcado a menos de 10 uM frente a ambas lineas celulares y su
actividad citotoxica fue mayor que Partendlida utilizada como control positivo
(Ver Figura N°12).

Ademas se demostrd una potente actividad inductora de apoptosis de todas las
sesquiterpenlactonas aisladas teniendo un rol crucial en el factor inductor de

apoptosis (factor nuclear-kB).ss
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Figura N°12. Metabolito mas citotoxico frente a células SW480 y HL60.

También se aislaron de las hojas de C. urticifolia, colectada en El Salvador,
cinco sesquiterpenlactonas, todas estas fueron evaluadas frente a células de
melanoma de raton B16 (4A5), a concentraciones de (0.2, 0.5, 1, 2 uM y un
blanco), a estas concentraciones se evaluaron para determinar el contenido de
melanina, actividad de tirosina y células viables. Se demostr6 un efecto
antimelanogénesis potente en células de melanoma B16, ademas provocé una
disminucién significativa en la enzima tirosinasa, obteniendo los mejores
resultados con la 2,3-epoxijuanislamina a concentraciones menores de 1uM
(VerFigura N°13).es, 73
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% Cel. viables: 90 :
' % Tirosinasa: 50 :

% Melanina: 15,

Figura N'13. Sesquiterpenlactona més activa evaluada frente a células B16.

3.3.8.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes hoy en dia son objeto de muchos estudios, debido a la
busqueda de nuevos y mas eficientes factores antioxidantes. Un estudio
realizado en 2008 con sesquiterpenlactonas procedentes de este extracto
acetonico de C. urticifolia, evaluandose su actividad antioxidante en la ruta
Nrf2/ARE. Se midi6 la actividad del Elemento Responsable Antioxidante (ARE)
a través del ensayo de transfeccion vy luciferasa, mostrando Ila
sesquiterpenlactona Calealactona A como el metabolito secundario aislado mas

activa frente a la potenciacion de la ARE ¢ (Ver Figura N'14).
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Actividad potenciadora de ARE = 36 |
(Conc.: 0.5 uM) :

Figura N° 14. Sesquiterpenlactona con mayor actividad potenciadora de ARE.

3.3.8.3 ACTIVIDAD ANTIADIPOGENESIS.

Las enfermedades relacionadas con la obesidad son hoy en dia un problema de
salud muy grave a nivel mundial. Por todo esto, se aislaron siete
sesquiterpenlactonas del extracto etandlico de las partes aéreas de C.
urticifolia, estudio realizado por Nobuyasu y colaboradores, las cuales fueron
evaluadas frente a la inhibicion de la adipogénesis a concentraciones entre
1.25-5 pM, resultando ser la mas activa la Calealactona B, con valores de
inhibicion de lipidos de CME de 1.25 pM y ICso de 7.0 uM, en células 3T3-L1
(células de fibroblasto de embrién de ratén) y ninguna actividad de unién no
especifica a proteina. Estos resultados indican que estos germacrandlidos son

inhibidores especificos de diferenciacién de preadipocitos.es s(Ver Figura N15)
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E IC50= 7.0 uM

Figura N°15.Sesquiterpenlactona mas activa en la inhibicion de adipogénesis.

3.3.8.4 ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE E HIPOLIPEMIANTE.

Los problemas de diabetes y enfermedades relacionadas a la obesidad, son
dos de las enfermedades mas comunes en la actualidad, que tienen como
consecuencia un gasto significativo a los gobiernos y que cobran muchas vidas
humanas cada dia. Recientemente en una Tesis de Maestria en la Universidad
Autonoma de San Luis Potosi se administraron una vez dia/6 meses,
macerados etanolicos de la hojas de C. urticifolia, a ratones de experimentacion
y fueron analizados los parametros bioquimicos por métodos enzimaticos
colorimétricos. El extracto etandlico de C. urticifolia, mostré efecto
hipoglucemiante, hipolipemiante y antiinflamatorio en el proceso inflamatorio
derivado del tejido adiposo, a través de la inhibicion de la secrecion de TNF-a.
Adicionalmente el extracto incremento los niveles de insulina circulante, lo cual
puede interpretarse como que el extracto funciona como secretagogo, es decir,
que presenta la capacidad de inducir la secrecion de la hormona en la célula 3

pancreatica. s
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3.3.8.5 ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA.

Los parasitos representan un serio problema en los indices de mortalidad
infantil en los paises en via de desarrollo, como el nuestro. Recientemente se
investigd el extracto acuoso de las hojas y raiz de C. urticifolia, evaluandolos a
diferentes concentraciones (blanco, 50% y 100%) y diferentes tiempos de
exposicion del extracto (0, 24, 48 y 72 horas) frente a una especie de
nematodos que constituyen una importante y abundante plaga en la mayoria de
los cultivos, el nematodo Meloidogyne incognita(nematodo de las agallas). El
efecto que presentaron los extractos de diferentes partes de la C. urticifolia
resultaron ser activos principalmente a concentracion de 100% en tiempos de
24 y 48 horas, pero también se observdé que a las 72 horas el extracto
preparado perdia su actividad nematostatica. s

3.4 GENERALIDADES DE LOS METODOS DE ENSAYO EN
TOXICOLOGIA.

El desarrollo de nuevos medicamentos impone la necesidad de evaluar su
potencial toxico en modelos experimentales. Esto es posible a través de la
realizacion de un conjunto de estudios toxicoldgicos en diferentes especies de
animales que permiten identificar la toxicidad intrinseca, asi como los organos y
tejidos diana de la toxicidad relacionada con el compuesto en evaluacioén. El tipo
y disefio de estos estudios estard en dependencia de las caracteristicas y
destino final del producto, pero en la generalidad de los casos, el objetivo debe
ser la demostracion de las potencialidades téxicas por administracion Unica
(toxicologia aguda), administraciones repetidas (subcrénica y cronica) y estudio
especiales de genotoxicidad, toxicologia de la reproduccion y la fertilidad,
llegando incluso en muchos casos a ser necesario la evaluacion de su potencial

carcinogenico.g o
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Esta evaluacion constituye un aspecto esencial de la valoracion de la razon
riesgo/beneficio que la entidad reguladora de medicamentos tiene en cuenta
antes de autorizar el desarrollo de estudios clinicos en humanos, y
posteriormente para la aprobacién de su uso en el mercado, en funcion de la
indicacion propuesta. En general, solo la interpretacion de los resultados de los
estudios realizados, en armdnica integracion, permite llegar a conclusiones mas

abarcadoras sobre el potencial toxico de la sustancia evaluada.,

Con el objetivo de garantizar la adecuada conduccién e interpretacion de los
estudios toxicolégicos y armonizar internacionalmente los requisitos de registro
sanitario, se han desarrollado Conferencias Internacionales de Armonizacion
(ICH), donde se han definido criterios para ser considerados en el disefio de los
diferentes estudios toxicoldgicos, con base en la evidencia aportada por afios
de investigacion en el campo de la toxicologia, de forma tal que se garanticen

resultados confiables y reproducibles. s, 20

3.4.1 USO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Desde la pasada década, como resultado de los avances cientificos y por
razones éticas y practicas, se han introducido cada vez méas los denominados
meétodos alternativos en la evaluacion toxicolégica. El término “alternativa a la
experimentacionanimal” puede llevar a confusidn y sugerir que sé que se refiere
solo a aquellos métodos que los sustituyen en la investigacion, como, por
ejemplo, los métodosin vitro. ,En realidad, se consideran bajo este concepto
todos aquellos que cumplen con alguno de los postulados del principio de las
tres R.Este principio surgié en 1959, cuando Russell y Burch publicaron el libro

The Principles of Humane Experimental Technique.g, z
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Las tres R se refieren a reemplazar los animales de experimentacion por otros
métodos que no impliquen su uso, reducir su numero cuando sea necesario
utilizarlos y refinar las técnicas para aminorar su sufrimiento. La estructura de
las ciencias médicas seria inconcebible sin el empleo de animales y sin su
sometimiento a condiciones que la conciencia moral prohibe imponer a seres

humanos. .,

El animal de laboratorio es aquel que es engendrado y producido en
condiciones controladas, ademas es mantenido en un entorno controlado,
posee claros antecedentes genéticos y microbiologicos. También es definido
como cualquier especie animal que, mantenido bajo determinadas condiciones
controladas es utilizado como instrumento de medida en experimentacion
cientifica, desarrollo tecnologico e innovacion, pruebas de laboratorio y
docencia, para la generaciébn de datos, los cuales son utilizados como
informacion. Ejemplo de estas especies son: el raton, la rata, el hamster, el

conejo, el perro, el mono y otros. o

El empleo de animales de experimentacion ha de estar respaldado por un
protocolo de ensayo, que debe confeccionarse cumplimentando las Buenas
Practicas de Laboratorio (BPL) y los protocolos especificos del estudio, de
acuerdo con los criterios de la Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD). aq

La seleccion de los diferentes ensayos toxicologicos a emplear, especies,
tiempo y via de exposicion, asi como de los niveles de dosis a emplear en los
mismos, estaran en dependencia de las caracteristicas propias de la sustancia

a ensayar, asi como de los objetivos de su posible uso en humanos.

La armonizacion de los protocolos utilizados en todo el mundo ha reducido en

forma significativa el uso de animales con estos fines. Desde 1982 la OECD fue



50

la primera organizacion internacional en establecer unos criterios de
armonizacion de los ensayos realizados en animales, siendo aceptados por
todos los paises miembros de dicha organizacion. De manera similar, existe
desde 1990 una armonizacion en los ensayos de seguridad realizados con

farmacos. @y

Desde mediados de los afios 60, los estudios de toxicidad se han desarrollado
en numerosos laboratorios de todo el mundo y existe obligacion de realizar
ensayos con los productos nuevos que salen en el mercado (ver Tabla N°2).

Tabla N° 2.Ensayos de seguridad con fines reguladores

Toxicidad aguda sistémica (oral, dérmica, inhalacion)

Irritacion y corrosion ocular

Irritacion y corrosion dérmicas

Sensibilizacién dérmica

Penetracién dérmica

Toxicidad sub aguda

Toxicidad sub crénica

Toxicidad crénica

Toxico cinética

Teratogenia y embriotoxicidad

Toxicidad reproductiva

Genotoxicidad

Carcinogénesis

Neurotoxicidad
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3.4.2 ESTUDIOS SUBCRONICOS.

Al determinar y evaluar las caracteristicas toxicas de una sustancia quimica, el
estudio de la toxicidad oral subcronica por administracion continuada puede
estar indicado cuando los ensayos de toxicidad aguda o por administracion
continuada durante 28 dias hayan proporcionado informacion relativa a la
toxicidad. 2y

La definicion de toxicidad subcronica resulta a veces confusa. La Academia
Nacional de Ciencias de los Estados Unidos define los estudios de toxicidad
subcrénica, como los efectos adversos por toxicidad acumulativa de la
sustancia administrada o sus metabolitos, los cuales ocurren por la
administracion del agente durante un periodo de tiempo que representa,

aproximadamente, el 10 % de la vida del animal. ¢y

El estudio de 90 dias aporta informacion sobre los peligros que puede presentar
para la salud una exposicion continuada durante un periodo prolongado, que
abarque la maduracién posterior al destete y el crecimiento hasta la edad

adulta. ¢

La informacién obtenida se refiere a los efectos toxicos principales, los érganos
diana y la posibilidad de acumulacién, asi como la tolerancia fisiolégica y
metabdlica del compuesto en diferentes dosis y tiempo de exposicion
prolongado, mediante el seguimiento de diferentes parametros, que incluyen
evaluacion histopatolégica «y, se pueden detectar una amplia variedad de
efectos adversos y puede proporcionar una estimacion de la dosis de
exposicion sin efectos adversos observados, que puede emplearse para
seleccionar las dosis de los estudios de toxicidad crénica y establecer los
criterios de inocuidad de la exposicion humana. Los estudios subcronicos son
también valiosos para establecer niveles de dosis a los cuales no haya efectos

toxicoldgicos evidentes. ¢ 2, 61)
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Para los estudios de toxicologia subcronicos se debe seleccionar la ruta de
administracion del producto, basdndonos en el propdésito con que vaya a ser
utilizado éste, sus propiedades fisicas y quimicas, el numero de animales

utilizados en este tipo de estudio varia entre 10-20 de cada sexo.

3.4.3 RATON DE LABORATORIO.

El raton de laboratorio es un roedor usualmente de la especie Mus
musculusque se utiliza para la investigacion cientifica con frecuencia los ratones
de laboratorio son blancos los cuales deben pertenecer a una cepa pura o
endogamica. Los individuos de una misma cepa llevan los mismos genes, por lo
cual se facilita la comparacion de los efectos de los diferentes tratamientos sin

que produzca confusion debido a las diferencias genéticas. o, s

Las caracteristicas que han hecho del ratén de laboratorio el modelo biol6gico y

biomédico mas utilizado en las investigaciones cientificas son:

1) Fécil manejo.

2) Tamafo apropiado para la crianza y manipulacion.

3) No requieren demasiados cuidados.

4) Tienen un sistema inmune similar al de los seres humanos.

5) Tienen un alto nivel de crias.

6) Poseen un breve periodo de gestacion y rapido destete.

7) Las hembras producen un numero de Ovulos los cuales al ser
fecundados son muy resistentes.

8) Al ser mamiferos euterios al igual que el hombre tienen un genoma muy

similar a los humanos diploide (o s,
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Los estudios sobre los beneficios de salud de lactonas sesquiterpénicas tienden

a centrarse en su potencial antitumoral 4, en el tratamiento de enfermedades

cardiovasculares 4y Su uso como antimalaricos; son las responsables de una

gama de otros efectos tales como la prevencion de la neurodegeneracion, la

actividad contra la migrafia, analgésico y actividades sedantes, para el

tratamiento de enfermedades como la diarrea, la gripe y las quemaduras (4 €en

su mayoria se han aislado de numerosas plantas pertenecientes a la Familia

Asteraceae y han sido descritas como los componentes activos de uso

tradicional para el tratamiento de enfermedades antiinflamatorias. s

Tabla N°3.Usos y formas de administracion de algunas sesquiterpenlactonas

aisladas de diferentes plantas medicinales (,

Organo
Nombre de STLs . Forma de
vegetal _ Uso comun o .
la planta . constituyentes administracion
utilizado
Pérdida del apetito,
nauseas, dispepsia, | Infusion,
Achillea Flores vy _ gastritis, disquinesia | tintura, extracto
_ _ _ Leucodina . _
millefolium | hojas hepatobiliar, seco y el jugo
hemorroides y venas | de las hojas
varicosas
Uso externo:
- infusion,
Arnica 11,13-dihidro El edema, hematoma y
Flores . . tinturas y
montana Helenalina equimosis _
solucion de

aceite




Tabla N°3 Continuacién

54

Vermifugo, Infusion,
o dispepsia y liquidos y
Artemisia ) )
, Flores Yomogina estimula las extracto seco y
vulgaris _ _ _
secreciones aceite esencial
gastrointestinales
o o Pérdida del apetito, | Infusion,
Artemisia Flores vy | Absintina, ) ) S )
o . o dispepsia y disquinesia | tintura, polvo y
absinthium | hojas Matricina . _
biliar jarabe
Digestivo, y _
_ . i _ Infusion, aceite
Chamomilla Nobilina y | antiinflamatorio, _
Flores S _ o esencial y en
nobilis Epinobilina antiespasmodico y
] polvo
febrifugo
Dispepsia, digestion
o | Cabezuelas
] o deficiente y flatulencia,
Chamomilla Matricina yl. . ) secas, extracto
Flores o insomnio, cutanea y las |
recutita Matricaria . . liquido y en
inflamaciones el
o tinturas
irritaciones orales
Pérdida del apetito,
Cichorium ) Lactucina y | dispepsia, disquinesia y
_ Raices o -~ o Infusion
intybus Lactupicrina hepatobiliar, diurético y
depurativo
_ Pérdida del apetito,
Cnicus - S 5
_ Flores Cnicina dispepsia, diabetes vy | Infusion
benedictus o
diurético
Enfermedades
c digestivas y Infusion,
ynara : i icri - o
Hojas Cinaropicrina hepaticas, diuréticas extracto seco y
scolymus y o
y prevencion de la extracto liquido
arteriosclerosis
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Respiratorias y
nul Rai enfermedades de las
nula aices vy o . _
, _ Eudesmano vias urinarias; utilizado | Polvo y tinturas
helenium rizomas
externamente como
antiséptico
Lactucarium (el
Lactuca Hojas y | Lactucopicrina | Tos sedante, | liquido lechoso
virosa latex y Lactucina antiespasmaodico secretado:
e irritante latex)
Partendlida Dispepsia, migrafia,
Tanacetum y Pep g »
. Flores Costunolide artritis y febrifugo Infusién y polvo
parthenium
Pérdida del apetito,
Tanacetum . . S »
Flores Partendlida vermifugo, disquinesia | Infusién y polvo
vulgare . .
biliar y dismenorrea
Las poblaciones humanas y animales estan expuestos a las

sesquiterpenlactonas en varios aspectos, y sobre todo a través del contacto

directo con plantas y administracion de agentes medicinales que contiene

sesquiterpenlactonas o remedios a base de hierbas que las contienen.

El uso empirico y etnobotanico generalizado de plantas

ricas en

sesquiterpenlactonas ha llevado al reconocimiento de su valor terapéutico

amplio, sino también a la aparicion de una toxicidad significativa. s
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3.5.1 MECANISMOS GENERALES DE TOXICIDAD.

En términos mecanicistas generales, existen tres grupos principales de
sesquiterpenlactonas que pueden considerarse: sesquiterpenlactonas
alquilantes, no alquilantes y neurotoxinas (Tabla N°4), ejerciendo sus efectos
toxicos a traves de diferentes mecanismos: alquilacion de proteinas, la
alquilacién y dafio oxidativo al ADN, el antagonismo de los receptores de GABA
y glicina, la inhibicion de la bomba SERCA, la induccién de reacciones de

hipersensibilidad y la desregulacion de los mecanismos epigenéticos. e,

Tabla N°4.Diferentes sesquiterpenlactonas divididas de acuerdo a su

mecanismo de accion toxico ¢ e

No
Compuesto Alguilantes _ Neurotoxinas
alquilantes

Dihidro

Helenalina

Tutin X

Helenalina X

Artemisinina X

Partendlida X
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Helenalina 0

Figura N°16. Estructuras de sesquiterpenlactonas mencionadas en Tabla N°4 (,

Las sesquiterpenlactonas alquilantes (que son la gran mayoria) actan como
electroéfilos, que reacciona con los residuos proteicos de SH (grupos tiol) en las
proteinas. Tales sesquiterpenlactonas pueden comportarse como haptenos
que, al reaccionar con proteinas, originan un complejo hapteno-portador que es
reconocido por el sistema inmune y provoca no deseado (hipersensibilidad)
reacciones inmunes. ., s» Iambién alteran las funciones de numerosas proteinas
gue contienen cisteina causando una variedad de lesiones en diferentes
sistemas de érganos e inducen la acumulacién de las ROS (especies reactivas

derivadas del oxigeno).

Las sesquiterpenlactonas no alquilantes actiuan a través de la inhibicion de
una clase de enzimas que transportan Ca?* (bomba SERCA). El calcio es
liberado del reticulo endoplasmico (ER) se aumenta los niveles de calcio

citosélico.



58

El aumento de los niveles de Ca** a continuacién, conducen a la alteracién de
numerosas funciones celulares, por ejemplo, causando estrés mitocondrial y

aumento de la liberacion de ROS de las mitocondrias. (12

Por dltimo, las sesquiterpenlactonas categorizadas como neurotoxinas,
estas sustancias actlan como antagonistas competitivos alostéricos de los
canales de cloruro de los receptores acoplados de GABA y de glicina, que son
estructuralmente similar a los canales GABA-A, mediante la union a un sitio en
su dominio extracelular especifico, la reduccion de CI inducida por GABA
afluencia a las neuronas postsinapticas, que se vuelven mas susceptibles a la
despolarizaciéon de los impulsos excitatorios, dando lugar a convulsiones,

daflando el sistema nervioso central. ( sg

STLs no Alquilantes]
Neurotoxinas L o STLs Alquilantes
Peroxidacion Lipidica
5 1
| ™

Reaccion de
Hipersensibilidad

bomba SERCA Proteina

Citoplasma

ADN
DNMT1

Nucleo
Matriz Extracelular

Figura N°17. Toxicidad por los diferentes mecanismos de accién de las

sesquiterpenlactonas
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3.5.2 MECANISMOS DE TOXICIDAD DE LAS SESQUITERPENLACTONAS.

1) El glutation y la alquilacion de proteinas, resultando en un aumento del
estrés oxidativo y en los cambios funcionales de las proteinas alquiladas.

2) La alquilacion del ADN, que puede conducir a mutaciones genéticas.

3) Las proteinas alquiladas son reconocidas por el sistema inmune y
provocan reacciones de hipersensibilidad.

4) El estrés oxidativo se ve aumentado y lleva al dafio oxidativo del ADN.

5) La inhibicion de la bomba SERCA, lo que resulta en la acumulacion de
Ca'™? citosolico, lo cual interrumpe la homeostasis mitocondrial. La
mitocondria es una importante fuente de especies reactivas de oxigeno
(ROS). La acumulacion de ROS provoca mas dafios mitocondrial, lo que
aumenta la liberacion mitocondrial de ROS.

6) El antagonismo alostérico no competitivo de los receptores GABA en la
entrada de CI" en la célula.

7) La desregulacion de la maquinaria epigenética (HDAC1 y la inhibicion
DNMT1), lo que resulta en cambios epigenéticos tales como la

hipometilacién del ADN.,

3.5.3 EFECTOS TOXICOS DE LAS SESQUITERPENLACTONAS.
3.5.3.1 VENENO EN ANIMALES DE GANADO.

Diferentes estudios comprueban que las sesquiterpenlactonas son altamente
irritantes en los animales que consumen plantas ricas en este tipo de
metabolitos secundarios, en especial las pertenecientes a la Familia
Asteraceae, principalmente irritan la nariz, los ojos y el aparato

gastrointestinal. sy

De hecho, las sesquiterpenlactonas son responsables de varios efectos toxicos
diferentes en mamiferos, con pérdidas de ganado que se presenta

especialmente en ovejas y caballos, ya que estas especies son mas
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comunmente expuestos a las plantas que contienen sesquiterpenlactonas
debido a sus hébitos de pastoreo. @

El envenenamiento se refiere a menudo como “enfermedad que arroja” debido a
que provoca vomito. Las ovejas afectadas pueden tener una mancha verde
alrededor de la boca. El material vomitado es inhalado a menudo hacia los
pulmones, causando la muerte por que provoca el dafio en el pulmén de
caracter permanente acompafiado de tos crénica. Las lesiones primarias son
irritacion del aparato gastrointestinal, congestion del higado y del rifién y dafio

pulmonar. (s g

La formacion de derivados clorados en el estdbmago se sefal6 como el

mecanismo mas probable toxicidad subyacente.

Entre tales compuestos causantes de este envenenamiento tenemos la
Tenulina y la Himenoxina que proporciona sabor amargo a la leche de las
vacas que ingieren la planta., s

0=

Tenulina Himenoxina

Figura N°18. Sesquiterpenlactonas aisladas de Hymenoxys odorata y de

Helenium amarum causantes del envenenamiento en animales

La toxicidad de Himenoxina hacia las ovejas se describe desde 1931.., con una
LDso de 7mg/Kg y DLsg de 75 mg/Kg por via oral s, y puede ocurrir como una
enfermedad aguda, subaguda o crénica.
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El envenenamiento subagudo fue reproducido experimentalmente en un grupo
de siete ovejas por la alimentacion diaria forzada de 1g/Kg de la planta durante
15 dias. Después de 4-5 dias, los sintomas incluyen pérdida de apetito, dafios a
nivel del sistema nervioso central (SNC), rinorrea mucoide y debilidad; dentro
de 5-9 dias, una oveja murid y cuatro estaban moribundas. ., sDespués de 15

dias, cinco de los siete animales fueron muertos y dos estaban moribundos.

Se encontr6 en todos los ovinos expuestos una Glomerulonefrosis con
glomérulos hinchados, y necrosis renal cortico-medular, lo cual concuerda con
los sintomas de la oliguria y acidosis metabdlica reportados en casos de

subaguda a la intoxicacidn cronica., 7

Los suplementos dietéticos se propusieron como una opcion para la prevencion
de la intoxicacion cronica de ovejas, a saber, una combinacion de sulfato de
sodio de la comida de soja ¢, posiblemente debido a una alquilacion

preferencial de la soja rica en proteinas.
3.5.3.2 DANOS A NIVEL DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

En el sistema nervioso central los sintomas se presentan como la enfermedad
de Parkinson e incluyen una alimentacion alterada, hipertonia de labios vy
lengua, trastornos del movimiento facial, masticacion innecesaria, depresion,
debilidad, hipocinesia, hiperquinesia y, finalmente, la muerte.  Diferentes
estudios realizados indican que la toxicidad a nivel de SNC es selectiva hacia
los caballos mas que para cabras y ovejas, ya que estan no se ven afectadas a

nivel de este sistema a pesar que pastan en las mismas plantas.

No se ha especificado con exactitud pero es posible que algunos procesos de
desintoxicacion que se producen en los compartimentos gastricos de los
rumiantes, les permite evitar la enfermedad, mientras que los caballos, que son

monogastricos, siguen en peligro.
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La utilizacidén de ratones y ratas es una gran eleccion para este tipo de estudios,
debido a que tienen un sistema digestivo monogéstrico con una gran semejanza
a la de los caballos. En las necropsias de los caballos, el cerebro muestra una
necrosis por licuefaccion bilateral del globo palido y la zona reticulada de la
sustancia negra. Los animales afectados no muestran signos de gastritis,

enteritis o incluso dafios en el higado.

3.5.3.3 SISTEMA CARDIOVASCULAR.

A nivel cardiovascular, los efectos toxicos se han mostrado en el musculo liso
del corazén y en el miocardio. Asi, distintas preparaciones vegetales ricas en
sesquiterpenlactonas han sido evaluadas en conejos y cerdos de guinea para

determinar el dafio toxico generado.

La sesquiterpenlactona Partendlida, aislada de Tanacetum parthenium en 1993
fue la causante del efecto inhibitorio de la contractilidad del musculo liso en
aorta de conejos., 5 La Eupatorium rugosum (nombre comun: Serpentaria
blanca; Familia: Asteraceae), en un estudio llevado a cabo en 1997, fue
consumida por caballos, provocando necrosis del musculo del corazén.., La
Helenalina (ver Figura N°16) ejerce una actividad inotrépica positiva en
preparaciones de miocardio de cerdo de guinea y, cuando se administra en

dosis mas altas, ejerce un irreversible actividad inotropica negativa., 1o

3.5.3.4 SISTEMA RENAL.

La toxicidad de los dos extractos de hojas de una hierba nativa de los Andes
conocida como Yacén (Smallanthus sonchifolius; Familia: Asteraceae) rica en
sesquiterpenlactonas, fue evaluada recientemente en un estudio de dosis

repetidas en ratas Wistar durante 90 dias.,
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En varios paises alrededor del mundo, entre ellos Brasil, sus raices son
utilizadas como alimentos dietéticos, y las hojas son Uutiles en la medicina
popular para el tratamiento de trastornos hiperglucémicos de la diabetes

mellitus.

Los investigadores informaron de los parametros bioquimicos alterados en

muestras de sangre periférica que sugieren dafio renal.

Las caracteristicas histolégicas de los rifiones de las ratas tratadas mostraron
una reaccion inflamatoria con células polimorfas nucleares y lesiones
compatibles con una glomerulonefrosis cronica, similar a un sindrome tipico de

toxicidad por la ingestién de Tenulina e Himenoxina.

También las ratas tratadas mostraron signos de toxicidad como hipoactividad y
astenia en comparacion con las ratas control. Los analisis bioguimicos
demostraron mayores niveles de AST (aspartato aminotransferasa),
triglicéridos, albumina, proteinas totales, creatinina, la cual presente en suero es
un indicador de un dafio, y la glucosa, que en casos de enfermedad crénica

tiende a aumentar.

Las alteraciones en el metabolismo de los &cidos grasos se han relacionado en
los pacientes con enfermedad renal crénica. Estas alteraciones en el
metabolismo de los &cidos grasos, se mostrO a ser caracterizado por el

aumento de los niveles de colesterol total y triglicéridos.,

Las alteraciones morfologicas observadas en el estudio, las alteraciones
bioquimicas encontradas en la sangre, en conjunto, confirman que las dosis
repetidas de hojas de yacon muestran dafio renal grave caracterizado por la
degeneracion de los glomérulos y material amorfo depositado en la parte
interior de los tubulos renales, debido a la variedad in vivo de efectos toxicos

mostradas por las sesquiterpenlactonas presentes en el extracto se debe tener
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especial cuidado si se administra por via oral, incluso en dosis pequefias,

aunque no se recomienda el uso oral de hojas de yacon.
3.5.3.5 HIGADO Y TRACTO GASTROINTESTINAL.

De las vias gastrointestinales y del higado, las sesquiterpenlactonas son
irritantes de las mucosas y se cree generalmente que la mayoria de los tienen
una actividad gasto irritante. (, ., ¢y La sesquiterpenlactona Vernolepina (Ver
Figura N°19) aislada de Vernonia amygdalina, un miembro de la Familia
Asteraceae (4, en un estudio fue administrada a conejillos de indias presenta
efectos potenciadores e inhibitorios sobre la contractilidad del masculo liso

intestinal. (2

La Helenalina se administré6 a ratones de la cepa BDF y fue la causante de

generar obstruccion intestinal, ademas de otros efectos toxicos.

Figura N°19. Sesquiterpenlactona Vernolepina, aislada de la planta Verona

amygdalina

3.5.3.6 DERMATITIS E IRRITACION EN LA PIEL.

Varias sesquiterpenlactonas (no alquilantes) aumentaron las concentraciones
de Ca®" citoplasmico, dando lugar a una amplia degranulacién de los mastocitos

y la liberacion de histamina, que resulta en irritacion de la piel., e, es, 67)
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Ademas de inducir directamente la degranulacion de mastocitos, algunas
sesquiterpenlactonas como por ejemplo, Partendlida, la cual ha demostrado ser
un hapteno, es capaz de causar una llamada dermatitis de contacto alérgica en

los seres humanos.

Existe evidencia de que no sélo el contacto directo con partes de plantas
genera la alergia, sino también en contacto con los alérgenos transportados por
el aire pueden desencadenar la enfermedad. Las STLs parecen ser los
principales alérgenos de plantas, pero también hay evidencia de que algunos
monoterpenos emitidos pueden estar involucrados en la dermatitis de las

Asteraceas.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO

La presente investigacion se catalogdé como un estudio retrospectivo porque
tuvo como base diferentes estudios anteriores realizados acerca de la actividad
toxica de las sesquiterpenlactonas y de la familia Asteraceae, asi como de
Calea urticifolia. También se catalogé como unestudio experimentalporque
con los resultados que se obtuvieron utilizando animales de experimentacion,
se determiné el efecto téxico que origino en ellos el extracto n-hexanico de las

hojas de Calea urticifolia.

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

Se realizaron consultas en publicaciones cientificas, libros, trabajos de
graduacion, en las siguientes bibliotecas:

- Universidad de EIl Salvador: en la Biblioteca “Dr. Benjamin Orozco” de la
Facultad de Quimica y Farmacia, Biblioteca Central, y Biblioteca de la
Escuela de Biologia.

- Reuvistas cientificas.

- Internet
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4.3 INVESTIGACION DE CAMPO

4.3.1 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

La recoleccion de las hojas de C. urticifolia se realiz6 a un costado del parqueo
de la Facultad de Quimica y Farmacia, en el campus central de la Universidad
de El Salvador una vez por mes.

Las colectas fueron codificadas de la siguiente manera:

- E1l para el mes de enero
- E2 para el mes de febrero

- E3 para el mes de marzo

4.4 PARTE EXPERIMENTAL

4.4.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS A INVESTIGAR

A continuaciéon de la recoleccion de las hojas, estas fueron colocadas en
bandejas metalicas cubiertas con papel filtro, posteriormente fueron secadas a
temperatura ambiente, es decir, a 25 grados centigrados a claridad. Después, el
material vegetal fue molido y almacenado en un lugar fresco y seco con su
debida identificacion.

4.4.2 OBTENCION DEL EXTRACTO n-HEXANICO DE LAS HOJAS DE Calea

urticifolia

Se pesaron aproximadamente 150 g del material vegetal de cada una de las
muestras recolectadas, las cuales se extrajeron con 500 mL de n-hexano como
solvente selectivo hasta agotamiento de la muestra haciendo uso del método
Soxhlet, obteniendo un extracto fluido el cual, fue colocado en un vaso de

precipitado de 600 mL previamente pesado y se llevd a una camara extractora
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de gases y se elimind el n-hexano, a partir de los cuales se obtuvieron tres
extractos secos madre, uno por cada mes recolectado, estos fueron pesados
para el calculo del porcentaje de rendimiento, para ello los extractos se

codificaron como:
El. enero
E2. febrero

E3. marzo

4.4.3 IDENTIFICACION DE SESQUITERPENLACTONAS EN EL EXTRACTO
n-HEXANICO POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Se desarroll6 la cromatografia de las 3 muestras, una de cada mes recolectado,
en placas de cromatografia de capa fina que fueron aplicadas por medio de
tubo capilar sobre gel de silice como fase estacionaria, de 0.25 mm de espesor
del tipo Silica gel POLYGRAM®SILG/UV 254, 20 x 10 cm. La Tabla N°5recoge

las condiciones para la realizacién de la capa fina.

Tabla N°5.Condiciones para realizar la cromatografia de capa fina s

Fase estacionaria Silica gel POLYGRAM®SILG/UV 254

Fase movil Benceno-Acetato de etilo (2:8).

Muestras Extractos n-hexanicos de Calea urticifoliade las
diferentes colectas (E1, E2 y E3)
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Tabla N°5.Continuacion

Marcador Datos de referencia teérico de Juanislamina
Revelador Reactivo de Baljet
Evidencia Manchas color naranja

Las muestras fueron comparadas con el valor tedrico de Rf del marcador
(Juanislamina), la estructura quimica del marcador fue obtenida previamente de
Calea urticifolia a través de un Proyecto de Cooperacion Interuniversitaria con la

Universidad de La Laguna Espafia 2013.s5(Ver Figura N°20)

Luego, se determiné el Rf de cada mancha revelada, por medio de la siguiente

formula;

Rf — Distancia de la muestra desde el origen
Distancia del eluyente desde el origen

444 IDENTIFICACION DE SESQUITERPENLACTONAS EN EL
EXTRACTON-HEXANICO POR ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA

- Se pesaron 10 mg de extracto n-hexanico seco

- Se disolvio lo anteriormente pesado en 10.0 mL de alcohol etilico
absoluto.

- Las lecturas se llevaron a cabo en un espectrofotometro UV-Vis (marca:
Shimadzu, modelo: UV-1800) haciendo un barrido de 190 a 400 nm.

- Los espectros obtenidos se compararon con el del marcador obtenido

previamente de esta especie vegetal. (Ver Figura N°20)
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Juanislamina

Figura N°20. Estructura quimica del marcador Juanislamina s

4.4.5 ESPECTROSCOPIA POR RMN *H

Por medio del Proyecto de Cooperacion Interuniversitaria con la Universidad de
La Laguna, Espafa 2013 sel extracto n-hexanico fue eluido y fraccionado para
obtener las sesquiterpenlactonas puras por medio Resonancia Magnética
Nuclear de Protén (RMN *H), de la cual se obtuvo el metabolito Juanislamina
que fue utilizado como marcador analitico en la identificacion espectroscopica

ultravioleta visible.

4.4.6 CUANTIFICACION DE SESQUITERPENLACTONAS (STLs) TOTALES
MEDIANTE ESPECTROSCOPIA VISIBLE,

- Se pesaron 10.0 mg de extracto seco.

- Se disolvio la muestra en alcohol etilico absoluto y llevandola a volumen
de 10.0 mL con el mismo alcohol absoluto, Se agregaron 3 gotas de
Tween 80 para facilitar la disolucién del extracto.

- Se tom6 una alicuota de 5.0 mL y se llevé a volumen de 10.0 mL con
alcohol etilico absoluto. (Ver Figura N°21)

- A 5.0 mL de la solucion anterior se agregd 3.0 mL de solucion alcalina de

picrato de sodio.
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- Se dejo6 reposar por 30 minutos protegiéndolas de la luz y se determiné
la méxima absorbancia de cada solucion a 495 nm.

- Se utiliz6 como blanco una mezcla de 5.0 mL de alcohol etilico absoluto,
3.0 mL de solucién alcalina de picrato de sodio s, )y tres gotas de Tween
80.

- Se realizé por quintuplicado para cada uno de los tres extractos

- Se llevé a cabo las lecturas de las muestras en espectrofotometro UV-
VIS

- Se utilizé Juanislamina como marcador analitico.

NOTA: la concentracion y la absorbancia del marcador se obtuvo de una
investigacion previa de medicina tradicional. ¢

La Figura N°21 muestra la cascada de dilucion del tratamiento de las muestras
para la cuantificacion de STLs totales, al realizar los calculos para determinar el

factor de dilucién, cuyo resultado fue de 4.

100mg | __, | 10.0mL

Figura N°21.Cascada de dilucién de las muestras

El método de cuantificacion desarrollado en el presente trabajo es una
adaptacion de la Monografia de Digoxina publicada en la Farmacopea italiana.
en el cual para desarrollar los célculos del factor de dilucién donde la formula
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nos especifica: volimenes hechos entre alicuotas tomadas, es importante
mencionar que tomamos en cuenta los 5 mL tomados en la Gltima alicuota que
se lee en el espectrofotdmetro, *basandonos en el hecho de que es una
investigacion fitoquimica, lo que implica que la composicion del extracto
contiene una matriz compleja formada por metabolitos secundarios que pueden
enmascarar o incrementar la lectura de absorbancia en el espectrofotémetro,
revelando una concentracion diferente, por lo tanto se tuvo que ajustar el valor
del Factor de dilucién de 20, dividiéndolo entre 5, que considera el valor de la
dilucién final, lo que también se hizo en investigaciones previas del estudio de
sesquiterpenlactonas en extractos vegetales, empledndose para los calculo de
concentracion en el presente trabajo un factor de dilucion de 4.

El calculo de la cantidad de mg de sesquiterpenlactonas presentes en las
alicuotas de las muestras, se realiz6 utilizando la siguiente formula de la Ley de

Beer:

C A
o — Comwetm)

Amarc.

Donde:

Cmx = Concentracion de la alicuota de la muestra
Cmarc = Concentracién del marcador analitico
Anmare. = Absorbancia del marcador analitico

Amx = Absorbancia de la alicuota de la muestra

FD = Factor de diluciéon

Las lecturas de las muestras se realizaron en un espectrofotémetro ultravioleta-
visible (Shimadzu UV-1880). A las concentraciones obtenidas en el proceso de

cuantificacion se les determind la desviacion estandar.
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Y se determinaron ademas los porcentajes de sesquiterpenlactonas totales
expresadas como el marcador mayoritario (Juanislamina) en el extracto n-

hexanico seco asi:

CANTIDAD DE SESQUITERPENLACTONAS (STLs) EN EXTRACTO
n-HEXANICO SECO

Antes de calcular porcentajes de sesquiterpenlactonas, era necesario conocer
la cantidad en gramos de ellas que esta presente en el extracto n-hexanico
seco para luego establecer las relaciones respectivas. Para esto se utilizo la

siguiente formula:

Sesquiterpenlactonas totales
expresadas como Juanislamina —
en el extracto n-hexanico seco Peso mx (g)

Cantidad de STLs totales
en alicuota de la muestra ( Peso extracto seco (9))

-PORCENTAJE DE SESQUITERPENLACTONAS TOTALES (STLs)
EXPRESADAS COMO JUANISLAMINA PRESENTES EN EXTRACTO
n-HEXANICO SECO

Es el porcentaje que establece la cantidad en gramos de STLs presentes por
cada cien gramos de extracto n-hexanico seco. El porcentaje de STLs totales
expresadas como Juanislamina en el extracto n-hexanico seco, se realizo

utilizando la siguiente formula:

Peso de sesquiterpenlactonas en la

% de sesquiterpenlactonas totales mx expresadas como Juanislamina (g)
X

expresadas como Juanislamina en =
el extracto n-hexanico seco Peso del extracto n-hexanico seco (g)

100
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4.4.7 DISENO ESTADISTICO

En el disefio estadistico se analizaron los datos, utilizando la desviacion tipica
estandar y sus respectivos intervalos de confianza para obtener los resultados
de cantidad de STLs totales expresadas como mg de Juanislamina en alicuota

de la muestra.

4.4.7.1 DESVIACION TIiPICA ESTANDAR

Es la mas importante de las medidas de dispersion; puede definirse como la
raiz cuadrada de la media aritmética del cuadrado de las desviaciones de cada
valor de la variable con respecto a la media. Es til para obtener el intervalo de

confianza.

Donde:
S =Desviacion tipica estandar.
X; =Muestra individual.
X =Promedio de muestras.
n =Numero de muestras.
., = Sumatoria desde muestra 1 a n nUmero de muestras.

La desviacién tipica estandar fue calculada mediante Microsoft Office Excel
2010.

4.4.7.2 INTERVALO DE CONFIANZA AL 95%
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Es un rango de valores (calculado en una muestra) en el cual se encuentra el
verdadero valor del parametro, con una probabilidad determinada. Este valor
nos mostré que tan confiable son los resultados ya que se hicieron por

quintuplicado.

Donde:

IC () = intervalo de confianza
X = Promedio de muestras

t =t de student

n-1 = Grados de libertad

S = Desviacion tipica estandar
n = ndmero de muestras

Tanto la deviacion estandar como los intervalos de confianza, permitieron
evidenciar que tan dispersos se encuentran los datos de los valores promedios.

Las mismas fueron calculadas mediante Microsoft Office Excel 2010.

4.4.8 DETERMINACION DE TOXICIDAD SUBCRONICA DEL EXTRACTOn-
HEXANICO DEC. urticifolia

Segun el protocolo de la Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) en su Guideline for Testing of Chemical N° 423,
numerales 19, 22 y 23 ; cuando la mortalidad es poco probable sugiere iniciar
con un ensayo a una dosis limite de 2000 mg/Kg, puesto que no hay datos
reportados de toxicidad a dosis bajas del género Calea; se determino realizar el
ensayo de toxicidad cronica oral, avanzando a la siguiente etapa segun el

disefio metodologico: la toxicidad subcronica a dosis repetidas de 90 dias.
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4.4.8.1 ANIMALES EXPERIMENTALES

Para el ensayo se emplearon 30 ratones menores a 6 semanas de vida, sanos,
que no habian sido sometidos a experimentos previos, de la cepa NIH de
ambos sexos, 15 hembras y 15 machos, con peso corporal entre 20 y 30 g,
todos procedentes del Laboratorio de Experimentacion Animal del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), donde se mantuvieron a una
temperatura de 20 = 2°C, una humedad relativa entre 50 y 70% y con un ciclo

luz-oscuridad de 12/12 horas. .

Se formaron 6 grupos de 5 ratones cada uno del mismo sexo, se marcaron con
acido picrico para su identificacion individual de 1 a 5 en cada grupo. La
alimentacion consistia en una dieta estandar a base de concentrado peletizado
para roedor y agua a voluntad. Todos los animales fueron pesados una vez por
semana y examinados clinicamente antes del ensayo para certificar su estado

de salud. (10, 18, 19)
4.4.8.2 DOSIS Y VIiA DE ADMINISTRACION

La sustancia de ensayo se disolvié en agua destilada, formando una disolucién
acuosa y para la preparacion de ésta se fue ajustando en base al peso
promedio de cada grupo de ratones registrado semanalmente, La dosis
administrada a los animales en estudio, se determiné por medio de pruebas de
solubilidad del extracto n-hexanico seco a concentraciones de 150 mg/kg, 200
mg/kg y 300 mg/kg, ya que por la naturaleza no polar del solvente de extraccion
(n-hexano) la solubilidad del extracto seco en agua para la preparacion de las

soluciones es muy baja.

La administracion de la solucion del extracto se realizo via oral, diariamente por

90 dias, empleando una canula intragastrica rigida 19 G cada 24 h, el volumen



78

administrado fue en relacién con su peso corporal, sin exceder el volumen

maximo de 0.2 mL. ¢

4.4.8.3PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

De un total de 30 animales, tanto hembra como machos, se formaron 2 grupos
experimentales 15 hembras y 15 machos, dentro de los 15 animales hembra se
agruparon 5 animales en cada subgrupo con un total de 3 subgrupos; de los
cuales se denomind: tratamiento (5 animales), centinela (5 animales) y control
(5 animales). De igual manera se realizé la misma division para machos. Los
grupos: tratamiento y centinela fueron tratados con la sustancia en estudio
(extracto n-hexanico seco de las hojas de C. urticifolia) y los grupos control a
los que se les administré agua destilada, fueron manipulados de la misma forma
qgue los grupos tratados con la sustancia en estudio. Todo esto siguiendo los
lineamientos de protocolos de toxicidad.q(Ver Figura N°22)

La norma OECD 408 (toxicidad a dosis repetidas de 90 dias) en su parrafo 12
menciona la necesidad de utilizar ambos sexos. Esto se explica por las
diferencias en cuanto a la respuesta bioldgica diferenciada entre machos y
hembras, lo que ofrece informacion mas detallada del potencial toxico de una
sustancia en estudio. Al trabajar los grupos homogéneos del mismo sexo se
obtuvo una mejor apreciacion de la susceptibilidad y el potencial toxico,

basados en la norma. gs 1)
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Grupo 1 Tratamiento (5 ratones) Sustancia en estudio

(Extracto rn-hexanico)
. —| Grupo 2 Centinela (5 ratones)

Grupo 3 Control (5 ratones)

15 Machos Agua destilada

Grupo 1 Tratamiento (5 ratones) Sustancia en estudio

(Extracto r~hexanico)
—| Grupo 2 Centinela (5 ratones)

Grupo 3 Control (5 ratones)

15 Hembras Agua destilada

Figura N°22.Grupos experimentales utilizados en la investigacion

4.4.8.4 PREPARACION Y ADMINISTRACION DE LAS DOSIS

La sustancia de ensayo se pesO dos veces por semana y luego se disolvié en
agua destilada, utilizando un sonicador para agilizar el proceso de disolucion y
agregando tres gotas de Tween 80, llevando a volumen la solucion en un balén
volumétrico de 10.0 mL, posteriormente se llevd a un congelador donde
permanecio cada dia después de su uso a -20°C.

La sustancia de ensayo se administré a los grupos tratamiento y centinela a la
dosis que se determind en base al peso corporal, calculando una media de los
pesos de cada grupo, en condiciones optimas, seis dias por semana durante un
periodo de 90 dias. Los animales de los lotes centinela previstos para las
observaciones complementarias se conservaron en observacion durante 30
dias mas, sin tratamiento, con el fin de descubrir la recuperacion o la

persistencia de los posibles efectos toxicos. g
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4.4.8.50BSERVACIONES CLINICAS DURANTE EL ESTUDIO

Se realizé una revision clinica detallada antes de la primera exposicion (para
poder realizar comparaciones al mismo individuo), y a partir de entonces la

observacion clinica se realizd en todos los animales diariamente. o 15 19)

Estas observaciones se hicieron fuera de la jaula de alojamiento en un
ambiente normal (especificado anteriormente), y a la misma hora, en donde se
registraron sistematicamente los signos clinicos de los principales sistemas de
organos que pueden evaluarse macroscépicamente y que incluyen: piel, ojos y
membranas mucosas, sistemas respiratorio, circulatorio, nervioso central y
autonomo, actividad somatomotora y patrones de comportamiento. (Ver Tabla
N° 6) (10, 18, 19)

Tabla N'6.Descripciébn de parametros de toxicidad en animales de

experimentacion g

Parametros de Toxicidad | Observaciones Clinicas

Apariencia del pelo Textura, color, caida.

Apariencia de la piel Enrojecimiento, sequedad, exudacion.

Ojos y membranas o .
Enrojecimiento, sequedad, secrecion anormal.

mucosas

Ataxia Pérdida del equilibrio, caminata erratica
Paralisis Pérdida de respuesta en cualquier extremidad
Reaccién a estimulos Respuesta al tacto o al ruido

Vasoconstriccion periférica | Palidez

Vasodilatacién periférica Enrojecimiento

Pilo-ereccion Pelaje erizo
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Tabla N°6 Continuacion

Salivacion Exceso de secrecion bucal

Actividad Motora Aumento o disminucion de la actividad normal, refleja o no.

] Contraccion muscular anormal espontanea. Contraccion o
Tremores y Convulsiones o
estiramiento muscular descontrolado.

Respiracion Aumento o disminucion en la frecuencia respiratoria.

) . Prueba de Robinou: pellizco de la piel, sin el retorno de esta a
Deshidratacion o
su posicién normal.

Diarrea Heces blandas o deposicion acuosa.

Los animales deben observarse cuidadosamente después de la canulacion al
menos durante los primeros 30 minutos y periodicamente durante las primeras

24 horas con especial énfasis durante las primeras 4 horas. (o, 15,19
4.4.8.6 PESO CORPORAL

Los animales se pesaron una vez por semana y al final del ensayo a los 90 dias
se pesaron antes del sacrificio, para grupos centinelas de ambos sexos se
volvié a tomar el peso al terminar el mes de observacion complementaria. El

control de peso se tom6 como parametro de toxicidad.
4.4.8.7 DETERMINACION DEL PUNTO FINAL

Los animales no deben ser sometidos a dolor o un sobre estrés
innecesariamente, el disefilo experimental permite definir todas las
salvaguardias posibles, para lo cual, el punto final debe tomarse en cuenta
basado en los cinco aspectos:
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- Cambio en el peso corporal (y cambios relacionados con el consumo de
agua y alimento)

- Apariencia fisica exterior

- Signos clinicos medibles. Por ejemplo: cambios en la frecuencia cardiaca,
respiratoria y su naturaleza.

- Cambios en la conducta espontanea

- Respuestas conductuales a estimulos externos.

Dichos parametros se determinan mediante la realizacion de las observaciones

apropiadas a los animales. o, 15, 19)

4.4.8.8 EXAMENES HEMATOLOGICOS

Se tomaron muestras de sangre de cada uno de los 30 animales
experimentales previo a su sacrificio al finalizar el ensayo de los 90 dias para
grupos control y tratamiento, tomando las muestras de sangre para grupos
centinela después del mes de observacion complementario, mediante la técnica
de extraccion de sangre de seno retro-orbitalsujetando al ratén estirando la piel
del cuello hacia atrds asegurandose de no dificultar la respiracion,
inmediatamente se introduce un capilar heparinizado en el angulo externo del
0jo (2 mm aproximadamente) y se gir6 suavemente hasta que la sangre fluyera
por el mismo (ver anexo N°2).., .yCon la muestra obtenida mediante la técnica

descrita anteriormente se determinaron los indicadores hematolégicos:

- Hemoglobina (Hb)

- Hematocrito (Hto)

- Glbbulos rojos (GR)

- Globulos blancos (GB)
- Neutrofilos (N)

; Linfocitos (L) (o, 1s, 19, 21)
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4.4.8.9 BIOQUIMICA CLINICA

Se tomaron muestras de sangre de cada animal experimental para pruebas
bioquimicas mediante la técnica de extraccion de sangre de seno retro-orbital,
la sangre se centrifugd para separar suero y plasma y se almacené a -20°C
para su posterior su analisis.

Se determinaron los valores de:

Glucosa

Colesterol

Urea

Nitrégeno

Creatinina

Bilirrubina

Y dos enzimas indicadoras de los efectos hepatocelulares: alanina

aminotransferasa (TGA) y aspartato aminotransferasa (TGO)

Las determinaciones sanguineas y bioquimicas se realizaron mediante el
equipo automatizado marca Beckman Coulter - AU 680 en el Laboratorio de
Quimica Clinica del Hospital Nacional Rosales. (Veranexo N°4)

4.4.8.10 SACRIFICIO Y NECROPSIAS

Transcurridos los 90 dias del estudio, y después de la toma de muestras de
sangre, los animales se sacrificaron por dislocacién cervical para la necropsia y
se efectu6 un estudio macroscopico de los Organos internos: corazoén,
pulmones, rifiones, higado, estomago, bazo, intestino delgado e intestino
grueso con Su respectivo peso. Se realizd6 un examen exhaustivo de la
apariencia, superficie, consistencia, y color de cada 6rgano; con el fin de
obtener datos suficientes para establecer la presencia o ausencia de lesiones.
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Mediante este tipo de informacion se complement6 la interpretacion de los
resultados obtenidos en los exdmenes hematoldgicos, bioquimicos, estudio

macroscopico y las variaciones de peso corporal. o, is, 19)

4.4.8.11 EXAMENES HISTOPATOLOGICOS

Los 6rganos evaluados durante la necropsia se preservaron en formalina al
10%. Todos los 6rganos mas susceptibles a sufrir algun tipo de lesion por ser
los encargados del metabolismo y eliminacién de sustancias toxicas en el
organismo, fueron procesados por medio de la técnica histopatologica clasica
para bloques parafinados, cortadas en 5um con un micrétomo y coloreadas con

hematoxilina—eosina, para luego ser leidos al microscopio por un patologo. o, 1s,

19)

4.4.9 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos obtenidos de los analisis hematol6gicos, bioquimicos y cortes
de 6rganos en cada uno de los pardmetros seran estadisticamente evaluados

con el software SPSS para Windows.

La prueba de hipotesis incluyd el analisis t de Student para muestras
relacionadas y para muestras independientes. Se utilizd la desviaciéon tipica
estandar y se tomo el 95 % como indice de confiabilidad estadistica (p< 0.05).
Todos los resultados se expresaron como la Media + la Desviacién Estandar de
los grupos experimentales. Y para contrastar la normalidad de los datos se

utilizé el Test de Shapiro—Wilk.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL

Calea urticifolia fue identificada en una investigacion previa por el botanico
encargado del herbario del Jardin Botanico la Laguna; con numero de Voucher
RACO00717, realizado utilizando muestras colectadas el 12 de febrero de 2012.
(Ver Anexo N°1) 3

5.2 RECOLECCION Y PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL

Las hojas de Calea urticifolia, fueron colectadas una vez por mes durante los
meses de enero, febrero y marzo de 2014, colocadas en bandejas metalicas
cubiertas con papel filtro y se dejaron secar a claridad bajo una temperatura de
25°C. (Ver Figura N°23)

Figura N°23. Secado de hojas de Calea urticifolia

A las tres recolectas de Calea urticifolia se le asigné un codigo, el cual se
muestra en la Tabla N°7.
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Tabla N'7.Cédigos asignados a las muestras recolectadas

Mes de colecta Cddigo
Enero 2014 El
Febrero 2014 E2
Marzo 2014 E3

5.3 PREPARACION DEL EXTRACTO n-HEXANICO SECO

Se realizd la extraccion del material colectado por cada mes, se llevd a cabo
hasta agotamiento de las muestras (ver Figura N°24). Luego se procedié a
eliminar el solvente n-hexano colocando los extractos fluidos en vasos de
precipitados de 600 mL previamente pesados, que se llevaron a una camara
extractora de gases para evaporar el n-hexano y asi obtener el extracto seco de
cada una de las tres colectas. Posteriormente se pes6 cada vaso de precipitado
y se calculé el porcentaje de rendimiento (Ver Tabla N°8).

Los tres extractos secos resultantes fueron utilizados para la identificaciéon y

cuantificacion de las sesquiterpenlactonas en el material vegetal colectado.



Figura N°24. Aparato Soxhlet
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Tabla N°8. Porcentaje de rendimiento de extraccion en base al peso de las

hojas secas y del extracto n-hexanico seco de cada una de las tres

colectas realizadas de C.urticifolia.

.- Peso muestra de las hojas Peso extracto n- .

Cadigo de - . Porcentaje de

secas de C. urticifolia hexéanico de C. -
muestra . . rendimiento
molida (g) urticifolia seco (g)

E1l enero 119.1 9.5 7.98

E2 febrero 120.9 9.8 8.11

E3 marzo 117.2 9.4 8.02

El porcentaje de rendimiento de extracciébn mas alto (ver Tabla N°8) se obtuvo

con la muestra E2 (perteneciente al mes de febrero) con 8.11% por el contrario

la muestra con menor porcentaje fue la del mes de enero, sin embargo la

diferencia es muy minima entre las tres recolectas. Lo que nos indica que el

mejor mes para recolectar la planta es el mes de febrero.
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5.4 RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE LAS
SESQUITERPENLACTONAS EN EL EXTRACTO n-HEXANICO
POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La realizacion de la cromatografia en capa fina se llevé a cabo bajo las

condiciones que se mostraron anteriormente en la Tabla N°5.

Al revelar la placa cromatogréfica, se identific6 la presencia de
sesquiterpenlactonas, evidenciado por el aparecimiento de manchas color
naranja similar a las presentadas por el marcador. Todo esto se realiz6 en una
camara extractora de gases. (Ver Figura N°25 y Tabla N°5) Las manchas
naranjas evidencian la presencia de lactonas a, B-insaturadas; que forman parte

de la estructura quimica de las sesquiterpenlactonas. s

beocern che chlio( L)

Figura N°25. Cromatograma de cada uno de los tres extractos n-hexanicos de

Calea urticifolia usando reactivo de Baljet como revelador
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El marcador analitico tomado como referencia no aparece en el cromatograma
debido a que el dato de su R¢ fue tomado de una investigacion previa donde el

resultado fue de 0.73. «

Al calcular la relacion entra la distancia de la muestra con respecto al eluyente
(Ry) se encontré una similitud entre los Rs de los tres extractos y el R; del
marcador quimiotaxonémico de la familia Asteraceae: Juanislamina, la cual, es

una de las sesquiterpenlactonas mayoritarias en C. urticifolia.es(Tabla N°9)

Tabla N°9. Resultados de Robtenidos de la cromatografia en capa fina de los

tres extractos

Cddigo de los extractos R; de la mancha
El 0.75
E2 0.79
E3 0.72
Juanislamina 0.73
55 RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE

SESQUITERPENLACTONASEN EL EXTRACTO n-HEXANICO POR
ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA

Se obtuvieron los espectros UV haciendo un barrido desde 190 nm hasta 400
nm para la identificacion de las lactonas a, p-insaturadas de las
sesquiterpenlactonas. Esperandose maximos de absorcion entre 265-275 nm.
Al obtener los respectivos espectros se determiné que se definian mejor al
hacer el barrido de 235 nm hasta 400 nm. En las figuras No. 26, 27, 28 y 29 se

presentan el espectro del marcador Juanislamina con su respectiva longitud de
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onda maxima y absorbancia (ver Figura N°26) asi como los espectros de los
tres extractos n-hexanicos de C. urticifolia obtenidos.

],'
|
[
3.000 | )o'\<
A I‘ o 9
e
'. it Juanislamina
2 2000+ { Juanislamina ;| =EEE-5‘ nm
1.000 o ©
l I~ P (i
0.000
-0.330 l
200.00 400.00

Figura N°26. Espectro del marcador Juanislamina

Las lactonas a, B-insaturadas no absorben por encima de los 200 nm, pero
existen situaciones donde pueden verse afectadas por la presencia de dobles

enlaces conjugados dentro de la estructura molecular, desplazando la longitud
de onda a valores mayores. a1
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Figura N°27. Espectro del extracto correspondiente a enero (E1)
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Figura N°28. Espectro del extracto correspondiente a febrero (E2)
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Figura N°29. Espectro del extracto correspondiente a marzo (E3)

Notese que al observar las figuras N°27, 28 y 29 los maximos de absorbancia
se encuentran en longitudes de onda de 268.7, 269.2 y 269.5 nm valores muy
similares al presentado por el marcador Juanislamina cuyo maximo de
absorbancia se reporté a 268.5 nm, esto es totalmente razonable puesto que la
Juanislamina es la sesquiterpenlactona mas abundante en C. urticifolia y tiene

mayor nimero de grupos cromaforos en su estructura.

Todo lo anterior, unido con los resultados obtenidos en la cromatografia en
capa fina evidencia la presencia de las sesquiterpenlactonas en los tres
extractos n-hexanicos obtenidos de C. urticifolia durante los meses de enero,
febrero y marzo, estos metabolitos son producidos por la planta posiblemente
como un mecanismo de defensa de la especie vegetal frente a herbivoros,

microorganismos y en la competencia con otras especies vegetales. (s, e
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5.6 ESPECTROSCOPIA POR RMN H

La Figura N°30representa el proceso de extraccion, fraccionamiento vy
aislamiento del extracto n-hexanico de C. urticifolia por Resonancia Magnética
Nuclear de Proton (RMN 'H), a través de un Proyecto de Cooperacion
Interuniversitaria con la Universidad de La Laguna, Espafia 2013 spor el Doctor

Marvin Nufez.

En este proyecto se logr6 a aislar las dos sesquiterpenlactonas mas
abundantes presentes en el extracto n-hexanico, Juanislamina y 2,3-

Epoxijuanislamina. (VerFiguras N°31 y N°32)

El objetivo de mostrar el aislamiento de Juanislamina y 2,3-Epoxijuanislamina
es para proporcionar fidedignamente la seguridad que dichos compuestos o
metabolitos secundarios fueron aislados y caracterizados por técnicas

espectroscopicas y espectrométricas.



Hojas secas de C.
urticifolia (45.29)

Extraccién Soxhlet
solvente n-hexano
(4.29)

CC Silica gel con
gradiente de n-
hexano-AcOEt

24 fracciones

Identificacién de
STLs reunién por
CCF/ Revelador de
Baljet

Fraccion

Serie de CC flash con
n-hex, Et,0, Me,CO,
CH,Cl,, AcOEt con

gradiente de polaridad,

Chromatrotron con n-
hex-Et,O 50% y
purificacién con CCF

15-17

Fraccién

11-14

96

Juanislamina 2, 3-epoxijuanislamina

Juanislamina

Figura N°30. Esquema de fraccionamiento y elucion del extracto del extracto
de las hojas de C. urticifolia con las

n-hexanico

sesquiterpenlactonas mas abundantes del mismo
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Figura N°31.Espectro de RMN *H de la 2,3-EpoxijuanislaminaRMN *H (CDCls,
400 MHz):5: 6.34 (d, J = 1 Hz, H-13b), 6.16 (dc, Jae= 1.5 HZ, Jaa =
1.5 Hz, H-3'), 5.96 (dc, Jae= 1.5 Hz, Jaq = 1.5 Hz, H-3"), 5.83 (s, H-8),
5.83 (s, H-9), 5.78 (d, J = 1 Hz, H-13a), 5.65 (dc, Jae= 1.5 HZ, Jaa =
1.5 Hz, H-3), 5.5 (dc, Jae= 1.5 HZ, Jaa = 1.5 Hz, H-3"), 4.82 (dd, Jae=
4.0 Hz, Jua=12.0Hz, H-6), 4.3 (d, J = 4 Hz, H-2), 3.96 (s,H-10),
3.35 (d, Jae= 4.0 Hz, Jaa = 8.5 Hz, H-3), 2.39 (s, H-7), 1.9 (3H, dd,
Jae= 1.5 Hz, Jaa = 1.5 Hz, H-4"), 1.78 (3H, dd, Jae=1.5Hz, Jaa =15
Hz, H-4"), 1.53 (s, H-4), 1.25 (3H, s,H-15),1.16 (3H, d, J = 6 Hz, H-
14).
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Figura N°32.Espectro de RMN *H de la Juanislamina (400 MHz, CDCl3) RMN
1H (CDCls, 400 MHz) 3: 6.64 (d, H-1), 6.50 (dd, H-1), 6.31 (d, H),
6.13 (s, H), 5.94 (s,H-1), 5.82 (d, H), 5.69 (1H), 5.69 (1H), 5.61
(1H), 5.48 (1H), 4.62 (dd, H-1), 4.10 (s, H-1), 3.13 (m, H-1), 2.648
(s, H-1), 1.88 (s,H-1), 1.80 (M, H-1), 1.76 (d, H-3), 1.38 (m, H-1),
1.33 (s, H-3), 1.14 (d, H-3).
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5.7 CANTIDAD DE SESQUITERPENLACTONAS TOTALES EXPRESADAS
COMO mg DE JUANISLAMINA PRESENTES EN LAS ALICUOTAS
USADAS PARA LAS LECTURAS EN ESPECTROSCOPIA VISIBLE

- Marcador analitico: Juanislamina

- Blanco: mezcla de 5.0 mL de etanol para andlisis y 3.0 mL de solucién

alcalina de picrato de sodio.

- Concentraciéon del marcador analitico: 1.5 mg/mL.

- Absorbancia del marcador analitico: 0.491

- Longitud de onda: 495 nm

En la Tabla N°10 se presentan las absorbancias obtenidas para cada alicuota

en las cinco repeticiones llevadas a cabo con los extractos. También se

presentan los pesos utilizados para realizar las soluciones de cada una de las

muestras leidas y su respectivo factor de dilucién.

Tabla N°10. Absorbancias, peso y factor de diluciéon en las alicuotas de cada

una de los extractos de C. urticifolia con 5 réplicas cada uno

o ] Factor de )
Cédigo de muestra Replica o Peso muestra (g) Absorbancia
dilucion
1
0.0098 0.645
2
0.0101 0.510
3 0.01 0.540
El 4 ' '
4 0.0106 0.598
5
0.0096 0.540
1 0.0111 0.895
2 0.0108 0.816
E2 4 ' '
3 0.0105 0.871
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Tabla N°10.Continuacion

4 0.0114 0.918
5 0.0103 0.814
1

0.011 0.625
2

0.0101 0.723
3 0.011 0.945

E3 4 ) '

4 0.0103 0.602
5

0.0102 0.698

El factor de diluciobn es el mismo para cada una de las muestras, las
absorbancias mas altas estan comprendidas en el extracto E2 correspondiente
al mes de febrero, por el contrario las mas bajas corresponden al extracto E1
del mes de enero, mientras que en el extracto E3 se obtuvieron valores de
absorbancia comprendidos entre E1 y E2; a excepcion de la réplica 3 que
mostré el valor mas alto de todas las absorbancias con 0.945.

A continuacion se presenta un ejemplo del célculo de la obtencién de la
cantidad de sesquiterpenlactonas totales expresadas como Juanislamina, en las
alicuotas de la muestra colectada el mes de enero (E1), utilizando la siguiente

formula;

C A
c, = (Cmarc.)(Amx) < ED

Amarc.

Como se menciond en la cascada de dilucion de las muestras (Figura N°21)
debido a que la investigacion es fitoquimica y la metodologia ya ha habia sido
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utiizada en dos investigaciones anteriores, y se siguen las marchas
estandarizadas para este tipo de investigaciones, el factor de dilucion es 4.

_ (1.5 mg/mL)(0.645)

Cm 0491 x4 = 7.88 mg/mL
Cm = 5 mg({_zg“l)(o'sm) x4 = 6.24 mg/mL
Cm = (-5 mgo/j(;l)(o'slw) x4 = 6.60 mg/mL
Cm = .5 mgO/ngLl)(O.598) x4 = 7.32 mg/mL
Cm = (1.> mg/mL)(0.540) x4 = 6.60 mg/mL

0.491

Se calculé la cantidad de sesquiterpenlactonas totales presentes en cada una

de las 3 muestras por quintuplicado.

La tabla N°11 muestra el contenido de las STLs totales presentes en las
alicuotas de los tres extractos calculados de la misma forma que el ejemplo
anterior. El contenido méas alto se encontré en el mes de febrero codificado
como E2, con una media de 10.524 y el mas bajo fue E1 correspondiente al
mes de enero con una media de tan solo 6.090.
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Tabla N°11. Contenido de las sesquiterpenlactonas totales presentes en las

alicuotas expresadas como mg de Juanislamina, promedios,

desviaciones estandar, e intervalo de confianza 95%.

Muestras
Replica
El E2 E3
1 7.88 10.92 7.64
2 6.24 9.96 8.84
3 6.60 10.64 11.56
4 7.32 11.20 7.36
5 6.60 9.96 8.52
Media (mg) 6.090 10.524 8.669
DEV STD 0.661 0.562 1.667
IC 95% 0.020 0.017 0.050

n (nimero de repeticiones): 5

95% IC = Intervalo de confianza al 95%

DEV STD = Desviaciéon estandar

La representacion gréfica de los datos contenidos en la Tabla N°7 se observa

en la Figura N°33 donde se muestran los mg de sesquiterpenlactonas totales

expresados como Juanislamina para cada alicuota y se observan valores muy

similares entre las alicuotas de las muestras siendo el extracto 2 (E2)

perteneciente al mes de febrero la que posee el valor mas elevado con

promedio de 10.524 mg de sesquiterpenlactonas totales expresadas como

Juanislamina.
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Cantidad de sesquiterpenlactonas totales expresadas
como Juanislamina en alicuota de muestra

14,000

(2]
e
S 12,000
Q
8 10,000
c
(O]
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: '
'S 6,000
(o
3
& 4,000
(0]
T 2,000
(@)
= 0,000
0 1 2 3 4

Muestras

Figura N°33. Cantidad de sesquiterpenlactonas totales expresadas en mg de

Juanislamina presentes en cada alicuota de muestra

- CANTIDAD DE SESQUITERPENLACTONAS (STLs) EN EXTRACTO n-
HEXANICO SECO

Antes de calcular los porcentajes de sesquiterpenlactonas, se calculé su
cantidad en gramos que estan presentes en el extracto n-hexanico seco para

luego establecer las relaciones respectivas.

A continuacion se presenta un ejemplo del célculo de la cantidad de
sesquiterpenlactonas totales expresadas como Juanislamina, en el extracto
n-hexanico de la muestra de la colecta del mes de enero donde se utilizaron las

férmulas siguientes:
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Sesquiterpenlactonas totales
expresadas como Juanislamina —
en el extracto n-hexanico seco

Cantidad de STLs totales
en alicuota de la muestra ( Peso extracto seco (9))

Peso mx (g)

Sesquiterpenlactonas totales
expresadas como Juanislamina (7.88 mg)(9.5g)

en el extracto n-hexanico seco = 7.64g
9.8mg

Sesquiterpenlactonas totales

expresadas como Juanislamina — (6.24 mg)(9-5g) = 5.87g

en el extracto n-hexanico seco 10.1mg '
Sesquiterpenlactonas totales

expresadas como Juanislamina — (6.60 mg)(9-5g) = 6.27g

en el extracto n-hexanico seco 10.0mg '
Sesquiterpenlactonas totales

expresadas como Juanislamina — (7.32 mg) (9-5g) = 6.56g

en el extracto n-hexanico seco 10.6mg '
Sesquiterpenlactonas totales

expresadas como Juanislamina — (6.60 mg)(9.5g) = 6.53g

en el extracto n-hexanico seco 9.60mg '

Mediante la formula anterior se obtuvieron los gramos de STLs que estan
presentes en el extracto n-hexanico seco en cada alicuota utilizada para las
lecturas en espectroscopia visible, esto para continuar con el calculo del
porcentaje.

En la tabla N°12 se muestra la cantidad en gramos de STLs totales expresadas
como Juanislamina presentes en los tres extractos n-hexanicos secos, a pesar
gue se observan valores muy similares, la cantidad mas alta la presentd el
extracto recolectado en el mes correspondiente a febrero (E2).
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Tabla N°l12.Cantidad de sesquiterpenlactonas totales expresadas como

Juanislamina en el extracto n-hexanico seco, promedios,

Muestras

Replica
El E2 E3
1 7.64 9.64 6.53
2 5.87 9.04 8.23
3 6.27 9.93 9.88
4 6.56 9.63 6.72
5 6.53 9.48 8.30
Media (mg) 6.55 9.54 7.84
DEV STD 0.66 0.33 1.37
IC 95% 0.02 0.01 0.04

desviaciones estandar, e intervalo de confianza 95%.

n (nimero de repeticiones): 5
95% IC = Intervalo de confianza al 95%

DEV STD = Desviacion estandar
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PORCENTAJE DE SESQUITERPENLACTONAS (STLs) EXPRESADAS
COMO JUANISLAMINA PRESENTES EN EXTRACTO n-HEXANICO SECO

Se calculé la cantidad de sesquiterpenlactonas totales presentes en cada una
de las 3 muestras por quintuplicado y posteriormente su porcentaje en el

extracto n-hexanico.

Peso de sesquiterpenlactonas en la

% de sesquiterpenlactonas totales mx expresadas como Juanislamina (g)
expresadas como Juanislamina en = x 100

el extracto n-hexanico seco Peso del extracto n-hexanico seco (g)

A continuacién se presenta un ejemplo del calculo de la obtencion de la
cantidad de sesquiterpenlactonas totales expresadas como Juanislamina, en las

alicuotas de la muestra colectada el mes de enero.

% de sesquiterpenlactonas totales 0.764g
expresadas como Juanislaminaen = 95 X100 = 8.04%
el extracto n-hexanico seco 8

% de sesquiterpenlactonas totales

expresadas como Juanislamina en = 0.587g X100 = 6.18%
el extracto n-hexanico seco 9.5g

% de sesquiterpenlactonas totales 0.627g

expresadas como Juanislaminaen = 5 X100 = 6.60%
el extracto n-hexanico seco 8

% de sesquiterpenlactonas totales 0.656g

expresadas como Juanislamina en = 9.5g X100 = 6.90%

el extracto n-hexanico seco
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% de sesquiterpenlactonas totales 0.653g
expresadas como Juanislamina en = 95
el extracto n-hexanico seco 8

X100 = 6.87%

En la tabla N°13 se muestra en resumen los porcentajes de STLs expresadas
como Juanislamina por ser el metabolito mayoritario presente en el extracto
n-hexanico de C.urticifolia. ElI porcentaje méas alto estd comprendido en la
muestra recolectada en el mes de febrero (E2) con un valor de 97.33%, seguido
por el mes de marzo (E3) y el valor mas bajo es el mes de enero (E1).

Tabla N°13.Porcentaje de sesquiterpenlactonas expresadas como
Juanislamina presente en el extracto n-hexanico seco, promedios,

desviaciones estandar, e intervalo de confianza 95%.

Muestras
Replica
E1l E2 E3
1 80.41 98.38 69.46
2 61.78 92.22 87.52
3 66 101.33 105.1
4 69.06 98.25 71.46
5 68.75 96.7 83.53
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Tabla N°13. Continuacion

Media (%) 68.935 97.330 82.465
DEV STD 6.913 3.333 14.359
IC 95% 0.206 0.099 0.428

n (niumero de repeticiones): 5
95% IC = Intervalo de confianza al 95%

DEV STD = Desviacion estandar

La figura N°34 es la representacion gréfica de los valores expresados en la
tabla N°9. Los mayores porcentajes de STLs son los correspondientes a
febrero y marzo, con mayor porcentaje en el mes de febrero donde se notd un

significante incremento.

Al traslapar los intervalos de las muestras indica que entre la concentracion
encontrada en el mes de febrero y marzo no hay diferencia significativa pero
gue entre el mes de enero y febrero si existe una diferencia significativa por
tanto el mayor contenido se STLs se obtiene en febrero. Sin embargo,

estadisticamente es similar recolectar en febrero que en marzo.
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Porcentaje de sesquiterpenlactonas expresadas como
Juanislamina presente en el extracto n-hexanico seco

120,000

100,000 }

80,000 +
60,000 +

40,000

% de sesquiterpenlacotnas

20,000

0,000
0 1 2 3 4

Muestras

Figura N°34. Porcentaje de STLs totales en cada una de las tres colectas.

5.8 ENSAYO DE TOXICIDAD SUBCRONICA POR ADMINISTRACION
CONTINUA (90 DIAS) POR VIA ORAL

La preparacion de las soluciones a administrar a los animales del estudio, se
demoraron alrededor de 23 horas en cada preparacion, por la naturaleza del
extracto se presentaron dificultades para solubilizarlo en agua, para lo cual
agregamos tres gotas de Tween 80 lo maximo permitido para no causar efectos
digestivos a los animales de experimentacion.

A continuacion se presenta un ejemplo de la férmula general para determinar la
cantidad de extracto seco para preparar las soluciones a 150 mg/Kg de peso
corporal del raton para ser administrada a los animales en estudio. Notese que
la dosis de 150 mg/Kg es para 1,000 g de peso corporal, se necesita realizar el
calculo para el peso promedio que presentan los animales en estudio

semanalmente para la preparacion de las soluciones.
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El peso corporal es un parametro que varia en cada animal segun avanza el

estudio, por no ser un valor constante, se debe calcular la cantidad de extracto

seco para preparar soluciones de 10 mL de 150 mg/Kg de peso.

Peso promedio de los 30 machos: 24.59 g
150 mg de extracto seco 1,000 g de peso
X 24.59 g de peso promedio
X=3.6885 mg = 3.69 mg de extracto seco
3.69 mg de extracto seco 0.1 mL de solucién
X 10.0 mL de solucion

X=184.5 mg de extracto seco para 10.0 mL de solucion

Durante el ensayo subcronico (Ver Figura N°35) no se observé mortalidad en

ninguno de los grupos controles de ambos sexos. En los grupos centinela y

tratamiento de ambos sexos, solamente se sacrific6 un miembro del grupo

centinela a la tercera semana de estudio por el deterioro serio en su estado de

salud ya que presentaba un encorvamiento notorio al momento de desplazarse,

una reaccion casi nula a estimulos, una piloereccion pronunciada y una

inflamacion en la parte abdominal que permitia que el diafragma se elevara

provocando dificultad para respirar, siendo muy evidente en la necropsia, la

dilatacion de las asas intestinales por acumulo de gases, que muy bien puede

estar relacionado con la naturaleza irritante de las STLs sobre la mucosa

intestinal.
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Se ha reportado en diferentes estudios que las STLs poseen una naturaleza
irritante de las mucosas y en especial las pertenecientes a la familia Asteraceae
tienen una actividad gastro irritante. , .oEjemplos de ellas tenemos:
Vernolepina, STL aislada de Vernonia amygdalina, un miembro de la Familia
Asteraceae, (, que fue administrada en un estudio a conejillos de indias, la
presentd efectos potenciadores e inhibitorios sobre la contractilidad del masculo
liso intestinal. (;, 4

La Helenalina, STL responsable de la actividad biolégica del Arnica, se
administré a ratones de la cepa BDF y fue la causante de generar obstruccion
intestinal, ademas de otros efectos toxicos.

Algunas sesquiterpenlactonas y compuestos relacionados han sido probados
para determinar la actividad antiinflamatoria sobre roedores en donde el grupo
a-metilen y-lactona presente en las sesquiterpenlactonas mostré6 ser
indispensable para inhibir la actividad antiinflamatoria, ademas existen estudios
de actividad antiinflamatoria realizados en sesquiterpenlactonas aisladas en
Magnolia grandiflora y Smallanthus uvedalius, donde utilizaroncomo animales
de estudio ratas con carragenina, en los que se concluye que estos compuestos
se pueden utilizar como agentes antiinflamatorios.Sin embargo los farmacos
antiinflamatorios pueden presentar en algunas ocasiones, graves efectos
toxicos gastrointestinales, que pueden aparecer inmediatamente después de
iniciado el tratamiento o en general después de algun tiempo (semanas —
meses). @y

Si bien el macho sacrificado mostraba dilatacion en las asas intestinales e
inflamacion, es posible que las STLs presentes en el extracto n-hexanico de
C. urticifolia, al igual que las STLs: Vernolepina y Helenalina, fueran las
causantes de la irritacion a nivel gastrointestinal, tomando en consideracion que
son catalogadas con un efecto antiinflamatorio que entre sus efectos

secundarios, puede ocasionar efectos tdxicos gastrointestinales.
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Figura N°35. Administracion del extracto n-hexanico con la canula intragéstrica

Observaciones Clinicas

En los chequeos clinicos que se realizaron diariamente a los animales machos
y hembras tratados con el extracto n-hexanico de las hojas de Calea urticifolia,
se observaron a lo largo del estudio patrones anormales que no fueron
observados en los grupos control de ambos sexos, y que podrian significar un

patron de toxicidad en los animales en estudio. Dichas observaciones se
muestran en la tabla N°14.
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Tabla N°14 Resumen de los chequeos clinicos en los grupos control,
tratamiento y centinela de ambos sexos observados durante los 90

dias del estudio

Sexo Grupo Observaciones

No se observaron efectos negativos en los
Control

animales durante el estudio.

Piloereccion, deshidratacién, reaccion lenta y casi

. nula a estimulos, perdida del equilibrio, frecuencia
Tratamiento

respiratoria baja, desplazamiento lento,

inflamacion abdominal pronunciada.
Machos

Reaccion lenta y casi nula a estimulos, perdida
del equilibrio, disminucion de la frecuencia
respiratoria. Desplazamiento encorvado lo que
Centinela provoco el sacrificio de un animal, inflamacién
abdominal notoria, piloereccién, deshidratacion,
perdida del equilibrio, disminucién de la frecuencia

respiratoria.

No se observaron efectos negativos en los
Control

animales durante el estudio.

Deshidratacion, perdida del equilibrio, piloereccion,

. reaccion lenta y casi nula a estimulos,
Tratamiento

Hembras . . . . .
desplazamiento lento, frecuencia respiratoria baja,

inflamacién abdominal.

Inflamacién abdominal, deshidratacién, reaccion
Centinela lenta a estimulos, disminucion de la frecuencia

respiratoria, piloerccion, desplazamiento lento.
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- PESO CORPORAL

Se registré el peso corporal semanalmente durante los 90 dias, al cabo de los
cuales se realizaron las necropsias y la observacion macroscopica de érganos y

tejidos fundamentales.

En cuanto al comportamiento del peso corporal de los animales y tal como
puede observarse en las Tablas N°15 y 16, la disminucién de peso de todos los
grupos tratados con el extracto n-hexanico en comparacion con su peso inicial
es evidente y mas aun cuando se comparan los valores de aumento porcentual
de peso entre estos grupos y los grupos controles, donde se reportan valores
negativos para los grupos tratados con el extracto n-hexanico. La pérdida de
peso corporal, puede explicarse por una disminucién de la ingesta de alimento a
causa del malestar abdominal observado en los animales tratados con la
sustancia de estudio. Por otro lado, esta disminucién del peso de los animales,
puede muy bien ser consecuencia de la movilizacion de reservas energéticas
del individuo para enfrentar la actividad metabdlica incrementada que
acompafa los procesos de desintoxicacion glo que sin lugar a dudas demuestra
el posible dafio téxico de esta especie vegetal. Esta toxicidad es aun mas
evidente cuando en la misma tabla se observa la recuperacion en
aproximadamente 11 puntos porcentuales del peso de los animales machos del
grupo centinela luego de 30 dias de observacion sin tratamiento alguno; lo que
demuestra la reversibilidad de los efectos toxicos de la administracion continua
por 90 dias de la sustancia en estudio. Es de mucha importancia mencionar que
en hembras centinela, luego del periodo de reposo sin tratamiento, si bien se
observa una leve recuperacion, el grupo no alcanzo valores positivos respecto
del peso inicial, lo que indica una mayor susceptibilidad de las hembras a los

posibles efectos toxicos de la sustancia evaluada.
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Los machos son mas susceptibles a las toxinas renales, y las hembras a las
toxinas hepaticas. gslas causas de estas diferencias de respuesta entre
machos y hembras se han relacionado con sus diferencias en una gran
variedad de procesos fisioldgicos (por ejemplo, las hembras pueden excretar
una mayor cantidad de algunas sustancias toxicas en las hemorragias
menstruales y en la leche transfiriéndolas al feto, pero sin embargo
experimentan una tensién adicional durante el embarazo, el parto y la
lactancia), actividades enzimaticas, mecanismos de reparacidn genética y
factores hormonales, asi como con la presencia de depdsitos de grasa
relativamente mayores en las hembras, lo que produce una mayor acumulacién
de algunos téxicos lipéfilos, como los disolventes organicos y algunos farmacos.
@2 Si bien las STLs que son consideradas de mediana polaridad, se caracterizan
por ser lipofilicas, existe la posibilidad que se hayan acumulado en los
depdsitos de grasa que relativamente son mayores en hembras tratadas que en
machos tratados con el extracto n-hexanico de C. urticifolia.

Tabla N°15. Variacién de los valores promedios de peso corporal (g) de grupos
hembra experimentales a lo largo del ensayo y el grado de
significancia (Sig. Bilateral) de los grupos tratamiento y centinela
con respecto al aumento porcentual de peso corporal

correlacionado con los grupos controles.

Peso inicial Peso final Aumento Sig.
Grupo Media Des. E. Media Des. E. % Bilateral
Control 233 + 0.25 252 0.63 8.15%
Hembras -
Tratamiento | 23.02 % 0.55 21.74 = 0.36 -5.56% 0.001*
Centinela 224 0.36 21.14 + 0.88 -5.63% 0.007*
*Centinela 224 + 0.36 2232 % 0.61 -0.36% 0.004*

*valores de grupo centinela después de las 4 semanas de observacion post estudio
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Tabla N°16. Variacion de los valores promedios de peso corporal (g) de grupos

machos experimentales a lo largo del ensayo y el grado de

significancia (Sig. Bilateral) de los grupos tratamiento y centinela

con respecto al aumento porcentual de peso corporal
Peso inicial Peso final Aumento Sig.
Grupo Media Desv. E. Media Desv. E. % Bilateral
Machos Control 2336 + 0.59 30.78 + 1.25 31.76%
Tratamiento 26.23 * 0.32 2550 + 0.40 -2.78% 0.001*
Centinela 25.86 £ 0.65 23.76 £ 0.32 -8.12% 0.001*
*Centinela | 25.86 + 0.65 26.74 + 0.50 3.40% 0.003*

correlacionado con los grupos controles.

*valores de grupo centinela después de las 4 semanas de observacion post estudio

- PRUEBAS BIOQUIMICAS

En la Tabla N°17 puede observarse los valores de significancia calculados, en

los cuales no se observan diferencias significativas entre los valores promedios

de los grupos tratamiento y centinela comparados con los grupos control en

ambos sexos. Nétese que los valores promedios de cada parametro bioquimico

de los ratones experimentales son muy afines estadisticamente a los de los

ratones control, a excepcion de una disminucion estadisticamente significativa

de los valores observados para creatinina en grupos centinela de ambos sexos.

Del mismo modo, puede observarse una disminucion del valor promedio de

TGO en el grupo machos centinela comparados con los valores promedio de los

grupos control.




117

La disminucién de estos parametros bioquimicos en sangre, podrian estar
fuertemente relacionados con la disminucion del peso corporal y por

consiguiente con una disminucién de la masa muscular de estos animales.

La concentracion de creatinina en especial, es directamente proporcional a la
masa Yy la actividad muscular. Una disminucion de la masa muscular, causada

por una caida del peso corporal, podria explicar valores bajos de creatinina.

En este sentido, esta caida en valores de creatinina no debe ser considerada
como consecuencia de dafio a higado o rifién, puesto que de existir un dafio
renal o hepatico, los valores de TGO y TGP deben verse incrementados al igual

que la creatinina, pues los valores se vieron disminuidos.

Lo anterior explica los valores bajos de creatinina en hembras en tanto estas
continuaron con una caida del peso corporal luego de los 30 dias de
recuperacion, pero no explica la baja en la creatinina en el grupo centinela
macho, puesto que estos experimentaron una recuperacion de su peso corporal
y por lo tanto un aumento de la masa muscular, lo que tuvo que haber

potenciado la recuperacion de estos valores.
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Tabla N° 17. Valores de significancia de la diferencia entre los grupos
tratamiento y centinela respecto a los grupos control, calculados a

partir de los valores promedio de parametros bioquimicos

HEMBRAS MACHOS
Parametro Grupo , Sig. , Sig.
Media + Desv. E | Bilateral | Media + Desv. E | Bilateral
Control 153 + 0.42 1.56 + 0.14
Acido Urico Tratamiento 0.97 + 0.16 0.067 1.14 + 0.30 0.132
Centinela 1.83 + 0.87 0.542 156 = 0.13 0.353
Control 16.00+ 1.41 21.75+ 0.50
» Tratamiento 1875+ 1.71 0.124 21.00+ 1.41 0.300
Nitrogeno Centinela 17.75+ 2.06 0.387 2267+ 2.08 0.714
Control 0.12 + 0.02 0.15 + 0.01
Bilirubina | Tratamiento 0.13 = 0.02 8?;3 0.12 = 0.03 0.410
total Centinela 0.14 £ 0.01 ' 0.19 + 0.10 0.409
Control 210.50 + 25.68 176.50 + 16.76
Glucosa Tratamiento 192.70 £ 4.35 8388 155.25 + 22.37 0.202
Centinela 209.70 £ 20.12 ) 197.67 + 36.75 0.423
Control 0.21 + 0.01 0.025* 0.15 + 0.03
. Tratamiento 0.20 + 0.01 : 0.13 + 0.01 0.090
Creatinina Centinela 015 + 022 | 20% M013 = 002 0.049
Cont_rol 99.75 + 21.17 0.029* 125.00 + 48.08 0.143
TGO Tratamlento 72.00+ 4.90 0..056 8450 £11.73 0:825
Centinela 84.75 + 20.92 122.33 £ 94.21
Control 83.50 + 21.17 72.75 + 34.87
Tratamiento | 44.75+ 2.50 0.410 55.75+ 5.91 0.654
TGP Centinela 57.00 + 44.74 0.096 147.33 + 198.97 0.683
Control 118.50 + 3.70 126.00 + 8.12
Colostero] | Tratamiento | 108.00+ 6.68 8:%‘3 128.00 + 12.03 8:222
Centinela 106.50 + 72.46 136.33 +22.48

Los valores se expresan con la media + desviacion estandar (Desv. E) y la
significancia de la diferencia, entre los grupos tratamiento y centinela respecto a

sus controles cuando *P < 0.05.
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- PRUEBAS HEMATOLOGICAS

Los exdmenes hematoldgicos son indicadores del alcance y profundidad de los
efectos adversos de una sustancia, en ese sentido, ademas los resultados

pueden correlacionarse con los posibles dafios sobre un érgano especifico.

Tal como puede verse en la tabla N°18, existe una caida estadisticamente
significativa de glébulos rojos, hemoglobina y linfocitos en grupos tratados con
el extracto n-hexanico. Caso contrario, ocurre con los valores de plaquetas y
neutrofilos, los cuales sufren un incremento en sus valores promedio en grupos
tratados con la sustancia de estudio. Todas estas diferencias estadisticas entre
algunos parametros de grupos controles y tratamiento fueron observados
Gnicamente en grupos hembra, lo que nuevamente nos indica una mayor
susceptibilidad a los efectos del extracto n-hexanico por parte de hembras. Los
valores bajos de glébulos rojos y hemoglobina en grupos hembra tratadas con
la sustancia de estudio, podrian estar relacionados con la pérdida de peso
corporal, causado por dafios en el tracto gastrointestinal evidenciado por
malestares abdominales observados durante los chequeos clinicos,
observacion que concuerda con lo reportado en otros estudios como
consecuencia de la exposicion de animales a plantas con sesquiterpenlactonas,
tales como la Vernolepina y Helenalina que han mostrado toxicidad a nivel
gastrico. Un dafio en el tracto gastrointestinal, explicaria la pérdida de peso
corporal por una mala absorcion de nutrientes que a su vez tendra un efecto
directo sobre la produccion de hemoglobina y glébulos rojos. El aumento de
plaquetas en el grupo hembras centinela posiblemente sea por la baja de
glébulos rojos y hemoglobina que fue notorio en las pruebas hematolégicas. La
causa mas frecuente de un incremento de plaguetas es debida a la presencia
de una infeccion ya sea bacteriana o viral, recordemos que la flora intestinal de
todo individuo posee bacterias anaerobias que al haber una acumulacion de
estas (infeccibn bacteriana) provoca una excesiva produccion de gases,

acumulacion semejante como la encontrada después de realizadas las
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necropsias de los animales tratados, que no fue encontrada en los animales

control.

Tabla N° 18. Valores de significancia de la diferencia entre los grupos
tratamiento y centinela respecto a los grupos control, calculados a

partir de los valores promedio de cada parametro hematologico

HEMBRAS MACHOS

Parametro Grupo : .Sig. . _Sig.
Media + Desv. E | Bilateral | Media + Desv. E | Bilateral

Control 9.75 + 0.12 10.29 + 0.49
Gloébulos Tratamiento 9.12 + 0.28 0.017* 971 + 0.92 0.376
rojos Centinela 894 + 0.22 0.043* 9.74 + 0.24 0.343

Control 8.15 + 0.70 9.18 + 2.30
Gloébulos Tratamiento 748 + 1.33 0.543 11.40 + 2.59 0.273
blancos Centinela 9.90 + 2.82 0.300 11.20 + 3.84 0.592

Control 1540+ 0.32 16.10+ 0.63
Hemoglobina Tratamiento 1423+ 0.26 0.005* 15.13+ 1.07 0.275
Centinela 14.23+ 0.36 0.042* 15.83+ 0.49 0.249

Control 45.48 + 0.68 46.68 + 1.56
Hematocrito Tratamiento 4403+ 0.71 0.011* 45.00+ 2.47 0.277
Centinela 4115+ 1.56 0.036* 43.87 + 0.45 0.102

Control 1292.00 + 199.69 1470.50 + 169.68
Plaquetas Tratamiento 1376.50 + 135.74 0.012* 1562.30 + 158.84 0.312
Centinela 1587.25 +195.87 | 0.044* | 1565.67 + 268.33 0.306

Control 943 + 4.10 17.20+ 5.37
Neutréfilo Tratamiento 18.13+ 3.84 0.132 2090+ 7.33 0.427
Centinela 9.57 + 0.90 0.256 10.23+ 3.01 0.160

Control 89.73 + 3.56 82.45+ 5.16
Linfocitos Tratamiento 80.88 + 3.57 0.089 7890+ 7.21 0.288
Centinela 90.23+ 0.81 0.118 89.30+ 3.03 0.182

Los valores se expresan con la media + desviacion estandar (Desv. E) y la
significancia de la diferencia, entre los grupos tratamiento y centinela respecto a

sus controles cuando *P < 0.05.
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- EXAMEN MACROSCOPICO DE LOS ORGANOS

Se sacrificaron todos los animales para el examen de los 6rganos internos, para
observar si existia algun dafio observable a simple vista. No se reportaron
alteraciones macroscopicas observables en cuanto a superficie, color,
consistencia y tamafio de los 6rganos de los grupos tratamiento, estos datos
fueron similares a los obtenidos de los grupos control. A excepciéon del macho
centinela sacrificado a la tercera semana quien mostro dilatacion en las asas
intestinales e inflamacion observables a simple vista, como se muestra en la
figura N°36.

Figura N°36.Dilatacion de las asas intestinales observadas en el macho

centinela sacrificado durante el examen macroscoépico de érganos

Como muestra la Tabla N°19, en la comparacién del peso de los 6rganos de los
animales tratados, no se reportan diferencias significativas del peso de 6rganos
entre los grupos tratados y los controles de ambos sexos. Con estos resultados

de la observacioén visual macroscopica de los 6érganos no se pudieron obtener
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conclusiones, para ello se tiene que realizar la observacién microscépica a nivel

celular de los 6rganos para estudiar los resultados y poder concluir esta parte.

Tabla N°19. Valores promedio de peso de érganos en gramos de los grupos
control, tratamiento y centinela con el grado de significacién con

un intervalo de confianza de 95%

i MACHOS HEMBRAS
Organo Grupo Sig. Sig.
Media + Desv. E | Bilateral | Media + Desv. E | Bilateral
Control 1.60 + 0.08 1.60 + 0.08
Higado Tratamiento 154 £ 0.21 8282 154 + 0.21 832
Centinela 1.42 + 0.39 ) 1.33 + 0.13 )
Control 0.15 + 0.02 0.15 + 0.10
Corazon Tratamiento 0.16 + 0.04 8233 0.16 + 0.04 822;
Centinela 0.14 + 0.03 ) 0.14 = 0.04 )
Control 0.22 + 0.03 0.22 + 0.03
Pulmones Tratamiento 0.21 + 0.03 8%2 0.21 + 0.03 8%2?
Centinela 0.17 + 0.05 ) 0.21 + 0.02 )
Control 0.22 + 0.09 0.22 + 0.09
Bazo Tratamiento 0.15 + 0.10 88;2 0.15 + 0.10 8282
Centinela 0.22 + 0.32 ) 0.16 + 0.02 )
s Control 0.27 + 0.02 0.27 + 0.02
d;‘ggﬂo Tratamiento | 027 + 0.02 8'3% 027 + 0.02 8'232
Centinela 0.26 + 0.03 ) 0.18 = 0.02 )
s Control 0.26 + 0.02 0.26 = 0.02
izm‘é’r’éo Tratamiento | 022 + 0.22 8'1% 022 + 0.22 8'%2
Centinela 0.24 + 0.29 ) 0.15 + 0.02 '
Control 1.05 + 0.36 1.05 + 0.36
Estdmago Tratamiento 056 + 0.12 88;2 0.56 + 0.12 8822
Centinela 0.67 + 0.34 ' 1.20 + 0.37 '
Intestino Control 240 + 0.30 0.083 240 + 0.30 0.056
delgado Tratamiento 1.95 + 0.11 0.096 195 + 0.11 0.064
9 Centinela 197 + 048 : 218 + 0.11 '
. Control 1.00 + 0.12 1.00 =+ 0.12
'mrisg'sr(‘)o Tratamiento | 0.94 + 0.14 8;?& 095 + 024 g'gjg
9 Centinela 0.95 + 0.24 : 0.85 + 0.06 :

Los valores se expresan con la media + desviacion estandar (Desv. E) y la
significancia de la diferencia, entre los grupos tratamiento y centinela respecto a

sus controles cuando *P < 0.05.
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-EXAMENES HISTOPATOLOGICOS

Los drganos evaluados durante la necropsia se preservaron en formalina al
10% (ver figura N°37) Todos los 6rganos mas susceptibles a sufrir algun tipo
de lesion por ser los encargados del metabolismo y eliminacién de sustancias
toxicas en el organismo, fueron procesados por medio de la técnica
histopatolégica clasica para bloques parafinados, cortadas en 5um con un
micrétomo y coloreadas con hematoxilina—eosina, (Ver anexo N°3) para luego
ser leidos al microscopio por un pat6logo. @ 17, 1)

Figura N°37.0rganos de los animales en estudio perservados en formalina al

10% con su respectiva codificacion

El objetivo de la realizacién de los cortes histopatologicos es que el patélogo al
observar microscépicamente las células de cada uno de los tejidos de los
organos de los 30 animales estudiados determinara los posibles dafios a nivel
celular que se pudieron haber generado durante el estudio de toxicidad.
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La parte histopatolégica en este trabajo de investigacion concluyd hasta la
realizacion de los bloques parafinados de los tejidos de los 6rganos de todos los
animales en estudio, proceso que se llevd a cabo en el laborotario de patologia
ubicado en CENSALUD. En el anexo N°3 se puede observar el procesamiento

de tejidos para la realizacion de los bloques parafinados.

Dichos bloques parafinados tienen una vida atil de 5 afos, por lo que hasta la
fecha se conservaran en almacenamiento mientras un patologo pueda realizar
los cortes y observe de manera microscépica las células para concluir el posible

dafo ocasionado a nivel celular.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

Al realizar la identificacibn de sesquiterpenlactonas por
cromatografia en capa finaen las muestras de enero, febrero y marzo
de 2014, se puede observar la presencia de sesquiterpenlactonas ya

gue presentaron mancchas de color naranja con el reactivo de Baljet.

Los espectros ultravioleta de los extractos n-hexanicos obtenidos
durante los meses de enero a marzo de 2014 presentaron similitud
con los méaximos de absorbancia del marcador analitico:

Juanislamina, lo que confirma la presencia de sesquiterpenlactonas.

Los porcentajes de rendimiento de los tres extractos n-hexanicos
secos fueron similares, peroel analisis de varianza demostré en
forma general que los mejores meses para recolectar C. urticifolia
son los meses de febrero y marzo, pues no existe diferencia

significativa en ambos.

El estudio de toxicidad subcronica del extracto n-hexanico de las
hojas de C. urticifolia produjo una disminucion significativa de peso
corporal, alteraciones clinicas, alteraciones a ciertos parametros
bioguimicos y hematolégicos, lo que indica una toxicidad moderada

de la sustancia en estudio.

El parametro analizado de peso corporal de los animales de
experimentacion presento alteraciones significativas en los grupos
centinela y tratamiento de ambos sexos durante los 90 dias de

administracion del extracto n-hexanico de C. urticifolia, mostrando
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una recuperacion de peso por parte de los grupos centinela después

de las cuatro semanas de observacion.

La recuperaciéon del peso corporalfue mayor para los ratones
machos que para los ratones hembras durante el periodo de
evaluacion post 90 dias, mostrando que en este estudio las hembras
son mas susceptibles a los efectos toxicos causados por el extracto

n-hexanico.

En base a los resultados obtenidos se evidencia un dafio a nivel
gastrointestinal causado por el extracto n-hexanico de la especie C.
urticifolia a una dosis de 150 mg/kg de peso de los ratones en
estudio, informacion que debe ser confirmada y concluida con

examenes histopatoldgicos.
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RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

1. Completar el estudio con la evaluacién histopatolégica de los
organos de los animales tratados las cuales ya quedan preparadas

con un periodo de vida util de 5 afios a partir del 2014.

2. Tomar las precauciones necesarias en la utilizacion de preparados
caseros de Calea urticifoliacon fines terapéuticos, ya que en el
presente trabajo de investigacion se observéque a los tres meses del
consumo del extracto n-hexanico de la planta medicinal produce

dafio a nivelgastrointestinal.

3. Considerando que esta especie vegetal es preparada mediante una
decoccion con agua, se deberia evaluar el efecto toxicologico del
extracto acuoso en ratones con el fin de observar el comportamiento

toxicologico de la planta en el solvente utilizado por la poblacion.
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