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RESUMEN

El presente trabajo de graduacion es una investigacion preliminar, orientada a
contribuir al conocimiento fitoquimico, toxicoldgico y farmacolégico de la flor de
Erythrina berteroana (pito), especie popularmente utilizada; ademas pretende
aportar las primeras bases cientificas a nivel nacional que validen las
propiedades neurolépticas atribuidas tradicionalmente a dicha especie, la cual

esta ampliamente distribuida en el pais.

A través de métodos fitoquimicos se determiné la presencia de alcaloides en el
extracto acuoso liofilizado de las flores de Erythrina berteroana los cuales son
caracteristicos de las especies del género Erythrina. Posteriormente se evaluo
la toxicidad del extracto mediante el uso de modelos animales (ratones albinos
NIH) administrando via oral una dosis limite de 2000 mg/Kg de peso corporal
durante 28 dias, al mismo tiempo se realizan chequeos clinicos diarios con el fin
de identificar signos toxicos; finalizado este periodo se realizaron exdmenes
hematoldgicos, macroscopicos e histopatolégicos de los érganos internos de
cada uno de los animales sometidos al ensayo. El extracto acuoso liofilizado de
las flores de Erythrina berteroana a la dosis administrada no causa efectos

significativos bajo nuestras condiciones de laboratorio.

Luego se determina las propiedades farmacoldgicas: sedante y ansiolitica. En la
evaluacion de la actividad ansiolitica se realizaron las siguientes pruebas: suelo
agujereado, laberinto en cruz elevado y enterramiento de esferas; donde se
somete al raton a una situacion conflictiva o dificil, ya que este modelo animal
manifiesta miedo en un ambiente no familiar o desconocido y un
comportamiento explorador disminuido, dicho comportamiento desaparece ante
una sustancia ansiolitica. La actividad sedante se evalta mediante la prueba de

suefio inducido; para cada una de las pruebas biolégicas mencionadas



anteriormente, se forman 5 grupos experimentales: control negativo, control
positivo utilizando como farmaco referencia al diazepam y 3 grupos tratados con
la sustancia de ensayo a 100, 250 y 500 mg/Kg de peso corporal.
Adicionalmente en la prueba de suefio inducido, se utiliza como farmaco

hipnético al pentobarbital sodico.

Los resultados muestran que, el extracto acuoso de las flores de Erythrina
berteroana (pito) utilizado, presenta actividad ansiolitica levemente efectiva
conforme aumenta la dosis administrada durante las pruebas, dicho efecto se
observa por el aumento en la actividad exploratoria en todos los animales
tratados con la sustancia de ensayo, observando este comportamiento mas
acentuado en las hembras, efecto caracteristico de los farmacos neurolépticos;
por lo cual se podria afirmar que las flores de Erythrina berteroana sometidas
a ensayo poseen propiedades ansioliticas, mas no asi propiedades sedantes,
las cuales durante su evaluacion se observo que el extracto acuoso ejerce una

accion contraria disminuyendo el tiempo de suefio.

A pesar de los resultados obtenidos en la presente investigacion, estos no son
concluyentes, ya que es un estudio preclinico de esta especie vegetal con fines
terapéuticos, ademas no estd definida la dosis que puede causar efectos
téxicos en humanos, por lo que se recomienda evitar Su CONSUMO €XCesivo y
con especial cuidado en la administracién de preparados caseros para nifios,

quienes podrian ser los mas susceptibles a sufrir algun tipo de dafio.
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INTRODUCCION

La biodiversidad y la tradicion han permitido el uso de las plantas con fines
medicinales desde hace muchos afos; siendo los extractos de oOrganos de
plantas, los utilizados por un gran porcentaje de la poblacién salvadorefia como
remedios caseros para su atencion primaria en salud. En los ultimos afios, la
investigacion y desarrollo de drogas de origen vegetal ha cobrado una especial
importancia por la exhortacion hecha por la Organizaciéon Mundial de la Salud
en el sentido de que cada pais utilice todos sus recursos en pro de la atenciéon
primaria en salud, es por esto que la evaluacion toxicolédgica y farmacologica de
una de las plantas salvadorefias de consumo comun, aporta datos cientificos
confiables para la continuidad del uso folkl6rico, de modo que, permita un mejor

tratamiento terapéutico.

El presente trabajo consiste en la determinacion de los alcaloides contenidos en
el extracto acuoso de las flores de Erythrina berteroana (pito) procedentes de
una zona central del pais, dado que investigaciones anteriores sugieren que
dichos compuestos nitrogenados son los responsables de la toxicidad y del
efecto farmacoldgico; estos fueron identificados a través de métodos
fitoquimicos. Posteriormente se evalud la toxicidad, la actividad sedante y
ansiolitica mediante pruebas especificas en modelos animales experimentales

sensibles.

Finalmente se puede mencionar que la importancia de este tipo de investigacion
radica no solamente en la aportacion de conocimiento cientifico, sino que a la
vez permite promover el uso de plantas medicinales de una manera eficaz en

beneficio de la salud salvadorefa.
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2.1.

2. OBJETIVOS

Objetivo general

“Determinar la toxicidad, actividad sedante y ansiolitica del extracto acuoso de

las flores de Erythrina berteroana (Pito) en ratones NIH”

2.2.

Objetivos especificos

2.2.1. Identificar y recolectar flores de Erythrina berteroana (pito).

2.2.2. Obtener el extracto acuoso liofilizado de las flores de Erythrina

berteroana (pito).

2.2.3. Determinar por métodos fitoquimicos la presencia de alcaloides en
el extracto obtenido.

2.2.4. Determinar la toxicidad aguda oral y subaguda a 28 dias del

extracto acuoso liofilizado sobre ratones NIH de ambos sexos.

2.2.5. Evaluar la actividad sedante y ansiolitica del extracto acuoso

liofilizado en ratones NIH de ambos sexos.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Generalidades de Erythrina berteroana (pito).

3.1.1. Género Erythrina

El género Erythrina pertenece a la Familia de las Fabaceas (Leguminoseas). El
nombre hace referencia al color prevaleciente de las flores y deriva del griego

erythros que significa rojo. (31

Este género comprende un amplio rango de variacidn morfolégica y una gran
diversidad ecoldgica. Las 115 especies descritas en el planeta se distribuyen en
regiones tropicales y subtropicales del mundo ademas en algunas calidas y
templadas, regiones como Sudamérica, Centroamérica, Antillas mayores,
Antillas menores y Africa occidental. Pocas especies son encontradas en zonas
templadas: Erythrina herbacea y Erythrina flabelliformis, son nativas del sur
de Estados Unidos. Erythrina crista-galli y Erythrina falcata se dan en el

norte de Argentina.

Constituye una fuente importante de especies utilizadas por la medicina
tradicional de los pueblos de diversas regiones del mundo. A nivel mundial son
34 paises que usan etnomeédicamente, alrededor de 30 especies diferentes de
este género. Las especies reportadas con mayor frecuencia son Erythrina
variegata (19%), Erythrina abyssinica (10%), Erythrina indica (8%),
Erythrina fusca (8%) y Erythrina senegalensis (7%). (s3)
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El género Erythrina esté dividido en 5 subgéneros y en 26 secciones, muchas
de estas especies han sido estudiadas por su morfologia, distribucion,
farmacologia, contenido de alcaloides y aminoacidos y su composicién quimica.
3) Un gran numero de metabolitos secundarios, tales como los alcaloides,
flavonoides, lectinas y pterocarpanos, se han aislado a partir de especies del
género. Dichos metabolitos y algunos extractos presentan actividades
biologicas importantes: actividad antiviral, antiinflamatoria, hipnéticas, contra

carcinomas gastrointestinales, entre otras. (31)

Los 6rganos vegetales de las especies de Erythrina mas utilizados por la
medicina tradicional son la corteza, las hojas, las raices, semillas y flores. Otras
partes empleadas son las ramas, el tallo (y sus cortezas), los frutos y la planta
entera. La utilizacion de la savia de la planta fue reportada para la Erythrina
variegata y se ha utilizado para tratamientos de infertilidad en la mujer.

En cuanto a las formas de preparacion de extractos vegetales, se puede afirmar
que los métodos de extraccion mas utilizados en un 82%, emplean agua
caliente, la decoccion y la infusion (36, 27 y 19%, respectivamente). Las
diferentes especies del género Erythrina se emplean para el tratamiento de
alrededor de 60 trastornos diferentes. Las principales propiedades etnomédicas
atribuidas a estas especies vegetales son: alivio de dolores (7%); tratamiento de
infecciones urinarias, respiratorias, infecciones de los ojos, piel y garganta (7%),
para la fiebre (6%), cura de heridas (5%), para el tratamiento de trastornos

menstruales (5%), procesos inflamatorios (4%), entre otras. (s3)

Erythrina berteroana y Erythrina cubensis, a diferencia de las especies
anteriores, son usadas por la poblacion por sus propiedades hipnético-sedante,
febrifuga, astringente, diurética y purgante drastico. Por otro lado, las raices de

Erythrina cubensis se emplean porque se considera que tienen propiedades
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sudorificas. También las hojas son consideradas emenagogas Yy la decoccion
de las flores se utiliza en afecciones respiratorias. El jugo de los tallos se aplica

en las picadas de los alacranes. (s3)

En otro sentido, este género también ejerce efecto citotoxico. Se han realizado
estudios en 15 especies, de las cuales 5 resultaron ser toxicas, al menos en los
tipos de extractos preparados y la parte de la planta seleccionada para el
estudio. De 29 ensayos realizados, s6lo en 9 de ellos se obtuvieron los
resultados de citotoxicidad, valor que representa el 31%. Es importante sefialar
que en estos casos los extractos fueron preparados con disolventes organicos

como metanol, etanol, acetato de etilo y diclorometano.

Existe un reporte de la utilizacién de especies de Erythrina como alimento y
otros referidos al uso de estas plantas como veneno para animales nocivos al
hombre o peces (3% del total de reportes). Para una misma especie puede
existir mas de un reporte de un mismo compuesto quimico pero en diferentes

partes de la planta, o bien en la misma parte Util, pero de distintos autores.

Los alcaloides y los flavonoides representan las familias quimicas mas
relevantes presentes en gran cantidad de las especies estudiadas (54 y 28,
respectivamente). Un dato interesante lo constituye el tipo de alcaloide presente
en especies del género, de un total de 393 reportes de alcaloides, 358 son del
tipo isoquinolinico, lo que indica que este tipo de alcaloide es predominante y

caracteristico del género Erythrina. (s3)
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3.1.2. Erythrina berteroana (pito)

Familia: Fabaceae (Leguminosae)

Nombres comunes: Pito (El Salvador); Pito, Miche, Coralillo (Guatemala);
Pitén (Honduras); Elequeme (Nicaragua), Poro, Por6 de Montafia (Costa Rica);
Gallito (Panama).

Distribucion: Del sur de México y Las Antillas, hasta Costa Rica, posiblemente
hasta América del Sur. (Ver Figura N° 1) (5)

Figura N° 1. Mapa de la Distribucién de Erythrina berteroana. @s)

Habitat: el pito es un arbol que se encuentra en sitios no muy secos, a veces
cerca de los arroyos. Crece en una amplia gama de climas y se adapta a
condiciones de suelo de baja fertilidad. ()
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Descripcion botéanica:

Flores: inflorescencias en racimos terminales erectos, de 12-15 cm. de largo,
tienen muchas flores rojas, largas y angostas, pedicelos cortos. El caliz tubular
de 16-26 mm. de largo; hay 5 pétalos desiguales, color rojo o rojo palido, el
estandarte de 5.5 a 9.5 cm. de largo y de 9 a 16 mm. de ancho, doblado, 2 alas
mas cortas y 2 formando la quilla; 10 estambres desiguales, unidos en un tubo
hacia la base y sobre un pediculo (ginéforo) el pistilo. Las flores son polinizadas

por colibries. (Ver Figura N° 2) (s)

Figura N° 2. Flores de Erythrina berteroana
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Arbol: alcanza una altura de 14 m. y un diametro de 14 cm. Se ramifica a poca
altura y tiene una capa ancha y redondeada o irregular. El interior del arbol es
grueso y blancuzco, a veces amarillento con velas rosadas. La corteza es de
color verde a café o rojizo, ligeramente agrietada verticalmente con camellones
anchos y puntos verrugosos blancos (lenticelas) en las grietas, a menudo hay

prominencias las cuales terminan en una espina. (Ver Figura N° 3).

Hojas: son alternas, trifoliadas tienen de 10 a 36 cm. de largo. El eje central de
2.5 a 20 cm. de largo, ensanchado en la base, tiene dos glandulas en el apice,
dos mas entre las hojuelas laterales y a menudo posee espinas. El haz es verde

oscuro y el envés verde claro. (Ver Figura N° 3) (5)

Frutos: son vainas curvas, de 10 a 18 cm. de largo y 1.2 cm. de grueso sobre
las semillas; el &pice y la base son de punta muy larga y angosta. Al madurarse,
se tornan de color pardo oscuro y se abren por una linea. Se quedan en el arbol
por mucho tiempo, mostrando pocas semillas oblongas de 1.1 cm. de largo,
color rojo brillante. Aunque las semillas no sean comestibles (son venenosas),
su color llamativo atrae a los péjaros que las tragan y las dispersan al
vomitarlas o excretarlas. (Ver Figura N° 3) En el comercio se venden unos
collares para nifios recién nacidos hechos con ellas y se dice que actiian como
‘contras”, es decir, como amuletos protectores contra los “dafios’,

especialmente contra el “mal de ojo”.

Madera: es blancuzca, blanda, liviana y débil. En otros paises ha servido como

sustituto del corcho y para tallar juguetes y otros objetos pequefos. ()

Fenologia: observado con hojas de abril a diciembre (s, con flores de julio a

abril, siendo los meses de enero y diciembre los meses con mayor floracion.
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Se ha observado con frutos todo el afio especificamente en junio, a excepcion

de mayo y noviembre. (s)

Ecologia: existe una relacién simbiética entre Erythrina berteroana y ciertas
hormigas. Posiblemente las glandulas foliares del arbol sirvan de base
alimentaria para ellas, las que a cambio protegerian las partes aéreas contra

insectos cortadores. (5)

Figura N° 3. Arbol de Erythrina berteroana, hojas y fruto.

Parte de la planta que se consume: las flores y los brotes de las hojas tiernas.
(16)
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Usos culinarios: los pétalos se agregan a las sopas de carne o de frijoles,
teniendo cuidado de quitarles las partes internas (estambres). También se
utilizan para preparar tortitas con huevo o carne molida, y pueden ser
consumidas cocidas mezcladas con alhuashte molido cocido con agua o fritas
con huevo. Las flores y los brotes de hojas se usan para mezclar con sopa de
frijoles. Las flores se comen cocidas y se cree que estas dan suefio, sin
embargo, es probable que tengan propiedades téxicas, ya que las semillas son
venenosas Yy suele haber una correlacion entre la composicion quimica de ésta

parte de la planta. (i6)

Usos terapéuticos: contra el insomnio, para aliviar el dolor de cabeza. El
extracto y tintura del pito tienen propiedades calmantes muy pronunciadas. (s)
Debido a su accién sedativa, las cascaras secas o frescas (corteza) han servido
para preparar un cocimiento que alivia el dolor de muelas, aplicandolo por
medio de enjuagues. Esta planta es hipnética, purgante y diurética. Se ha

recomendado también como antifebril, astringente, drastica y sedante. (26)

Otros datos:

Los arboles se siembran a menudo como postes vivos en cercos. Las ramas
estrujadas han servido como barbasco para matar peces. Aunque posee
propiedades toxicas o narcoticas, la corteza y otras partes del arbol han servido
en remedios caseros. La corteza produce un tinte amarillo que se ha usado
para tefiir telas. 5y Gran parte de la poblacion salvadorefia cree en la existencia
de “espiritus malignos” los cuales pueden “invadir” o “entrar” en las casas.
Igualmente también se cree que hay objetos y sustancias que los espantan
siendo la semilla de Erythrina berteroana una de las especies utilizadas para

elaborar collares y pulseras con las semillas secas teniendo cuidado ya que
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éstas son venenosas. Se colocan en el cuello y en la mufieca de la mano

izquierda. (26)

Tabla N° 1. Usos Medicinal de Erythrina berteroana (2s, 2g)

Parte Utilizada Uso Medicinal Remedio Casero

Hacer infusion de unos pedacitos de flor en

agua suficiente para una taza. Tomar tibio

Flores frescas Contra el un té cada 4 horas. (28) Cocimiento de un
insomnio. pufiito de flores sin los estambres. (26)
Flores y hojas tiernas Sedante y Cocimiento o té de unas tres hojitas y un
calmante pufiito de flores bien despenicadas. (26)
Hojas frescas tiernas Sedante y Cocimiento de unas tres hojitas partidas.
calmante

Para el dolor de Cocer pedazos de cascara de pito y cascara
Flores frescas muelas de matasano en agua suficiente para un
vaso. Hacer enjuagues tibios 3 veces por

dia. (28)

Macerar varias hojas limpias, y hacer
Hojas frescas Prurito cataplasmas, lavandose las manos después

de la aplicacion. (26)
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3.2. Generalidades de los alcaloides

La diversidad estructural y la gama de actividades farmacologicas hacen de los
alcaloides uno de los grupos de compuestos mas importantes entre las
sustancias naturales con interés terapéutico. (s3) Los alcaloides son sustancias
organicas nitrogenadas con caracter basico y mayoritariamente de origen
vegetal, dotados de actividades fisiologicas diversas asi como de presentar

toxicidad a determinadas dosis. (31)

3.2.1. Historia

En 1803 Charles Louis Derosne obtuvo del opio un producto que llamé "sal de
Derosne" o narcotina. Tres afos mas tarde, Friedrich W. A. Sertlrner,
farmacéutico aleméan pionero del descubrimiento y aislamiento de los principios
guimicos de la morfina; comprobd la naturaleza alcalina del principio activo
somnifero del opio, principio que llamé morfina, en 1817. 36) Estas sustancias
tenian la caracteristica quimica de ser basicas, por lo que se les llamé
alcaloides, la denominacion procede de Carl W. Meissner, quién aislo la

veratrina en 1818, y Ferdinand Runge la cafeina en 1820. @)

Pierre Joseph Pelletier y Joseph Bienaimé Caventou, farmacéuticos franceses,
aislaron una gran cantidad de principios activos pertenecientes a este grupo: la
emetina en 1817, la estricnina en 1818, la brucina en 1819, la quinina en 1820 y
también la colchicina. Asi una larga lista de alcaloides entre los que figuran la

narceina, la codeina, la cinconina la nicotina y la atropina. (ss)


http://es.wikipedia.org/wiki/Farmacia
http://es.wikipedia.org/wiki/Alemania
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Principio_qu%C3%ADmico&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Principio_qu%C3%ADmico&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Morfina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Joseph_Bienaim%C3%A9_Caventou&action=edit&redlink=1
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A lo largo de la primera mitad del siglo XIX se dieron los primeros pasos de la
farmacologia experimental, aislando numerosos alcaloides e iniciando con el
estudio de estos. Francois Magendie (1783-1855) fue el primero en estudiar la
actividad farmacoldgica de algunos de estos compuestos nitrogenados en
ensayos biolégicos, centrando principalmente sus trabajos en el alcaloide
aislado de la nuez vémica (Strychnos nux-vomica), estricnina. Este alcaloide
es un estimulante neuronal muy toxico y se utiliza todavia como raticida.
Posteriormente Claude Bernard (1813-1878), continué con los ensayos de la
actividad farmacoldgica de otros alcaloides como la nicotina del tabaco y los

alcaloides del opio. (3s)

3.2.2. Estado natural y distribucién.

En la actualidad se conocen mas de 27,000 alcaloides (19), su distribucion es
abundante en Angiospermas, especialmente en ciertas Familias como
Lauraceas, Magnoliaceas, Annonaceas, Menispermaceas, Apocinaceas,

Asteraceas, Papaveraceas, Rubiaceas, Ranunculaceas, y Solanaceas. (36)

Las especies gue contienen alcaloides, rara vez contienen un soélo alcaloide,
habitualmente contienen varios asi como sustancias relacionadas. Hay
alcaloides que son muy especificos y s6lo se encuentran en individuos de una
sola especie: por ejemplo, la cocaina en las hojas de coca o la quinina en la
corteza de la quina; en cambio, hay alcaloides que son inespecificos y se
pueden encontrar en varias especies e incluso en varias familias: por ejemplo,
la nicotina y la cafeina. Los alcaloides pueden estar presentes en el vegetal

como bases libres, en forma de sal o unidos a taninos o acidos organicos. (s3)
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Durante mucho tiempo, los alcaloides han sido considerados Unicamente como
productos del metabolismo vegetal, aunque se han encontrado en los animales
como productos formados a partir de los vegetales ingeridos. (5) Pero en otros
casos en especial de los venenos de algunos batracios y de algunos peces, se
trata de verdaderos productos del metabolismo animal (19 y de organismos

marinos.

3.2.3. Localizacion de los alcaloides

En el vegetal, los alcaloides se encuentran formando combinaciones solubles al
estado de sales: citratos, maleatos, tartratos, isobutiratos y benzoatos. Se
localizan de forma constante en tejidos periféricos: tegumentos de la semilla,
capas externas de cortezas, tallos, raices, epidermis, capas subepidérmicas de
las hojas y en otras partes del vegetal dependiendo de la especie. (199 En una
planta determinada, los mismos alcaloides no se encuentran obligatoriamente
presentes en todos sus 6Organos, y una planta con alcaloides puede tener

6rganos que no los contengan. (s)

3.2.4. Funcién de los alcaloides en el vegetal

En las plantas, estas sustancias pueden tener diferentes finalidades o

funciones, entre las cuales estan:

- Sirven como productos de desecho o almacenamiento del nitrdgeno
sobrante, esta funcion es equivalente a la del acido arico o de la urea en

los animales. (36)
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- En algunos casos los alcaloides pueden servir como productos de
almacenamiento del nitrdgeno no metabolizado o para transporte del

mismo.

- La microquimica ha permitido mostrar en forma general, que los
alcaloides son localizados en los tejidos periféricos de los diferentes
organos de la planta, es decir en el recubrimiento de las semillas, corteza
del tallo, raiz o fruto y en la epidermis de la hoja; esto nos permite pensar
que los alcaloides cumplen una importante funcion como es la de
proteger a la planta, por su sabor amargo de estos, del ataque de

insectos.

- Los alcaloides pueden servir de reguladores del crecimiento, se ha
demostrado que los alcaloides derivados de la putrescina se incrementan
notablemente en algunas plantas cuando se encuentran en suelos

deficientes de potasio. (3s)

3.2.5. Propiedades fisicoquimicas

Los alcaloides tienen masas moleculares que varian entre 100 y 900, son casi
siempre incoloros a excepcion de aquellos altamente conjugados como
berberina (amarillo), sanguinarina (rojo), urabaina (verde) y oxoaporfinas que

van de amarillo a rojo.

Son normalmente sélidos a temperatura ambiente, algunas bases no
oxigenadas como la coniina, la nicotina y la esparteina que son liquidas; con
algunas excepciones como la arecolina que es oxigenada y liquida; los

alcaloides base son poco solubles en agua. (3s)
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En general estos compuestos cuando carecen de oxigeno son liquidos a
temperatura ambiente y son frecuentemente volatiles, presentando un olor
caracteristico. Los alcaloides oxigenados suelen ser sélidos cristalizables, en su
forma libre son insolubles en agua y solubles en disolventes organicos polares y
apolares. Todos los alcaloides que estan en forma de sal son solubles en agua

y mezclas hidroalcohdlicas e insolubles en disolventes organicos apolares. (31)

La solubilidad depende del pH, en la forma protonada predomina a pH acido,
soluble en agua y mezclas hidroalcohdlicas. A pH basico los alcaloides estan

mayoritariamente en forma libre. (3s)

3.2.6. Estructura quimica

Los alcaloides son compuestos que contienen uno o varios atomos de nitrégeno
en su estructura, son de bajo peso molecular y se encuentran principalmente en
las plantas, en menor medida en microorganismos y animales. Mas de 27,000
estructuras diferentes se han caracterizado siendo 21,000 de especies
vegetales. El nitrgeno esta presente en forma de amina primaria, secundaria o
terciaria, el cual generalmente confiere la basicidad, lo que facilita el aislamiento
y la purificacién, ya que las sales solubles en agua se pueden formar en

presencia de acidos minerales. (19)

Sin embargo el grado de alcalinidad es muy variable, dependiendo de la
estructura de la molécula del alcaloide y la localizacion de otros grupos
funcionales, de hecho, algunos alcaloides con funciéon amida son esencialmente
neutros. En la naturaleza también se encuentran alcaloides conteniendo una

amina cuaternaria, de esta funcion depende su actividad biologica. (19)
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Los alcaloides son un grupo muy heterogéneo de compuestos con estructuras
muy variadas y generalmente complejas. Todos contienen C, H y N, algunos
tienen oxigeno y poco azufre. El nitrégeno que contienen puede formar parte de
un ciclo, con N-heterociclico o con N-no heterociclico. Se suelen clasificar en
funcion de su estructura, diferenciando por lo tanto los compuestos no
heterociclicos de los heterociclicos, dentro de este Ultimo grupo se clasifican los

alcaloides segun su estructura quimica.

Se pueden emplear otras clasificaciones, agrupando los alcaloides segun las
propiedades farmacolégicas que presentan, o bien teniendo en cuenta su

distribucion botanica. 3s)

3.2.7. Clasificacion

Ademas de clasificar los alcaloides segun sus propiedades farmacolégicas y
estructura quimica, existe otra forma considerando el origen biogenético. Al
utilizar esta clasificacion se pone de manifiesto una homogeneidad bioquimica,
aunque aparentemente existan diferencias bajo el punto de vista estructural, ya
gue todos los alcaloides pueden considerarse ligados a un niumero bastante

limitado de aminoé&cidos precursores.

La clasificacion biogenética abarca totalmente la clasificaciébn estructural
haciéndola indispensable para el razonamiento quimiotaxonémico, valido en el
caso de todos los productos del metabolismo secundario de los vegetales,

evidente de manera especial para los alcaloides. (19)
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La clasificacion de los alcaloides se puede hacer en base a su estructura y en
base a su origen. Los alcaloides se agrupan en dos grupos: (Ver figura N° 5)

- Con nitrégeno no heterociclico. (Ver Figura N° 4)

- Con nitrégeno heterociclico (zs)

Con estructura de Feniletilamina Con anillo de Tropolona
o™ O
Ejemplo: Efedrina Ejemplo: Colchicina

“ty

OH H3CO NHCOCH;
NHCHg O ~ H
H3CO
CHg
OCHy4
CH

Figura N° 4. Alcaloides con nitrdgeno no heterociclico

3
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Figura N° 5. Clasificacion de alcaloides en base a su estructura.
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Alcaloides Isoquinoleinicos
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Figura N° 6. Alcaloides derivados de la fenilalanina y tirosina
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Figura N° 7. Alcaloides Diversos
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Alcaloides tropanicos

Cocaina Hiosciamina
H3Ci
H,C
3 t o N
N
OCH;,
%
e
0 o
\FO
HOH,C
CeHls CeHs

Alcaloides con nucleo de pirrolizidina

Pirrolizidina Supinidina  cp,oH

o O

N
Platinecina Retronecina
HO CH,OH HO CH,OH

Alcaloides con nucleo de pirrol y pirrolidina
Pirrol

0

Pirrolidina

»

Higrina
o)
0L
N CH3
&

Alcaloides con nucleo de piridina y piperidina

Piridina Piperidina

Anabasina Coiina
O Q/\
I N
DL
=
N

Alcaloides con nucleo de quinalizidina

Quinalizidina

0

Lupinina

H,OH
H 2

il O

N

Figura. N° 8. Alcaloides derivados de la ornitina y lisina
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Alcaloides con nucleo inddlico
Indol

Reserpina

Vincamina

OCH,

OCH;
OCH;

Alcaloides con nucleo de quinoleina

Quinoleina Quinicina

Figura N° 9. Alcaloides derivados del triptéfano.

3.2.8. Nomenclatura

Todos los alcaloides se nombran con la terminacién “-ina”, por lo que la

nomenclatura es muy variada y puede hacer referencia a:

- La especie que los contiene, por ejemplo: Atropina, de Atropa belladona

o Efedrina, de Ephedra sp. ). ()
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- El efecto que producen, por ejemplo la Emetina de la ipecacuana
(Cephaelis ipecacuana) es un emético.

- Al nombre comun de la especie que los produce, por ejemplo la
Ergotamina, de ergot o cornezuelo de centeno (Claviceps purpurea),

cafeina, del café (Coffea arabica). (s6)

3.2.9. Deteccion y extraccion de los alcaloides

3.2.9.1. Ensayos para la deteccion de los alcaloides

Hay reactivos que detectan alcaloides en general y también hay reactivos que
detectan grupos de alcaloides que tienen en comuUn una estructura

determinada, asi como los reactivos especificos para un alcaloide en concreto.

Las reacciones para la deteccion de los alcaloides se pueden clasificar en

reacciones de precipitacion, cristalizacion y reacciones coloreadas. (36)

Reacciones de precipitaciéon: basadas generalmente en la combinacién de los

alcaloides con metales pesados.

Se llevan a cabo en solucién acuosa acida, en cuanto a los reactivos mas

utilizados para la precipitacion de los alcaloides son:

- Acidos de elevado peso molecular: &cido fosfowolframico o
fosfotungsténico, acido silicowolframico y acido fosfomolibdénico.
- Reactivos yodados: reactivo de Valser y Mayers, reactivo de Wagner,

reactivo de Dragendorff, entre otros. (3e)
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Reacciones de cristalizacién: los reactivos mas utilizados son: acido picrico,

cloruro, bromuro aurico y cloruro de mercurio.

Reacciones coloreadas: se pueden distinguir entre reactivos generales y

reactivos especificos.

Producen reacciones generales la deshidratacion con acido sulfarico o la
oxidacion con &cido nitrico, permanganato de potasio o dicromato de potasio.

Se producen reacciones especificas con:

- Reactivo de Vitali-Morin: acido nitrico, acetona, NaOH y MeOH.
Detecta alcaloides tropanicos y produce una coloracién violeta.

- Reactivo de Van Urk: para-dimetilaminobenzaldehido. Detecta los
alcaloides con el nucleo de ergolina como, por ejemplo, los alcaloides del
cornezuelo de centeno, dando como evidencia positiva una coloracion
azul.

- Reactivo de Oberlin-Zeisel: cloruro férrico en acido clorhidrico. Detecta

tropolonas como la colchicina. (3s)

3.2.9.2. Extraccion de los alcaloides

Hay diferentes procedimientos para extraer los alcaloides, pero es conveniente
realizar una serie de operaciones previas para favorecer su extraccion. Estas

operaciones son la pulverizacion y el desengrasado.

La pulverizacion de la droga consiste en disminuir su tamafio haciéndola pasar
por un tamiz muy fino; al pulverizar la droga se rompen las vacuolas que
contienen los alcaloides y se aumenta la superficie de contacto entre ella y el

disolvente con el que se realizara la extraccion. (ss)
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El desengrasado es una operacion previa que solo se realiza en drogas que
tienen elevados contenidos de grasas, ceras, etc. Consiste en eliminar estos
compuestos con hexano o éter etilico. Una vez realizadas las operaciones

previas necesarias se procede a la extraccion. (3s)

La extraccion de los alcaloides se puede llevar a cabo con disolventes liquidos
(en medio acido o basico) o mediante destilacion por arrastre de vapor de agua.

En definitiva se pueden establecer cuatro métodos de extraccion:

1. Extraccién con disolvente organico apolar en medio basico: Es un
método muy utilizado y consiste en tratar la droga pulverizada con un
disolvente organico apolar (éter, cloroformo, etc.) en medio basico. El
medio basico utilizado depende de la basicidad de los alcaloides que se
desea extraer y el medio basico libera los alcaloides, que pasan a la
forma basica libre, soluble en el disolvente organico apolar. La
transferencia de los alcaloides a la solucion organica se puede realizar

por tres métodos: maceracién, percolacion y soxhlet.

A continuacién se trata la solucion organica con agua en un medio acido
en exceso obteniéndose dos fases. El medio acido protona los alcaloides
formando sales y pasan a la forma acuosa. Dicha fase acuosa se vuelve
a tratar con un disolvente organico apolar en medio basico, se vuelven a
obtener las dos fases y los alcaloides pasan a la fase organica en forma
libre. Por evaporacion de esta ultima solucion organica se obtiene un

residuo que contiene los alcaloides.

2. Extraccion con alcohol en medio acido: se coloca la droga pulverizada
en alcohol o en una mezcla hidroalcohdlica en medio acido, se lleva a

ebullicion y se obtiene una solucion alcohdlica. (ss)
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Por evaporacion del disolvente, se obtiene un residuo que contiene los
alcaloides en forma de sal, y por tratamiento con éter y amoniaco, se

obtienen los alcaloides en solucidn etérea y en forma basica (libre). @s)

Extraccion con alcohol: se coloca la droga pulverizada en etanol y se
procede a la extraccion por medio de reflujo o soxhlet. La selectividad del
etanol es mas relevante por su naturaleza polar, lo que permite la
extraccidon de materiales hidroéfilos e hidréfobos con lo que se facilita
agotamientos de la droga vegetal en forma amplia. A continuacion se
pasa el extracto al medio &cido con el objetivo de purificar y obtener los

alcaloides en forma de sal, lo que posteriormente se analizaran.

Extraccidon con agua en medio acido: consiste en llevar a ebullicién la
droga en agua y en un medio &cido para obtener una solucion acuosa
gue contiene los alcaloides en forma de sal. A continuacion se adicionan
metales pesados que forman con los alcaloides estructuras complejas de

las cuales se extraen los alcaloides. (36)

Extraccion con agua destilada: la droga pulverizada se pone a ebullir
en agua destilada mediante el método de extraccién reflujo, método
adecuado para extraer sustancias hidrosolubles. Los alcaloides son

extraidos en forma de sal.

Destilacién por arrastre de vapor de agua: es una técnica aplicable
solamente a alcaloides volatiles que son los que no contienen oxigeno en
su estructura. Consiste en realizar una destilacion de la droga en agua
gue al evaporarse ésta arrastra los alcaloides. El vapor de agua se
condensa y se recoge sobre una solucién acida para fijar los alcaloides

gue finalmente estaran en forma de sal. (3¢)
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3.3. Alcaloides del Erythrinano

La investigacion sobre Erythrina inicié a finales del siglo XIX, especificamente
durante las dos ultimas décadas. Los extractos de Erythrina han presentado
actividad bloqueadora neuromuscular, lo cual es a causa de los alcaloides

presentes en la especie.

La elucidacién de las diferentes estructuras de los alcaloides presentes en este
género, ha sido posible mediante el uso de técnicas como la espectrometria de
masas, espectroscopia de resonancia magnética nuclear, cromatografia de
liquidos y de gases, y cristalografia de rayos X, auxiliandose de reacciones
guimicas especificas, encontrando que los alcaloides que son caracteristicos de
Erythrina son de tipo isoquinolinico, caracterizados por su Unica estructura
espiroamina tetraciclica, que es un esqueleto Erythrinano (Ver Figura N° 10). Se
clasifican de acuerdo a su estructura en 3 grupos: diénicos, alquénicos y

lactonicos. (31)

Figura N° 10. Esqueleto del Erythrinano
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Los alcaloides diénicos contienen un sistema dieno conjugado en los anillos A'y

B. (Ver Figura N° 11) (31)

MeO

MeO\\\‘\

MeO\\\“

Erysopina Erysovina

HOW HOW

Meo™

Erysotrina Erytravina Erysonina

Figura N° 11. Estructura de los alcaloides diénicos

Los alcaloides alquénicos tienen una insaturacion 1, 2 en el anillo A. (Ver Figura

N° 12) (31)

OMe

11-metoxierytratidina

Erysotina

Erytratidina

Figura N° 12. Estructura de los alcaloides alquénicos
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Los alcaloides lactonicos tienen, como su hombre lo indica, una lactona en lugar

del anillo aromatico (Ver Figura N° 13) (31)

N N N
H;CON H;COoN H;CON

8-oxo-B-erytroidina a-erytroidina B-erytroidina

Figura N° 13. Estructura de los alcaloides lactonicos

Las técnicas mas empleadas para el andlisis de los extractos de alcaloides del
género Erythrina, son la cromatografia de gases (CG)/espectrometria de masas
(EM), con la cual se han identificado este tipo de alcaloides, ademas de la
separacion de isbmeros como erysodina y erysovina; y CLAR (cromatografia de
liguidos de alta resolucion)/EM con la que ha sido posible detectar alcaloides
que no es posible identificarlos por CG/EM. Carmack y col. (1951)
determinaron por primera vez que el esqueleto de los alcaloides de Erythrina

estaba formado por una espiroamina tetraciclica.

Mas tarde se determind la presencia de dos tipos de alcaloides, los cuales se
diferenciaban en el anillo D, unos con una lactona y otros con un anillo
bencénico. Siete afios después se confirmoO la estructura de los alcaloides
aromaticos de Erythrina, lo cual se determind una vez que se habia establecido
la posicién del radical metoxilo (-OCHj3) sustituyente del carbono 3 (C-3) y su
configuracion cis con respecto al atomo de N en la molécula de hidrobromuro

de erytralina, gracias a la técnica analitica de difraccion de Rayos X. (31)
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Tal hallazgo fue de suma importancia, ya que se tomo la erytralina como
modelo para elucidar la estructura de los demés alcaloides (Nowacki y Bonsma,
1958). (31)

J. R. Hanson (1963), revel6 la configuracion 3R y 5S de la a y B-erytroidina.
(Ver Figura N° 14). A partir de este hallazgo se comenzé a determinar la
estructura del resto de los alcaloides haciendo comparaciones de sus
constantes espectroscopicas y estereoquimicas mediante la técnica de
dispersiéon de rayos X con estudios previos. Soto (1989) reporta que la
conformacion de los alcaloides de Erythrina es la requerida para establecer una
interaccién entre los alcaloides de tipo antagonista nicotinico y el receptor
nicotina-acetilcolina; tal conclusién se deriva de la estereoquimica de los
alcaloides, determinada por el andlisis por Cristalografia de Rayos X. Las
técnicas analiticas posibilitan elucidar nuevas estructuras y de esta manera

correlacionar la actividad bioldgica de tales compuestos. (31)

N N N
H;CON H;cOoN H;CON

8-oxo-B-erytroidina a-erytroidina B-erytroidina

Figura. N° 14. Alcaloides elucidados en 1963 por J. R. Hanson.
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3.3.1. Biosintesis

Barton y Cohen (1957) propusieron la primera ruta biosintética para los
alcaloides de Erythrina. En la biosintesis ocurre un acoplamiento fendlico-
oxidativo del precursor (S)-N-nor-protosinomenina conducente a la apertura del
anillo, seguido de la reduccion de la imina generada, produciéndose de esta
manera el intermediario dibenzanonina. Posteriormente, se oxida la
dibenzazonina a difenoquinona, seguido de un ataque intramolecular del

nitrégeno que da lugar a la formacion de erysodienona.

Finalmente, la reduccion del doble enlace y del radical cetona da origen a un
compuesto alquénico, el cual por eliminacion 1,4 de una molécula de agua
produce un alcaloide tipo diénico. Por otro lado se ha demostrado que
Unicamente la erysodienona que contiene el centro quiral (5S) de los alcaloides
naturales, es un precursor de la erytralina y de la a y B-Erytroidina. (Ver Figura
N° 15).

La ruta biosintética que da lugar a la formacién de los alcaloides diénicos:
erysodina, erysovina, erysopina, entre otros, asi como, erytratina y erytralina
tienen como precursor a la erysotina, que es un alcaloide alquénico (Ver Figura
N° 16). Otros han determinado que los alcaloides aromaticos de Erythrina son

los precursores de los alcaloides lactonicos. (Ver Figura N° 17) (31)



Erysodienona \\

Alcaloide Diénico

Alcaloide Alquénico

W
H3CO Erytranina
OH

Figura. N° 15. Ruta de Biosintesis de los alcaloides del género Erythrina.
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HO ‘ HO
N
HsCO — O N
() e
Erysodina

Haco™

(0]
Erysodienona

Hsco™
Erytralina OH Erytratina

Figura. N° 16. Ruta de biosintesis de los alcaloides diénicos.

B-Erytroidina

Figura. N° 17. Ruta de biosintesis de los alcaloides lactonicos.
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3.3.2. Alcaloides del género Erythrina

Varias especies de Erythrina son de uso comun en la medicina tradicional, a
pesar de eso existen muy pocos estudios farmacoldgicos que respalden la
utilizacion de estas plantas de manera adecuada. La mayoria de estas
especies contienen diversos efectos biolégicos que las caracterizan como lo
son los efectos sobre el sistema nervioso central, actividades
anticonvulsivantes, sedantes, hipnéticas y ansioliticas han sido determinadas
mediante ensayos biolégicos en Erythrina velutina, Erythrina mulungu,

Erythina speciosa, Erythrina americana y en Erythrina berteroana. (s3)

El estudio de los alcaloides presentes en este género data desde 1940, cuando
Karl Folkers y Frank Koniuszy aislaron la erysovina de las semillas de Erythrina
berteroana, siendo los primeros en describir los alcaloides presentes en esta
especie. Reportes afirman la presencia de alcaloides del tipo erythrinano en 70
especies de Erythrina, como lo son la 8-oxo-a-erythroidina y 8-oxo-B-
erythroidina (11), alcaloides también aislados por A.S. Chawla de las semillas y

hojas de Erythrina berteroana en 1982.

V. Boekelheide y colaboradores realizaron la caracterizacion de 2 alcaloides, a
y B-erythroidina, estudios realizados pocos afios después de los reportados por
K. Folkers y F. Koniuszy en 1940. K. L. Rinehart estudi6 la composicion de los
alcaloides en las semillas de Erythrina berteroana, mediante cromatografia de
gases reporto igualmente los alcaloides aislados por V. Boekelheide, y también
la erysodina, erysovina, y en menor proporcién la erysopina, erysolina y
erysonina, pero la espectroscopia de masas detectd 11-hidroxiderivados de
erysothina y erythratidina. 2) (Ver Figura N° 18)
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Mas recientemente los alcaloides del erythrinano han sido ampliamente
aislados de diferentes especies del género Erythrina, obteniendo a partir de
estos, importantes actividades farmacoldgicas. A.S. Chawla y A.H. Jackson,
iniciaron desde 1980, un exhaustivo estudio de este tipo de alcaloides
procedentes de varias especies vegetales de distintos géneros y familias,

realizando su aislamiento y determinacion mediante procedimientos especificos.

A continuacién se presentan especies que contienen alcaloides del tipo
erythrinano, aislados por A.S. Chawla y A.H. Jackson en la década de los 80,

que pertenecen a un género diferente al género Erythrina: 12)

- Dysoxylum lenticellare - Hyperbaena columbica
- Cephalotaxus fortunei - Phelline sp.

- Cephalotaxus sinensis - Phelline lucida

- Cephalotaxus hainanensis - Papaver bracteatum

- Cocculus laurifolius - Corydalis claviculata

Algunas de las especies estudiadas por A.S. Chawla y A.H. Jackson del género

Erythrina son: (12

- Erythrina melanacantha - Erythrina berteroana
- Erythrina variegata - Erythrina merilliana
- Erythrina crista-galli - Erythrina lysistemon
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Figura. N° 18. Alcaloides presentes en Erythrina berteroana
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Los alcaloides que se encuentran en mayor proporcion y por lo tanto que
caracteriza a este género son: (Ver Figura N°18) 1)

- a-erytroidina - B- erytroidina
- 8-oxo-a-erytroidina - 8-oxo-B-erytroidina

Estos alcaloides tienen una variedad de propiedades farmacoldgicas entre las
cuales destacan: propiedad sedante, relajante muscular, ansiolitica, bloqueante

neuromuscular y también en ciertos casos con propiedades anticonceptivas. (s3)

Los estudios hechos por A.S. Chawla y A.H. Jackson entre los afios 1983 y
1985 demuestran la presencia de erymelanthina en dos especies vegetales,
Erythrina melanacantha y Erythrina merilliana. El espectro de masas de este
alcaloide indica la presencia de un dieno y de un segundo atomo de nitrdgeno,
su posicion fue deducida mediante efectos NOE y RMN. También se aisl6 un
analogo desmetoxicarboxilado de erymelanthina, siendo elucidada mediante
cromatografia de gases y espectroscopia de masas, presente también en
semillas de Erythrina variegata por lo que se afirma que la erymelanthina
puede estar en varias especies de este género. (Ver Figura N° 19) qs)
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Haco™

Erymelanthina Melanacanthina Analogo descarboxilado de
Melanacanthina

Figura. N° 19. Alcaloides presentes en Erythrina melanacantha y en
Erythrina variegata.

La biosintesis de estos nuevos analogos de la piridina es de gran interés, y es
probable que se presenten por las variantes de la via que conducen a la
produccion de alcaloides lactdnicos a- y B-erytroidina. La oxidacién de la
Erysovina da lugar a la apertura del anillo bencénico, seguida de una

aminacioén directa, resultando el alcaloide: Erymelanthina. (Ver Figura N° 20) (14)

MeO

HO

Haco™ Hyco™

Erysovina Erymelanthina

Figura. N° 20. Biosintesis de Erymelanthina a partir de Erysovina
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La elucidacion de estructuras con un nitrégeno adicional motiva la investigacion
de otras especies que contengan este tipo de alcaloides, es asi como la
erythroculina, protostephanina y un nuevo alcaloide 3-dimetoxi-2a, 3a-
metilendioxierythroculina, se aislaron de Hyperbaena columbica
(Menispermaceae), al mismo tiempo que el estudio de las especies de
Erythrina. De las flores de Erythrina brucei se aisl6 8-oxoerythrinina, ademas
de varios alcaloides ya conocidos, su estructura se deduce comparando datos
espectroscopicos y con transformaciones quimicas observadas en los espectros
RMN. (Ver Figura N° 21) @3

H H
MeO MeO
O N
H,NOC MeO,C N
Haco™ Haco™
H H
Erythroculina 3-dimetoxi-2a,3a-metilenedioxierythroculina

Erythramida

Figura. N° 21. Alcaloides presentes en Hyperbaena columbica

El alcaloide principal en las hojas de Erythrina brucei se ha identificado como
8-oxoerythrinina, compuesto también encontrado en las semillas de Erythrina
chiriquensis, Erythrina lysistemon, Erythrina abyssinica y Erythrina
tahitensis, su estructura fue determinada por 'H y *C RMN, espectrometria de

masas y espectroscopia de gases. (Ver Figura N° 22) a3)
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Hyco™

8-oxo-erythrinina

Figura N° 22. Alcaloide presente en varias especies del género Erythrina.

Otro 8-oxo alcaloide, fue encontrado durante la investigacion de Erythrina
lysistemon, 8-oxo- 11B-metoxierythralina. Durante el mismo estudio y mediante
espectrometria de masas se determinaron las estructuras de 11B-
metoxyerysodina y 11a y 11B-hidroxierysodina, los dos ultimos fueron aislados
por primera vez durante esta investigacion. Realizando una O-metilacién sobre
11B-metoxyerysodina, se obtiene erythristemina, alcaloide ya encontrado

anteriormente en este género. (Ver Figura N° 23) (13

OMe OMe
HO MeO
‘ aN
MeO ~ —_— MeO
Hyco™ Hsco™
11B-metoxierysodina Erythristemina

Figura N° 23. O-metilacion de 113-metoxierysodina
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En 1987, de las semillas de 4 especies de Erythrina, E. brucei, E. cochleata,
E. tholloniana y E. caribaea, por cromatografia de gases y espectrometria de
masas se elucidaron tres alcaloides: erysodina, erysopina y erysovina, en
comparacion con los estudios anteriores de E. brucei que ademas de los
alcaloides anteriores se encontraron la erysotrina, erythratidina y 11-
metoxierythratidina identificados también en E. cochleata la cual es la Unica
especie de las 4 en contener erythravina. Los compuestos mayoritarios de E.
tholloniana son a vy p-erythroidina, también la erysotina. Durante la
investigacion de E. caribaea se aislé un nuevo alcaloide, erythrocarina, que fue
caracterizado como un analogo metilendioxi de los alcaloides diénicos erysolina

y erysonina. (Ver Figura N° 24) (15)

OMe

11-metoxierythratidina Erythratidina Erysotina

Figura N° 24. Alcaloides de E. cochleata y E. brucei

Las partes de la planta que son objeto de investigacion son las hojas, las flores
y las semillas ya que se considera que ahi se encuentran en cantidades
considerables los alcaloides del tipo Erythrinano. Con relacién a la fitoquimica,
se han investigado mas de 83 especies, siendo el género Erythrina el que
constituye una fuente importante de especies usadas por la medicina tradicional

de diversas regiones del mundo para el tratamiento de diversas patologias. (31)
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3.4. Generalidades de métodos de extracciéon, fraccionamiento vy
separacion de productos naturales.

Para la obtencion de principios activos a partir de la droga existen varios

métodos, entre los cuales tenemos:

1. Métodos extractivos a partir de la droga.
2. Métodos hemisintéticos o semisintéticos.

3. Métodos biotecnoldgicos.

El estudio de los productos naturales inician con la seleccién del material

vegetal a estudiar, para ello se toman varios criterios, entre ellos:

- Por sus usos tradicionales.

- Composicion quimica.

- Busqueda de una actividad biol6gica concreta.
- Estudios de especies vegetales venenosas.

- Basada en la combinacion de criterios.

- Seleccibn arbitraria. 37)
Con el fin de mejorar el rendimiento de la extraccion y la reproducibilidad de la
misma hay que someter el material vegetal en estudio a una serie de
operaciones preliminares, como son:

a) ldentificacion botanica del material vegetal: género, especie, origen, etc.

b) Seleccion de la parte vegetal a extraer: hojas, raices, flores, semillas, etc.

c) Inactivacion de los sistemas enziméaticos del vegetal cuando se trabaja

con materiales frescos (hojas y flores), es decir recién recolectados. (37)
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Asi se asegura su integridad evitando procesos de degradacion que

conlleve a la alteracion de los principios activos.

d) Desecacion de las plantas bajo condiciones controladas para evitar la
transformacién quimica de los componentes. El proceso debe de ser

rapido, con temperatura moderada y preferiblemente con aire caliente. (4,

37)

3.4.1. Métodos extractivos a partir de la droga.

Se parte la droga y se realiza un proceso extractivo para aislar los principios

activos. Existen varios métodos, los cuales son:

- Extraccidon mecanica: es una técnica que permite obtener los principios
activos disueltos en los fluidos propios de la planta, los cuales una vez
extraidos se denominan jugos.

- Destilacién: es una técnica que se basa en la volatilidad de los
componentes de la droga, lo cual permite la separacién de componentes

volatiles de otros que no son volatiles.

Se suelen hacer destilaciones por arrastre de vapor o hidrodestilaciones que
facilitan la extraccion de principios activos volatiles. Es un método en el que se
utiliza una fuente de calor, por lo que so6lo es aplicable a principios activos

termoestables. (Ver Figura N° 25) (37)
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Figura N° 25. Aparato de destilacion de arrastre por vapor.

- Extraccion con disolvente: consiste en colocar la droga con un
disolvente capaz de extraer los metabolitos secundarios. Los cuales
deben de pasar de la droga al disolvente de manera que se obtengan un
extracto liquido, que posteriormente se pueden concentrar eliminando la

mayor o menor cantidad de disolvente. (37)

Para que la extraccion con disolventes se lleve a cabo correctamente hay que

tener en cuenta diversos factores:

a. Caracteristicas de la droga: estas deben estar con un grado de
division adecuado para facilitar el maximo contacto entre los

principios activos y el disolvente.

b. Naturaleza del disolvente: principalmente se utilizan extracciones en
mezclas hidroalcohdlicas (agua y etanol, considerados como

solventes universales) (37)
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Se puede utilizar otros solventes organicos como: n-hexano, éter etilico, éter de
petréleo, metanol, propilenglicol, etc. El agua es un buen disolvente de muchos
principios activos de las drogas, pero algunos de estos se hidrolizan en agua.
Por otra parte los extractos acuosos tienen un estabilidad poco duradera una
vez preparados y deben ser obtenidos para su utilizacion en un periodo de

tiempo corto.

a. Temperatura. El aumento de la temperatura favorece la extraccion de
los principios activos porque aumenta su solubilidad en los
disolventes pero a su vez puede favorecer la degradaciéon de dichos
principios activos por lo que es necesario controlarla para conseguir
una maxima extraccidn sin consecuencias indeseables para los
principios activos. En ningun caso se pueden utilizar temperaturas

elevadas para extraer principios activos termolabiles.

b. Tiempo de contacto entre la droga y el disolvente. Depende de las
caracteristicas de la droga (dureza, grado de division, etc.) y de la
naturaleza de los principios activos (volétiles, hidrolizables, oxidables,

etc.).

c.  Control de difusion celular. Una correcta difusién se consigue cuando
la droga ofrece un grado de divisiébn adecuado (mayor superficie de
difusién) y cuando se renueva correctamente el disolvente, se
produce una difusién de los principios activos de la droga hacia el
disolvente manteniéndose una diferencia de concentracion de
principios activos entre la droga y el disolvente, lo cual permite que

se produzca la difusién celular pasiva. (37)
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3.4.1.1. Extraccién discontinua

La droga se pone en contacto con el disolvente por lo que la difusién de los
principios activos se producira en todas direcciones hasta alcanzar el equilibrio.

La extraccion discontinua incluye varios procedimientos de extraccion:

- Maceracion: se utiliza cuando los principios activos son muy solubles y la
estructura de la droga es muy permeable al disolvente, util para la
extraccion de principios activos termoldbiles ya que se trabaja a
temperatura ambiente dejando el material vegetal seco y triturado en

contacto con el disolvente a temperatura ambiente.

Una desventaja de este método es que el proceso es lento, no se consigue
agotamiento total de la muestra y se emplean grandes volumenes de

disolvente. (37,57) (Ver Figura N° 26)

Figura N° 26. Proceso de maceracion

- Reflujo: es un método de extraccion, donde la sustancia se coloca en un
balén y se trabaja a temperaturas de ebullicion. La muestra entra en

contacto directo con la fuente de calor. 37) (Ver Figura N° 27).
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« Reflujo

Figura N° 27. Aparato de reflujo

- Infusién: se trabaja con un disolvente (agua) a temperatura proxima a la
ebullicién, en el que se introduce la droga que se quiere extraer y a

continuacion se deja enfriar el conjunto hasta temperatura ambiente.

- Decoccion: la droga se pone en contacto con el disolvente (agua) y el
conjunto se lleva hasta la temperatura de ebullicion, manteniendo dicha
ebullicion durante unos 10-30 minutos. Una vez enfriado, se filtra y
exprime el residuo. Se aplica generalmente a drogas duras (corteza,
raices, semillas, etc.) en las que resulta dificil el contacto entre los
principios activos y el disolvente debido a sus caracteristicas

histologicas. 37)

Tanto en las infusiones como en las decocciones se utiliza como disolventes
siempre el agua por lo que no resultaran métodos adecuados para extraer
metabolitos secundarios activos hidrolizables. También hay que tomar en
cuenta la poca estabilidad en el tiempo de los extractos acuosos, de ahi la
conveniencia de preparar las infusiones y las decocciones en el momento en

gue se van a utilizar. 37)
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3.4.1.2. Extraccion continua

En este tipo de extraccion el disolvente utilizado se va renovando y actua en
una sola direccién. La droga se pone en contacto con el disolvente adecuado y
en todo momento se mantiene el desequilibrio entre la concentracion de
principio activo en la droga y en el disolvente, para que se produzca una

difusién celular.
Entre los métodos de extraccion continua destacan:

- Percolacion: es un proceso que se realiza a temperatura ambiente. El
disolvente fluye lentamente en contacto con el material vegetal, el cual es
recogido por la parte inferior del percolador. Se puede llegar a la
extraccidn completa de los principios activos con el inconveniente de un

elevado consumo disolvente. (Ver Figura N° 28) (37)

Solvente

Esferas de vidrio

Papel filtro

Tapén de algodon

Llave drenaje

Percolado

Figura N° 28. Aparato de percolacion
- Soxhlet: es un sistema de extraccién sdlido-liquido en el que la

extraccion se realiza en un aparato que consta de un matraz o balon,
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cuerpo extractor y refrigerante. Algunas ventajas de este método se
mencionan: utilizacion voliumenes de disolventes menores, extracciones
exhaustivas y tiempos mas cortos de extraccion. Al utilizar este tipo de
extraccion se debe tomar en cuenta el uso de disolventes de bajo punto

de ebullicién. 37) (Ver Figura N° 29)

Figura N° 29. Aparato Soxhlet
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3.4.2. Métodos de separacion de metabolitos secundarios de la droga

La separacion de los principios activos se puede llevar a cabo por métodos

fisicoquimicos no cromatogréficos o por métodos cromatograficos. (37)

3.4.2.1. Métodos cromatograficos

Consisten en la separacién de los componentes de una mezcla debido a la
diferente velocidad de elucion a través de una fase estacionaria cuando la

mezcla es transportada por una fase movil.

La cromatografia es una técnica que permite la separacién de los componentes

de una mezcla, debido a la influencia de dos efectos contrapuestos:

a) Retencion: efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una fase
estacionaria, que puede ser un sdlido o un liquido anclado a un soporte

solido.

b) Desplazamiento: efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por

una fase movil, que puede ser un liquido o un gas.

La mezcla a separar se deposita sobre la fase estacionaria y la movil atraviesa
el sistema desplazando a los componentes de la mezcla a distinta velocidades,
dependiendo de la magnitud de sus interacciones relativas con ambas fases. La
repeticion sucesiva de las operaciones elementales de retencion vy
desplazamiento a lo largo del sistema cromatografico da lugar a la separacion

de la mezcla original. (37)
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La cromatografia se emplea para conocer y separar los componentes por
diferencia de polaridad de una mezcla y su identificacion.

3.4.2.1.1. Cromatografia en capa fina (CCF)

La cromatografia en capa fina se basa en la preparaciéon de una capa, uniforme,
de un absorbente mantenido sobre una placa, la cual puede ser de vidrio,
aluminio u otro soporte. Los requisitos son un adsorbente, placas, un dispositivo
gue mantenga las placas durante la extension, otro para aplicar la capa de

adsorbente, y una cdmara en la que se desarrollen las placas cubiertas.

La fase movil es liquida y la fase estacionaria consiste en un sélido. La fase
estacionaria sera un componente polar y el eluyente sera por lo general menos
polar que la fase estacionaria, de forma que los componentes que se desplacen
con mayor velocidad seran los menos polares. La mezcla a analizar se deposita
a una pequefa distancia del borde inferior de la placa y se introduce en una
cubeta que contiene la fase movil (eluyente), la cual asciende a lo largo de la
placa por capilaridad, desplazando a los componentes de la mezcla a diferentes

velocidades, lo que provoca su separacion. 37)

Cuando el frente del disolvente se encuentra proximo al extremo superior de la
placa, esta se saca de la cubeta, se deja secar y se procede a la visualizacion

de las manchas. (37) (Ver Figura N° 30)
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Cubeta de
cromatografia
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Figura N° 30. Realizacion de una cromatografia en capa fina

La placa se coloca en una ldmpara de luz UV, con el objetivo de determinar los
grupos cromoforos presentes en las manchas. Se procede luego utilizar un

agente revelador. 2) (Ver Figura N° 31)

Figura N° 31. Procedimiento de la realizacion de la cromatografia en capa

fina.
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3.5. Generalidades del insomnio

El suefio es un estado fisioldgico del que aun se desconocen con exactitud
cudles son sus funciones, aunque sus alteraciones se ven reflejadas en la vigilia
del ser humano. 33 Una de las alteraciones mas frecuentes del suefio es el
insomnio, el cual debe ser considerado como un sintoma y partiendo de esto,
ubicarlo dentro de las distintas condiciones que pueden estar presentes, pues

de ello dependera el tratamiento correcto.

El insomnio es un trastorno del suefio consistente en la imposibilidad para
iniciar o mantener el suefio, o de conseguir una duracion y calidad de suefio
adecuada para restaurar la energia y el estado de vigilia normal. El problema
del insomnio se ha asociado a una disminucion del rendimiento laboral y un
incremento de la tasa de accidentes de automovil y una mayor propension a

padecer enfermedades.

La clasificacién de enfermedades de la OMS, en su décima revision, requiere
para el diagnéstico de insomnio que la dificultad para iniciar o mantener el
suefio, o no tener un suefo reparador, dure al menos un mes y que, ademas,
se acompafie de fatiga diurna, sensacion de malestar personal significativo y

deterioro social, laboral o de otras areas importantes de la actividad personal.

Los trastornos del suefio son un motivo de consulta frecuente, tanto en
medicina general como en psiquiatria. Mas del 50% de los pacientes de
atencion primaria se quejan de insomnio si se les pregunta por el suefo, pero
so6lo el 30% lo mencionan a su médico de cabecera por iniciativa propia y solo
el 5% acuden al médico con el objeto principal de recibir tratamiento para este
problema. Se estima que de un 10% a un 15 % de la poblacién adulta padece

insomnio cronico. (ss)
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El resultado de numerosos estudios de pacientes con insomnio permite concluir
que en la mayoria de los casos el insomnio es un sintoma de un trastorno

subyacente mas que una enfermedad en si misma.

Existe una relacion estrecha y bidireccional entre una persona sana y un suefio
normal, debido a que el suefio cumple diversas funciones fisiologicas
necesarias para la salud del individuo. Entre estas funciones estad la de
restaurar la homeostasis del Sistema Nervioso Central (SNC) y del resto de los
tejidos, restablecer los almacenes de energia celular (ATP) y el

almacenamiento y conservacion de los datos en la memoria.

El suefio normal se compone de dos tipos de sueiio: REM y No REM (Ver
Figura N° 32) este Ultimo se compone a su vez en cuatro fases, cada una
progresivamente mas profunda. Se comienza la noche con la fase | del suefio
No REM, pasando a otras fases hasta llegar a la fase 4 en la que la capacidad
de respuesta a los estimulos ambientales es menor, siendo mas dificil el
despertar, de manera que si nos despertamos en esta fase nos encontramos
desorientados, aturdidos, raramente recordamos los suefios y facilmente
volvemos a quedar dormidos. Durante este suefio No REM la actividad neuronal
disminuye un 50% debido a la disminucion del flujo sanguineo cerebral. Las
ondas del EEG son lentas y sincronizadas y la actividad colinérgica,

noradrenérgica y serotoninérgica cerebral estan disminuidas. (34, ss)

La primera fase del suefio REM ocurre, como media, a los 90 minutos tras el
inicio del suefio, y se debe a la brusca activacion de las neuronas colinérgicas,
gue estimulan el cortex visual y las areas limbicas del cerebro. En esta fase del
suefio el cuerpo es muy poco sensible a los estimulos externos y las
motoneuronas de la médula espinal quedan como anestesiadas, mientras el

pedunculo cerebral produce ondas ponto-geniculo-occipitales que activan el
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ndacleo geniculado y éste, a su vez, estimula el cértex visual produciendo

imagenes. (34, 58)

— NOREM —

fase1 fasez2 fase3 fase4q

L sueiio IigneroJ L suefio pmfundﬂaJ

Figura N° 32. Fases del suefio tipo REM y NO REM.

Durante el suefio REM mientras que el sistema colinérgico esta activo el
serotoninérgico permanece quiescente, y el EEG registra una actividad cerebral
parecida a la del estado de vigilia (elevada frecuencia y escasa amplitud de

ondas).

Con la edad, la estructura y el tiempo del suefio varian. Un recién nacido
duerme aproximadamente 18 horas, un adulto joven de 7,5 a 8 horas y un
anciano alrededor de 6,5 horas. En el recién nacido la fase REM ocupa mas de
un 50% del tiempo total del suefio, mientras que en el anciano ocupa tan solo
un 20%. De la tercera a la sexta década de la vida se produce una disminucién
gradual de la calidad del suefio, que se vuelve mas fragmentado y superficial,
se dan mas cambios de fases del suefio y desaparece gradualmente el suefio

de ondas lentas. 33)
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3.5.1. Diagnostico del insomnio

El diagnostico se basa en una cuidadosa historia de los habitos del suefio,
apoyada por un registro del suefio realizado por el propio paciente y por la

informacion aportada por la pareja o familiar.
Duracién:

— Transitorio (menos 7 dias)

— Corta duracion (1 a 3 semanas)

— Cronico (mas de 3 semanas)

Gravedad: segun la repercusion o consecuencias en el estado de vigilia. (34)

Naturaleza

— Insomnio de conciliacién

— Insomnio de mantenimiento
— Insomnio de despertar precoz

— Insomnio global
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El estudio polisomnografico es la técnica mas empleada para el estudio del
suefio por la rigueza de informacion que aporta. Se registra durante toda la
noche la actividad eléctrica cerebral, los movimientos oculares, tono muscular,
fluo de aire de cada respiracibn y movimientos respiratorios de torax y
abdomen. Este registro se representa mediante el hipnograma. Los estudios
polisomnograficos realizados en pacientes con insomnio muestran alteraciones
en la estructura del suefio (aumento de la latencia de suefio, frecuentes

despertares) y reduccion de la cantidad total de suefio. (ss)

Sin embargo, no siempre se da una correlacion positiva entre los parametros
polisomnograficos y la experiencia subjetiva del suefio en estos pacientes;
algunos de ellos con una estructura del suefio alterada tienen la sensacion de
dormir bien. Esto ocurre en pacientes que duermen con benzodiacepinas (que
suprimen la fase REM) y pacientes con apneas del suefio (que no duermen
suefio REM). Y viceversa, pacientes que no presentan una alteracion de la
estructura del suefio por el contrario, si tienen una percepcién negativa de su
dormir. s8) Por eso la polisomnografia se considera una prueba complementaria
de la historia clinica y no una prueba diagnéstica. Hoy en dia se emplea sobre
todo cuando existe sospecha de padecer un sindrome de apneas obstructivas

del suefo. (34, 58)

La actigrafia esté indicada en el insomnio crénico y en las alteraciones del ritmo
suefo-vigilia. Se lleva a cabo mediante un velocimetro que colocado en la
mufieca registra los movimientos del brazo durante 2-14 dias seguidos. Los
movimientos son procesados mediante algoritmos matematicos, obteniendo un
registro de la actividad circadiana del paciente. Cuando no registra movimiento
el paciente esta4 dormido, por tanto se trata de una prueba indirecta para medir

la cantidad de suefio. (ss)
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3.5.2. Clasificacion del insomnio

Existen multiples clasificaciones de los trastornos del suefio y por lo tanto del
insomnio. Segun sus causas el insomnio se clasifica como extrinseco e
intrinseco; la diferencia entre ambos es que un insomnio extrinseco es debido a
factores ambientales tales como problemas con la higiene del suefio, abuso de
sustancias, situaciones de estrés y un insomnio intrinseco es debido a factores
personales como el insomnio psicofisiolégico, insomnio primario o idiopatico,
apneas obstructivas del suefio, sindrome de las piernas inquietas y alteracion

del ritmo circadiano. (34, 58, 63)

El insomnio se puede clasificar segun su origen de la siguiente manera:

- Insomnio relacionado con una enfermedad organica (insomnio organico).
- Insomnio relacionado con trastornos mentales (insomnio no organico).

- Insomnio no relacionado con otras enfermedades (insomnio primario).

Segun la duracion el insomnio se clasifica asi:

a) Insomnio transitorio. Algunos factores que influyen pueden ser:
- Cambio ambiental del suefio

- Estrés situacional

- Enfermedad médica aguda

- Cambio de turno de trabajo. (ss)

b) Insomnio de corta duracién. Duraciébn de menos de tres semanas. Se
desencadena en situaciones de estrés o de cambio vivencial:
hospitalizacion, trauma emocional, dolor, vivir en altitud, casamiento,

divorcio, cambio de residencia, reaccion de duelo, etc.
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¢) Insomnio cronico. Debido a enfermedad fisica o psiquiatrica cronica. (ss)

3.5.3. Insomnio asociado a enfermedades neuroldgicas

La epilepsia se acomparfa de un aumento de la latencia del suefio, del niumero
y la duracion de los despertares, de la duracion de las fases 1 y 2 del suefio, y

de una disminucién o fragmentacion del suefio REM.

En la enfermedad de Parkinson las alteraciones mas frecuentes son un
aumento de la latencia del suefio, fragmentacion del suefio, despertares
frecuentes y un periodo de vigilia nocturna de un 40% de la noche. Estos
trastornos del suefio aparecen en un 75% de los pacientes de estos pacientes.
En las demencias se produce también un incremento de la latencia del suefio y

del nimero de despertares. (33)

En la enfermedad de Alzheimer, a medida que se agrava, el ritmo circadiano
pierde su ritmicidad y se hace polifasico dando lugar al llamado sindrome del
anochecer o fendmenos de la puesta de sol (episodios de confusion
vespertinos) acompafnados de un incremento de la vigilia durante la noche e

hipersomnia diurna. (ss)

3.5.4. Tratamiento del insomnio

El tratamiento del insomnio debe basarse en su origen, su severidad y su
duracion. Debido a que la mayoria de los insomnios son secundarios a alguna
enfermedad, la clave de su tratamiento esta en resolver dicha causa. Mientras
se trata la causa se puede mejorar el suefio con medidas psicolégicas y

farmacolodgicas. (s8)
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Si bien es cierto que la adopcion de unas sencillas medidas higiénico-dietéticas
puede mejorar el tiempo y la calidad del descanso nocturno, en otros muchos
casos se hace necesaria una intervencion farmacologica, mediante la
administracion de farmacos que o bien corrijan factores tales como el estado de

ansiedad o estrés o bien se comporten como inductores del suefio. (ss)

3.5.4.1. Tratamiento no farmacoldgico

El tratamiento no farmacoldgico tiene algunas ventajas con respecto al
farmacoldgico: es mas econoémico, presenta menos efectos secundarios, el
paciente es protagonista activo de su mejoria y a largo plazo, cuando es eficaz,

tiene menos riesgo de recaidas.

Tiene el inconveniente de ser mas dificil de poner en practica ya que requiere
cambios en los habitos de vida exigen mayor dedicacién por parte de los
médicos y son pocos los terapeutas que dominan estas técnicas; es mas
sencillo y efectivo a corto plazo prescribir un hipnético que persuadir al paciente
de lo beneficiosos que son a largo plazo los cambios de habitos. 3)

En muchas ocasiones conviene apoyarse temporalmente en los farmacos
mientras se ensefia a poner en practica el tratamiento conductual escogido, de
hecho los mejores resultados se han obtenido con la aplicacion conjunta de

medidas psicoldgicas y farmacoldgicas. (33)
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3.5.4.2. Tratamiento farmacoldgico

Desde la antigledad se han venido usando diferentes sustancias quimicas
obtenidas de plantas para inducir y mantener el suefio. Las méas frecuentes son
los extractos de plantas (valeriana, tila, pasiflora y opioides); algunas personas
han acudido también a otro tipo de terapias como la homeopatia y productos
“naturales” algunos de estos son sustancias que siguen siendo utilizadas con
eficacia en el insomnio agudo de caracter transitorio, situacional y
psicofisioldgico, pero la mayoria de ellas pierden su eficacia en poco tiempo

cuando se toman de modo continuado. (ss)

Los barbitiricos hasta hace unas décadas fueron los farmacos mas usados
para combatir todos los tipos de insomnio. Debido a los numerosos casos de
abuso, dependencia y suicidios con sobredosis se han dejado de usar como

hipnéticos y estan contraindicados en la actualidad.

Las benzodiacepinas (BZD) son agonistas no selectivos del complejo GABA.
Han reemplazado a los barbitdricos como los hipnéticos de primera eleccion.
Aunque son muy eficaces y de amplio uso en la actualidad, alteran la estructura
del suefio disminuyendo el suefio REM y producen efectos secundarios
significativos, a la vez que tolerancia y dependencia. Se deben emplear con
precaucion en algunos pacientes y conviene conocer bien cudles son las

contraindicaciones absolutas y relativas de estos farmacos. (63)

Los hipnoticos no benzodiacepinicos son agonistas selectivos del complejo
GABA. Los huenos resultados que estan mostrando, tanto en eficacia como en

tolerancia, ha hecho que estén siendo indicados como hipnéticos de primera
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eleccion, sobre todo en los casos de insomnio agudo pues en los insomnios

cronicos graves no tienen tanta eficacia. (s3)

El insomnio es la alteracion del suefio mas frecuente. Su incidencia en la
poblacion es alta y deteriora notablemente la calidad de vida de las personas
que lo padecen, con repercusiones negativas en su actividad familiar, laboral y
social. Se asocia a muchas enfermedades médicas y psiquiatricas siendo un
factor predictivo de la enfermedad. 63) A pesar de su relevancia clinica y de su
sencillo manejo, pasa con frecuencia inadvertido para los médicos a los que la
falta de tiempo, de informaciébn o de recursos les impide un tratamiento

adecuado del mismo. (ss)

En los Ultimos afios estdn apareciendo Unidades del Suefio en centros
hospitalarios, integradas por especialistas de varias especialidades
(neurofisiélogos, neurdlogos, neumdlogos, otorrinolaringdlogos, psiquiatras,
endocrinos, enfermeras, etc.) con el objetivo de un abordaje mas profundo y

global de la patologia del suefio. (3)

3.6. Generalidades de la ansiedad

El mundo actual implica una época de grandes cambios, con ritmos de vida
enormemente acelerado, mayor demanda de competencia y especializacion.
Este entorno exige a las personas mayor grado de autonomia, flexibilidad,
capacidad de iniciativa, seguridad en si mismo y capacidad para moldearse a
situaciones nuevas, precisamente las contrariedades y exigencias que
cotidianamente debe enfrentar el hombre propician estar sometido a muchos

momentos de angustia. (33)
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3.6.1. Origen de la palabra ansiedad

El término ansiedad, proviene del latin "anxietas", que significa congoja o
afliccion. Consiste en un estado de malestar psicofisico caracterizado por una
sensacién de inquietud, intranquilidad, inseguridad o desosiego ante lo que se
vivencia como una amenaza inminente y de causa indefinida. La diferencia
basica entre la ansiedad normal y la patologica, es que ésta Ultima se basa en

una valoracion irreal o distorsionada de la amenaza.

La angustia es una manifestacion emocional caracterizada por un temor a lo
desconocido o a lo amenazante. Este temor se contrapone al miedo, que es un
temor a algo concreto y definido (objeto o situacién). Cuando la ansiedad es
muy severa y aguda, puede llegar a paralizar al individuo, transformandose en

panico. (33)

Segun su origen, la angustia puede presentarse de diferentes maneras. Existe
una angustia que puede ser considerada normal, pues aparece frente a
diversos estimulos estresantes, que implican una amenaza real e imponen un
desafio. Si, por el contrario, la valoracibn de una amenaza es errénea o
distorsionada o el estimulo es imaginario, se genera una angustia que tiende a
persistir, transformandose en anormal o patoldgica. Es decir que, la angustia
normal se basa en preocupaciones presentes o del futuro inmediato y
desaparece al resolver los problemas la angustia patolégica, antes llamada
neurética, es de medida y persistente, planeando un futuro incierto o
amenazante y va restringiendo la autonomia y desarrollo personal de quien la

sufre. 3)
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3.6.2. Principales sintomas de la ansiedad

Los sintomas caracteristicos de los Trastornos de Ansiedad difieren de los
sentimientos habituales de nerviosismo e inquietud en que se manifiestan
externamente como reacciones desproporcionadas y/o injustificadas ante
estimulos o situaciones ambientales cotidianas, reacciones que escapan del
control voluntario de la persona, tienen un caracter intenso y recurrente,
generan incomodidad y malestar e interfieren significativa y negativamente en la

vida de la persona en multiples niveles.

El Panorama de respuestas de ansiedad han sido agrupadas en tres sistemas
de respuesta humana: sintomas subjetivos, cognitivos o de pensamiento, y
dentro de estos se hace referencia a dos tipos: sintomas de preocupacion y

sintomas motores u observables. (63)

1. Preocupacioén

- Inseguridad.

- Miedo o temor.

- Aprension.

- Pensamientos negativos (inferioridad, incapacidad).
- Anticipacion de peligro o amenaza.

- Dificultad de concentracion.

- Dificultad para la toma de decisiones.

- Sensacién general de desorganizacion o pérdida de control sobre el ambiente.

2. Motores u observables
- Hiperactividad.
- Paralizacién motora.

- Movimientos torpes y desorganizados. (63)
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- Tartamudeo y otras dificultades de expresion verbal.

- Sintomas cardiovasculares: palpitaciones, pulso rapido, tensién arterial alta y
accesos de calor.

- Sintomas respiratorios: sensacion de sofoco, ahogo, respiracion rapida y
superficial y opresion toracica.

- Sintomas gastrointestinales: nduseas, vomitos, diarrea, aerofagia y molestias
digestivas.

- Sintomas genitourinarios: micciones frecuentes, enuresis, eyaculacion precoz
y frigidez, impotencia.

- Sintomas neuromusculares: tension muscular, temblor, hormigueo, dolor de
cabeza tensional y fatiga excesiva.

- Sintomas neurovegetativos: sequedad de boca, sudoracidn excesiva y

mareos. (63)

3.6.3. Clasificacion de los tipos de trastornos de ansiedad

1. Trastorno de ansiedad por la separacion: Es la ansiedad excesiva por
la separacion del nifio del hogar o de aquellos a quienes el nifio esta

ligado.

La persona puede desarrollar una preocupacion excesiva al punto de que
puede ponerse reacio o negarse a ir a la escuela, estar solo o dormir solo. Las
pesadillas repetitivas y las quejas acerca de sintomas fisicos (tales como el

dolor de cabeza, dolor de estbmago, nausea o vomitos) pueden ocurrir.

2. El Trastorno de ansiedad generalizada: Es la ansiedad excesiva y
preocupacion sobre los eventos o actividades, tal como el asistir a la

escuela o trabajo. (63)
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Las personas con trastorno de ansiedad generalizada (TAG) pasan el dia llenas
de preocupaciones y tensiones exageradas, incluso cuando hay poco o nada
que las provoque. Tales personas esperan desastres y estan demasiado
preocupadas por asuntos de salud, dinero, problemas familiares, o dificultades
laborales. En ocasiones, el simple pensamiento de como pasar el dia produce

ansiedad.

3. El trastorno de péanico: Es la presencia recurrente e inesperada de
ataques de panico y preocupaciones persistentes acerca de tener los

ataques.

Los ataques de panico se refieren a la ocurrencia repentina de temores
intensos, miedo o terror, a menudo asociados con sentimientos de desgracia
inminente. También puede sentirse corto de respiracién, con palpitaciones,
dolor de pecho o incomodidad, sensaciones de ahogo y asfixia y el temor de

"volverse loco" o perder el control.

4. Las fobias: Son los temores persistentes e irracionales de un objeto

especifico, actividad o situacion. (3)

3.6.3.1. Trastorno de ansiedad generalizada (TAG)

El TAG se diagnostica cuando una persona se preocupa excesivamente acerca
de diversos problemas de la vida diaria durante por lo menos seis meses. Las
personas con TAG parecen incapaces de liberarse de sus preocupaciones, a
pesar de que usualmente son conscientes de que su ansiedad es mas intensa
de lo que amerita la situacién, no se pueden relajar, se asustan con facilidad, y

tienen dificultades para concentrarse. (33, 63)
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Los sintomas fisicos que con frecuencia acompafian la ansiedad incluyen fatiga,
dolores de cabeza, tensiones musculares, dolores musculares, dificultad para
tragar, temblores, tics nerviosos, irritabilidad, transpiracion, nauseas, mareos,
necesidad de ir al bafo con frecuencia, sensaciéon de falta de aire, con
frecuencia tienen problemas para dormir 0 mantenerse dormidas y repentinos

acaloramientos.

Cuando sus niveles de ansiedad son moderados, las personas con TAG
pueden funcionar socialmente y mantener un trabajo, aunque no evitan ciertas
situaciones como resultado de su trastorno, pueden tener dificultades para
llevar a cabo las actividades mas sencillas de la vida diaria si su ansiedad es

grave.

El trastorno se desarrolla gradualmente y puede comenzar en cualquier punto
del ciclo de vida, aunque los afios de mayor riesgo son aquéllos entre la
infancia y la mediana edad. Otros trastornos de ansiedad, depresion, o abuso
de sustancias, pueden acompafiar el TAG, el cual rara vez ocurre por si solo.
Normalmente se trata con medicacion o con terapia cognitiva-conductual, pero
las enfermedades coexistentes también deben ser tratadas con las terapias

apropiadas. (63)

3.6.4. Tratamiento para los trastornos de ansiedad

En general, los trastornos de ansiedad se tratan con medicacion, tipos
especificos de psicoterapia, 0 ambos. Antes de comenzar un tratamiento, un
médico debe realizar una evaluacion diagnostica cuidadosamente para
determinar si los sintomas de una persona son causados por un trastorno de

ansiedad o por un problema fisico, si se diagnostica un trastorno de ansiedad,
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el tipo de trastorno o la combinacién de trastornos presentes deben
identificarse, al igual que cualquier enfermedad coexistente, tales como

depresion o abuso de sustancias. (63)

En ocasiones, el alcoholismo, la depresion, u otras enfermedades coexistentes
tienen un efecto tan fuerte sobre el individuo, que el tratamiento del trastorno de
ansiedad debe esperar hasta que las enfermedades coexistentes queden bajo

control.

Las personas con trastornos de ansiedad que ya hayan recibido tratamiento
deben informar en detalle a su respectivo médico acerca de tal tratamiento, si
estas personas recibieron medicamentos, deben informar qué medicacion se
utilizé, qué dosis se uso al comienzo del tratamiento, si la dosis se aumentod o
disminuy6 durante el tratamiento, qué efectos secundarios se presentaron, y si
el tratamiento les ayudd a reducir la ansiedad. En caso de que hubiesen
recibido psicoterapia, deben describir el tipo de terapia, con qué frecuencia

asistieron a sesiones, y si la terapia fue util.

Con frecuencia, las personas creen que han “fallado” un tratamiento o que el
tratamiento no les funciond, cuando, en realidad, el tratamiento no se suministrg
por un periodo adecuado de tiempo o fue administrado incorrectamente, en
ocasiones, las personas deben tratar varios tipos diferentes de tratamientos, o
combinaciones de los mismos, antes de que puedan encontrar uno que les

funcione. 3)
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3.6.4.1. Medicamentos ansioliticos

Las benzodiazepinas combaten la ansiedad y producen pocos efectos
secundarios con la excepcion de somnolencia (tener suefio), debido a que las
personas se pueden acostumbrar a éstas y pueden necesitar dosis
progresivamente mas altas para obtener el mismo efecto, generalmente se
prescriben por cortos periodos de tiempo, en especial para personas que han
abusado de drogas o alcohol o que con facilidad se vuelven dependientes a la
medicacion. Una excepcion a esta regla son las personas que padecen de
trastorno de panico, quienes pueden tomar benzodiazepinas por hasta un afo

sin que se produzcan dafios.

El clonazepam (Klonopin®) se usa para la fobia social y el TAG, el lorazepam
(Ativan®) es utilizado para el trastorno de panico, y el alprazolam (Xanax®) es

utilizado tanto para el trastorno de panico como para el TAG.

Algunas personas pueden experimentar sintomas de abstinencia si dejan de
tomar abruptamente las benzodiazepinas, en vez de reducirlas
progresivamente, y la ansiedad puede volver una vez que se deja la
medicacién. La buspirona (Buspar®), una azapirona, es un medicamento
ansiolitco mas nuevo que se usa para el tratamiento del TAG. Entre los
posibles efectos secundarios incluyen mareos, dolores de cabeza, y nduseas, a
diferencia de las benzodiazepinas, la buspirona se debe tomar
consistentemente por lo menos durante dos semanas para lograr un efecto

ansiolitico. 3)
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3.7. Métodos de ensayo en toxicologia

La mayoria de los estudios mecanicistas inicia con una descripcion toxicoldgica
referida a animales o a observaciones clinicas en humanos. Idealmente, los
estudios con animales comprenden cuidadosas observaciones clinicas y de
comportamiento un minucioso examen bioquimico de los elementos de la
sangre y la orina en busca de signos de deterioro funcional en los principales
sistemas bioldgicos del cuerpo, y una evaluacion post-mortem de todos los

sistemas organicos mediante un examen microscopico para comprobar la lesion
(43)

Comprender los mecanismos de la toxicidad es el arte y la ciencia de la
observacion, de la creatividad en la seleccion de técnicas para ensayar diversas
hipétesis, y de la integracion innovadora de signos y sintomas en una relacion
causal. Los estudios se inician con la exposicion haciendo un seguimiento de la
distribucion temporal y el destino en el organismo (farmacocinética) para luego

medir el efecto toxico resultante a nivel del sistema y de dosis. (52)
3.8. Uso de animales de experimentacion

El animal de experimentacion es una de las piezas fundamentales en la
biomedicina tanto en los proyectos de investigacion como en las pruebas
diagnosticas y en los controles de productos farmacolégicos. La ciencia de
animales de laboratorio fue creada para ayudar a la comunidad cientifica a
mejorar todos los aspectos concernientes a la experimentacién animal. Cabe
destacar que el nimero de animales utilizados debe ser el minimo necesario
para poder evaluar la hipotesis y dar resultados estadisticamente utiles. Por lo
tanto podemos resumir que la ciencia de los animales de laboratorio se ocupa
simultdneamente de mejorar la investigacion biomédica y de asegurar el

bienestar animal. @3)
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La experimentacion animal es hoy en dia una actividad bésica de la ciencia
médica ya que los resultados encontrados en los animales son parcialmente
aplicables al hombre; el uso del animal como fuente de conocimientos
experimentales tiene ya una larga tradicion; toda la moderna farmacologia,
fisiologia, la toxicologia y la psicologia, solo por mencionar algunas disciplinas
de evidente aplicacion, que se han basado en someter animales a experimentos
0 en observar la ocurrencia espontanea de fendmenos en ellos. 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 microbioldgicos. 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 generacién 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. (23)
3.9. Raton de laboratorio

El ratén de laboratorio es un roedor usualmente de la especie Mus musculus
que se utiliza para la investigacion cientifica con frecuencia los ratones de
laboratorio son blancos los cuales deben pertenecer a una cepa pura 0
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. (3)
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Las caracteristicas que han hecho del raton de laboratorio el modelo bioldgico y

biomédico més utilizado en las investigaciones cientificas son:

3.10.

N o o bk bR

Facil manejo

Tamafio apropiado para la crianza y manipulacion

No requieren demasiados cuidados

Tienen un sistema inmune similar al de los seres humanos

Tienen un alto nivel de crias

Poseen un breve periodo de gestacion y rapido destete

Las hembras producen un numero de O6vulos los cuales al ser
fecundados son muy resistentes

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

similar a los humanos diploide. (43)

Lineamientos para pruebas de productos quimicos de la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémico
(OCDE).

Se trata de un conjunto de normativas que llevan actualizandose desde hace

mas de 20 afios, entre sus funciones, podriamos destacar en primer lugar, la

acreditacion de los laboratorios que cumplen una serie de caracteristicas para

poder llevar a cabo en ellos la experimentacion de productos quimicos o

farmacéuticos segun las buenas practicas de laboratorio (BPL). Y, en segundo

lugar, especifican cdmo se han de realizar dichas pruebas de productos

guimicos o farmacéuticos; estas especificaciones estdn minuciosamente

detalladas, de modo que no dejan lugar a la improvisacion. (s1)
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Las normas o lineamientos de OCDE son una coleccion de los métodos mas
relevantes usados internacionalmente, procedimientos acordados por el
gobierno, la industria y laboratorios independientes para determinar la
seguridad de productos quimicos y farmacéuticos, incluyendo pesticidas y
productos quimicos industriales, las cuales incluyen pruebas para las
propiedades fisicas y quimicas de productos quimicos, pruebas que puedan
sefalar efectos de salud humana, ambientales, la degradacion y su

acumulacion en el entorno.

Probablemente, un protocolo realizado segun la normativa BPL sea lo mas
sencillo de revisar por un Comité de Etica de Experimentacion Animal, aunque
obliga a bastante trabajo por sus requisitos de calibracion, limpieza, etc., de los
equipos. Pueden encontrarse las normativas concretas para la realizacion de la
experimentacion animal, por mencionar las de empleo mas frecuente: la
Guideline 420: Acute Oral Toxicity Fixed Dose Procedure48, la Guideline 423:
Acute Oral Toxicity - Acute Toxic Class Method y la Guideline 425: Acute Oral
Toxicity 51). Las revisiones de estas guias son constantes, y tienden a afinar
progresivamente en los principios éticos que hemos mencionado anteriormente:
minimizar el sufrimiento de los animales, disminuir el nimero de animales y

emplear sistemas alternativos igualmente fiables. (s1)

3.10.1. Toxicidad aguda oral

Las pruebas de laboratorio deben considerar toda la informacion disponible
sobre la sustancia de prueba antes de iniciar el estudio. Tal informacion incluira
la identidad y la estructura quimica de la sustancia; sus propiedades
fisicoquimicas; el resultado in vivo o la toxicidad in vitro, datos toxicologicos

sobre las sustancias estructuralmente relacionadas; y el empleo esperado de la
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sustancia. Esta informacién es necesaria para la proteccion del bienestar y

salud humana y ayudara en la seleccion de la dosis inicial apropiada.

El principio de estos lineamientos esta basado en un procedimiento gradual con
el empleo de un nimero minimo de animales por paso, la informacion final
obtenida sobre la toxicidad aguda de la sustancia ensayada es suficiente para
permitir su clasificacién. La sustancia es administrada oralmente a un grupo de
animales experimentales en una de las dosis definidas. La ausencia o la
presencia de mortalidad de los animales medicados en un paso determinaran el

siguiente paso. (s0)

3.10.1.1. Prueba limite aguda

La Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE),
determina que la prueba limite es usada principalmente en situaciones donde el
investigador tiene la informacion que indica que el material de prueba
probablemente sea no téxico, es decir, la sustancia de ensayo posee una
toxicidad por encima de la dosis de limite permitida. La Informacion sobre la
toxicidad del material de prueba puede ser obtenida del conocimiento sobre
compuestos similares probados o mezclas similares y la cantidad de sustancia

necesaria para causar un efecto toxicolégico.

Una prueba limite aguda de 2000 mg/kg de peso corporal puede ser realizada
con seis animales; si existe mortalidad relacionada con la sustancia de prueba,

se debe realizar la prueba con la dosis inmediata inferior. (s0) (Ver anexo N°2)
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3.10.2. Toxicidad sub-aguda oral por administracion continua (28 dias) via
oral

El principio de este procedimiento consiste en la administracion oral de la
sustancia de ensayo a varios grupos de animales experimentales durante el
periodo de 28 dias. Durante el periodo de administracion los animales son
observados cada dia para poder observar los signos de toxicidad. Los animales
que mueren durante la prueba son evaluados mediante una necropsia y para
clasificar la sustancia es necesario evaluar a los animales sobrevivientes, los
cuales son sacrificados para poder ser examinados internamente y asi poder

observar posibles efectos téxicos de la sustancia administrada. (s1)

3.10.2.1. Prueba limite sub-aguda

Generalmente, cuando se obtiene informacion sobre la sustancia de ensayo, se
realiza una prueba a una dosis de 1000 mg/kg de peso corporal, si ho produce
efectos toxicos observables y si estudios anteriores revelan un bajo nivel de
toxicidad de compuestos estructuralmente relacionados, entonces un estudio

una prueba limite 2000 mg/Kg puede ser ejecutada. 1) (Anexo N° 2)

3.11. Pruebas para evaluar la actividad ansiolitica en ratones

Uno de los recursos cientificos para corroborar el sustento biolégico del efecto
de la medicina tradicional, es recurrir al uso de pruebas en modelos animales
sensibles de manifestar modificaciones de conducta en el sujeto de estudio, al

administrarle sustancias con efecto ansiolitico.

Durante los ultimos 50 afios, se ha desarrollado un gran nimero de pruebas en
animales para identificar compuestos que potencialmente tienen actividad

ansiolitica. (ss)
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Asimismo, se han hecho utilizando agonistas, antagonistas o ambos, de
receptores de los sistemas de neurotransmisores que participan en este
proceso, para identificar el mecanismo neuronal por el cual logran este efecto.
El utilizar modelos de ansiedad con ratones, ofrece la ventaja de ensayar en
ellos diversas técnicas experimentales que en los seres humanos no seria
posible. Cuando se exploran extractos y alcaloides (sustancias en estudio) que
se extraen de los diferentes érganos de las plantas, por lo regular dichas
sustancias se obtienen en cantidades pequefias y el utilizar ratones permite el

Optimo empleo de este recurso. (ss)

3.11.1. Pruebas no condicionadas

Las pruebas en roedores se pueden clasificar en condicionadas y no
condicionadas. Las primeras requieren necesariamente del entrenamiento
exhaustivo de los animales, que son expuestos a estimulos no habituales para
determinar efectos sobre la memoria/ aprendizaje, el apetito o la funciéon

perceptual. (s5)

Por el contrario, las pruebas no condicionadas no requieren de entrenamiento,
por lo que son menos sensibles a procesos motivacionales y se basan en
respuestas espontdneas de la conducta del raton; éstas han permitido el
desarrollo de una serie de paradigmas basados en la observacion de una
variedad de conductas del roedor y la mayoria de los procedimientos
conductuales para el estudio farmacolégico de la ansiedad se basan en este

tipo de pruebas.

Entre las pruebas de mayor uso se encuentran: la de campo abierto, laberinto
elevado, de la caja luz/oscuridad, de choque/enterramiento, de enterramiento

de canicas y la plataforma agujereada. (s5)
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El laberinto elevado es un modelo vélido para evaluar la ansiedad, porque
utiliza estimulos naturales, miedo a los espacios abiertos y miedo caminar sobre
una plataforma elevada y relativamente estrecha, que inducen ansiedad en los
humanos; también se considera que el miedo que genera en los roedores se
debe a la falta de estimulos tigmotécticos. Originalmente desarrollada con ratas,
en la actualidad se ha valido su uso con ratones. La disminucion de la actividad
exploratoria es causada por miedo a los espacios abiertos y el uso de

compuestos ansioliticos incrementa esta actividad.

La prueba de enterramiento de canicas consiste en contabilizar el nUmero de
canicas que el ratén entierra en el aserrin durante un periodo de 30 minutos.
Los roedores usan el material de su caja para enterrar los objetos que
consideran nocivos o amenazantes; sobre esta base, las canicas de vidrio se
encuentran entre los estimulos que les ocasiona miedo y aversion. Esto podria
ser resultado de la novedad que estos objetos representan en su medio
ambiente y el entierro de las canicas se veria como la conducta apropiada

porque quita la fuente del estimulo que causa aversion. (ss)

La inhibicion de esta conducta ha sido propuesta como prueba para identificar
compuestos ansioliticos Alternativamente, se ha propuesto que el enterramiento
es una conducta compulsiva, porque los inhibidores de la recaptura de
serotonina que se utilizan para tratar la alteraciébn obsesivo-compulsiva en

humanos inhiben esta conducta.

La prueba de la plataforma agujereada fue introducida en 1962 por Boisser y
Simoén, donde el uso de esta prueba para evaluar sustancias ansioliticas se
basa en la hip6tesis de Montgomery (1955) de que la exposicion a un nuevo
ambiente le crea al raton un conflicto entre el temor generado por la novedad de

la situacion y su tendencia natural a explorar. (s5)
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El ensayo se hace colocando el animal en el centro de la plataforma y se evalla
la actividad registrando el nimero de veces que el animal espia (headdipping)
los orificios. Se considera “espiar” cuando el ratén introduce la cabeza dentro de
los agujeros hasta las orejas. EI nUumero de exploraciones guarda una relacion
inversa con el estado de ansiedad del animal; los compuestos ansioliticos,
como las benzodiacepinas, incrementan de manera dependiente de la dosis, el

namero y la duracién de las espiadas a los orificios.

Se reconoce que la ansiedad, como alteracion generada por el estilo de vida
actual, es un problema de salud mundial, es por esto que es necesario el
estudio de plantas usadas en la medicina tradicional, con el apoyo de pruebas
en modelos animales, lo cual nos abre la posibilidad de explorar la riqueza

etnoboténica de nuestro continente, buscando alternativas terapéuticas. (ss)

3.12. Pruebade suefio inducido para evaluar la actividad sedante

La potenciacion del suefio es una de las pruebas de sedacion que permite
medir la influencia de los medicamentos o plantas medicinales sobre la duracion
del suefio inducida por un hipnético. Este método es utilizado para el estudio de
los psicolépticos, es decir: los hipnéticos, los neurolépticos o tranquilizantes
mayores Yy los tranquilizantes menores. El criterio es la pérdida del reflejo de
enderezamiento que permite anotar el tiempo de adormecimiento. El regreso

del reflejo de enderezamiento marca la finalizacion de la prueba. (3)



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4. DISENO METODOLOGICO.

4.1. Tipo de estudio

La presente investigacion es un estudio retrospectivo porque esta basada en
estudios anteriores de las propiedades sedantes y ansioliticas del género
Erythrina. Es un estudio experimental porque a partir de resultados de
laboratorio, usando animales de experimentacion, se podra descartar los
posibles efectos téxicos atribuidos popularmente y ademas determinar dichas
propiedades farmacoldgicas, de manera que el presente trabajo sea un estudio
prospectivo proyectandose a ser una nueva alternativa para el tratamiento

natural del insomnio y la ansiedad

A partir de la informacion retomada de referencias bibliogréficas, se formula la

siguiente hipdétesis:

“El extracto acuoso de las flores de Erythrina berteroana no posee efectos
toxicos y posee propiedades sedantes y ansioliticas a las concentraciones de
100, 250 y 500 mg/Kg en ratones NIH”
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4.2. Investigacion bibliogréafica

Se realizaron consultas en publicaciones cientificas, libros, trabajos de

graduacion, etc. en:

- Universidad de El Salvador: en la biblioteca de la Facultad de Quimica y
Farmacia, Biblioteca Central, y Biblioteca de la Escuela de Biologia.

- Universidad Evangélica de El Salvador: Biblioteca Central.

- Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer: Biblioteca Central.

- Revistas cientificas, Ej: Journal of Natural Products, Journal of
Ethnopharmacology, Biological and Pharmaceutical Bulletin, Natural
Product Sciences, Chemical and Pharmaceutical Bulletin, Archives of
Pharmacal Research entre otras.

- SciFinder Scholar (base de datos del American Chemical Society).

- Internet.

4.3. Investigacioén de campo

Previo a la recoleccidén se presentd una muestra de la especie vegetal en el
Herbario del Jardin Botanico de La Laguna para su identificacion por un
Botanico experto. (Ver Anexo N° 1)

La recoleccion de las flores se realizé en el Municipio de Apopa, Departamento

de San Salvador, El Salvador; desde enero hasta el mes de abril de 2011.

Universo: Arboles de Erythrina berteroana

Muestra: flores de Erythrina berteroana



101

Las flores se secaran a temperatura ambiente, se pulverizaran y se

almacenaran en un lugar fresco y seco.

4.4. Parte Experimental. Investigacion de laboratorio

4.4.1. Obtencién del extracto acuoso de las flores de Erythrina berteroana
e identificacion de alcaloides

Las flores secas fueron pulverizadas y mediante el método de extraccion de
reflujo, se extrajo 3 veces (7 horas cada vez), utilizando como disolvente agua

destilada.

44.1.1. Liofilizaciéon del extracto acuoso

El extracto se sometid al proceso de liofilizacién, con la finalidad de eliminar el
solvente de extraccion, en este caso, agua destilada. En primer lugar, el
extracto fue congelado a -50 °C y después por sublimacion el disolvente se
elimino a través de un sistema de vacio, mediante un aparato liofilizador, marca
Christ Alpha 2-4, LDC-1M (Ver Figura N° 33).

Las muestras congeladas se introdujeron en la urna-bandeja de vacio a una
temperatura de -50 °C y se colocaron en las gomas azules del liofilizador,
balones de 250 mL con aproximadamente 25 mL de extracto acuoso (Ver
Figura N° 33); este proceso se realiz6 durante dos semanas, 6 horas diarias.
El producto resultante es un polvo liofilizado, que debe ser reconstituido en el

momento de su utilizacion.
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Figura N° 33. Aparato Liofilizador (Christ Alpha 2-4, LDC-1M)

4.4.1.2. Identificacion de Alcaloides

4.4.1.2.1. Pruebas quimicas de precipitacion:

Se trabajo con dos muestras, una el extracto acuoso (crudo) recién obtenido de
flores de Erythrina berteroana (pito), y otra el extracto acuoso liofilizado. El
extracto acuoso obtenido se filtr6 y de este se tomaron 20 mL, luego en bafio de
maria el filtrado se concentré a sequedad, después adicionando HCI al 10% se
obtiene un pH=1, esta solucion se filtr6 distribuyéndolo en tres tubos,
seguidamente se realizaron pruebas quimicas cualitativas de precipitacion:
Mayer, Wagner y Dragendorff, para la identificacion de alcaloides. Se peso 1 g
del producto liofilizado, el cual se regeneré con 1 mL de agua destilada,
seguidamente se realizé el mismo procedimiento al que fue sometido el extracto

crudo anteriormente descrito.
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Tabla N° 2. Evidencia positiva para las pruebas de precipitacion para alcaloides

Reactivo de Mayer

Precipitado Blanco

Reactivo de Wagner Reactivo de Dragendorff

Precipitado marrén Precipitado rojo ladrillo

4.4.1.2.2. Cromatografia en capa fina:

La cromatografia en capa fina se realiz6 sobre una placa (5 x 6 cm) de gel de

silice tipo G, de 0.25 mm de espesor, tomando en cuenta condiciones

especificas que se describen a continuacion en la Tabla N° 3

Tabla N° 3. Condiciones para realizar cromatografia en capa fina.

Fase Estacionaria

Fase Movil

Muestra

Testigo
Revelador

Evidencia

Silica gel.
CHCI3;:MeOH:H,0 (2: 7.5: 0.5)

CHCI3;:MeOH:Acetona (2: 7: 1)

e Extracto acuoso de las flores de Erythrina
berteroana.

e Extracto acuoso liofiizado de las flores de
Erythrina berteroana. (reconstituido con
metanol y agua destilada)

Clorhidrato de quinina
Reactivo de Dragendorff.

Manchas de color naranja
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4.4.2. Determinacién de toxicidad del extracto acuoso liofilizado

4.4.2.1. Ensayo de toxicidad aguda oral

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 (49); cuando la mortalidad es poco probable sugiere iniciar
con un ensayo a una dosis limite de 2000 mg/Kg, y debido a que no hay datos
reportados de toxicidad a dosis bajas del género Erythrina; se determindé no
realizar el ensayo de toxicidad aguda oral, avanzando a la siguiente etapa
segun el disefio metodoldgico: la toxicidad subaguda a dosis repetidas de 28
dias.

4.4.2.2. Ensayo de toxicidad subaguda por administracién continua (28
dias) via oral dosis limite de 2000 mg/kg de peso.

4.4.2.2.1. Animales experimentales.

Para el ensayo se emplearon ratones NIH de ambos sexos, con peso corporal
gue puede variar entre 20 y 30 g, con aproximadamente un mes una semana de
nacidos, todos procedentes del Laboratorio de Experimentacion Animal de
CENSALUD, donde fueron mantenidos a una temperatura de 20 £ 2 °C, a una
humedad relativa entre 50 y 70%, con un ciclo luz-oscuridad de 12/12 horas. Se
marcaron con acido picrico para su identificacion individual. La alimentacion
consistid en una dieta estandar a base de concentrado peletizado para roedor y
agua a voluntad. Todos los animales fueron examinados clinicamente antes del

ensayo para certificar su estado de salud. (10, 51)
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4.4.2.2.2. Dosis y via de administracion

La sustancia de ensayo se disolvio en agua destilada, haciendo una dilucién
acuosa y para la preparacion de ésta se fue ajustando en base al peso
promedio de cada grupo de ratones registrado semanalmente y la
administracion se realizé6 via oral empleando una canula intragastrica, sin

exceder el volumen maximo de 0.2 ml. (Ver Anexo N° 3).
4.4.2.2.3. Procedimiento experimental

Se confeccionaron 6 grupos experimentales (3 grupos hembras y 3 grupos
machos) cada grupo constituido por 5 animales; de los cuales 4 grupos: 2
tratamiento y 2 centinela fueron tratados con la sustancia en estudio y los dos
restantes se utilizaron como controles a los que se les administr6 agua
destilada siendo manipulados de la misma forma que los grupos tratados con la

sustancia en estudio.

La sustancia de ensayo se administré a los grupos tratamiento y centinela a una
dosis de 2000 mg/kg de peso corporal, en condiciones éptimas, seis dias por
semana durante un periodo de 28 dias. Los animales de los lotes centinela
previstos para las observaciones complementarias se conservaron en
observacion durante 14 dias mas, sin tratamiento, con el fin de descubrir la

recuperacion o la persistencia de los posibles efectos toxicos.
4.4.2.2.4. Observaciones durante el estudio.

Se realiz6 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 realiz6 en todos los animales diariamente. (10, 51)
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Estas observaciones se hicieron fuera de la jaula de alojamiento en un
ambiente normal especificado anteriormente, en donde se registraron
sistematicamente los signos clinicos de los principales sistemas de drganos que
pudieron evaluarse macroscopicamente y que incluyen: piel, ojos y membranas
mucosas, sistemas respiratorio, circulatorio, nervioso central y auténomo,

actividad somatomotora y patrones de comportamiento (Ver Tabla N° 4) (10, 51)

Tabla N° 4. Descripcion de pardmetros de toxicidad en animales de

experimentacion.

Apariencia del pelo Textura, color, caida.

Apariencia de la piel Enrojecimiento, sequedad, exudacion.

Ojos y membranas Enrojecimiento, sequedad, secreciéon anormal.
mucosas

Ataxia Pérdida del equilibrio, caminata erratica
Parélisis Pérdida de respuesta en cualquier extremidad
Reaccion a estimulos Respuesta al tacto o al ruido
Vasoconstriccion Palidez

periférica

Vasodilatacion periférica | Enrojecimiento

Pilo-ereccién Pelaje erizo
Salivacién Exceso de secrecion bucal
Actividad Motora Aumento o disminucion de la actividad normal, refleja o no.

Tremores y Convulsiones | Contraccion muscular anormal espontanea. Contraccioén o

estiramiento muscular descontrolado.

Respiracion Aumento o disminucion en la frecuencia respiratoria.

Deshidratacion Prueba de Robinou: pellizco de la piel, sin el retorno de esta a

su posicién normal.

Diarrea Heces blandas o deposicién acuosa.
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Los animales se observaron diariamente cuidadosamente después de la
canulacion al menos durante los primeros 30 minutos, periddicamente durante

las primeras 24 hrs con especial énfasis durante las primeras 4 hrs. (10, 51)
4.4.2.2.5. Registro de peso corporal de los grupos experimentales

Los cambios en el peso corporal en animales de experimentacion son un criterio
concluyente en la determinacion de la toxicidad de una sustancia. Los dias 1,
7,14, 21y 28, se registro el peso corporal de cada uno de los animales y a partir

de este registro se hicieron las dosis a administrar cada semana. (10, 51)
4.4.2.2.6. Exdmenes hematolégicos

Mediante muestras de sangre de cada individuo (Ver Anexo N° 9) se determiné
la hemoglobina, hematocrito, recuento diferencial de leucocitos y recuento total
de eritrocitos.

Se tomo6 muestra de sangre de cada animal experimental mediante la técnica
de extraccion de sangre de seno retro-orbital sujetando al ratén estirando la piel
del cuello hacia atrds asegurandose de no dificultar la respiracion,
inmediatamente se introdujo un capilar heparinizado en el angulo externo del
0jo (2 mm aproximadamente) y se gira suavemente hasta que la sangre fluya

por el mismo. Finalmente se retird el capilar y se aplic6 pomada oftalmica al ojo.

Con la muestra obtenida mediante la técnica descrita anteriormente se
determinara: hemoglobina, hematocrito, recuento diferencial de leucocitos y

recuento total de eritrocitos (7, 9, 10, 51)
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El recuento diferencial de leucocitos se obtuvo con la técnica de Coloracion de
Wright; en donde se hizo un extendido de la muestra de sangre sobre una placa
y se dejo secar. Después se tifid con colorante de Wright, al cabo de 8 minutos
se lavo con agua corriente y se dejo secar a temperatura ambiente, finalmente

se observé al microscopio con el objetivo de 100X. (Ver Anexo N° 8)
4.4.2.2.7. Sacrificio y necropsias.

Transcurridos los 28 dias del estudio, y su posterior toma de muestra de
sangre, se sacrificaron los animales por dislocacion cervical para la necropsia y
se revisaron los siguientes o6rganos: corazon, pulmones, rifiones, higado,

estdmago, bazo, intestino delgado e intestino grueso.

Se realiz6 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. Mediante este tipo de informacion se
complemento la interpretacion de los resultados obtenidos en los examenes

hematoldgicos y las variaciones de peso corporal. (10, 51)
4.4.2.2.8. Exdmenes histopatolégicos.

Los dérganos evaluados durante la necropsia se preservaron en formalina al
10%. Los 6rganos mas susceptibles a sufrir algin tipo de lesién por ser los
encargados del metabolismo y eliminaciébn de sustancias toxicas en el
organismo, higado y rifidbn, fueron procesados por medio de la técnica
histopatolégica clasica para bloques parafinados, cortadas en 5um con un
micrétomo (Ver Figura N° 34) y coloreadas con hematoxilina—eosina, para luego
ser leidos al microscopio por el patdlogo. 1) (Ver Anexo N° 8)
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Figura N° 34. Micrétomo rotatorio (equipo para realizar cortes histologicos)
ubicado en el Laboratorio de Patologia, 3er nivel del edificio de
CENSALUD, Universidad de El Salvador.

4.4.2.2.9. Andlisis estadistico.

Todos los datos obtenidos en cada uno de los parametros fueron
estadisticamente evaluados con el software SPSS 18.0. La prueba de hipotesis
incluye el andlisis T de Student para muestras relacionadas y para muestras
independientes. Se consideré que la diferencia (P) entre los grupos tratados y el
grupo control es significativa cuando P < 0.05, indicada mediante un asterisco
(*). Todos los resultados son expresados como la Media + la Desviacion
Estandar de los grupos experimentales.
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4.4.3. Actividad bioldgica: actividad sedante y ansiolitica.

4.43.1. Ensayos preliminares

Con el objetivo de validar la metodologia propuesta inicialmente(s) (anteproyecto
de trabajo de graduacion) tomada del estudio realizado por Ariza en 2007; se
realizaron experimentos pilotos (pruebas preliminares) con el fin de determinar
la dosis efectiva de diazepam (sustancia patrén) por prueba, el nimero de
animales necesarios por grupo experimental, los tiempos de observacion,
ajustes al disefio de la hoja de registro de datos y otros detalles metodoldgicos
gue implica la realizacién de las pruebas, asi mismo fueron necesarios para
determinar el disolvente a utilizar para la elaboracion de las diferentes
diluciones de la sustancia patron positivo.

4.4.3.2. Sustancias de referencia:

Se utiliz6 diazepam como sustancia de referencia o patrén, a las dosis 0.25 y
1.0 mg/kg, vo en la evaluacién de la ansiedad y en la evaluacion de la actividad

sedante a una dosis de 0.5 mg/Kg.

4.4.3.3. Animales experimentales

Antes de comenzar el ensayo, se eligieron al azar animales jovenes y sanos,
que después conformarian los grupos experimentales. Se utilizaron ratones NIH
de ambos sexos con un peso corporal entre 20 y 25 g. Los animales se
mantuvieron en las condiciones de alojamiento y alimentacion adecuadas para
el experimento, a una temperatura y humedad relativa de 20° C y 50-70 %

respectivamente, con un ciclo luz-oscuridad 12-12 hrs (7, 9, 10, 51).
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4.4.3.4. Dosis y viade administracion

Se utilizaron tres dosis de la sustancia a ensayar (100, 250 y 500 mg/Kg de
peso corporal), un patron (sustancias de referencia) y un testigo o control. (Ver
Anexo N° 3). Los animales del grupo testigo y patron fueron tratados de la
misma forma que los grupos de ensayo. El volumen administrado via oral fue
0.2 mL y via intraperitonial 0.4 mL (Ver Figura N° 35); este volumen es el mismo
para todos los grupos. Para facilitar la administracion de la sustancia de ensayo,
se utiliz6 como vehiculo agua destilada y para la administracién de la sustancia
patrén (diazepam), propilenglicol 80%. Una vez conformados los grupos y
preparadas las dosis de la sustancia de ensayo y patron, fueron administradas
una hora antes de cada prueba a excepcion de diazepam (30 minutos antes).
Asi mismo, el acceso al agua y la comida se suspendié 2 horas antes de cada

prueba. (9)

Figura N° 35. Administracion intraperitoneal de pentobarbital sédico en la

prueba de potenciacion del suefio.
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4.4.3.5. Determinacion de la actividad sedante

4.4.3.5.1. Suefio inducido por Pentobarbital Sédico

Se confeccionaron 5 grupos experimentales: control negativo (testigo), control
positivo (patrén), tratamiento dosis 100 mg/Kg, tratamiento dosis 250 mg/Kg y
tratamiento dosis 500 mg/Kg. Cada uno de los grupos formados por 5 ratones
NIH, para ambos sexos.

Una vez formados los grupos, se les administré la sustancia en estudio, en este
caso, extracto acuoso liofilizado de flores de Erythrina berteroana (pito); a las
dosis especificadas anteriormente y una hora antes de la prueba. El grupo
patrén (control positivo) fue administrado con diazepam 0.5 mg/Kg, 30 minutos
antes de la prueba, pasados estos minutos se les administré pentobarbital
sédico (50 mg/kg, ip) para inducir suefio. Al cabo de una hora a los grupos

tratamiento y control negativo se les administré pentobarbital sodico (g, 9

Inmediatamente se registrd el tiempo que el animal tardé en perder el equilibrio
(periodo de latencia) y el tiempo que tardd en recuperarlo (periodo de suefio)
(Ver Figura N° 36).

Figura N° 36. Potenciacion del suefio. Determinacion de Actividad Sedante.
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4.4.3.6. Determinacion de la actividad ansiolitica

4.4.3.6.1. Enterramiento de esferas.

Se confeccionaron 5 grupos experimentales: control negativo (testigo), control
positivo (patrén), tratamiento dosis 100 mg/Kg, tratamiento dosis 250 mg/Kg y
tratamiento dosis 500 mg/Kg. Cada uno de los grupos formados por 10 ratones

NIH, para ambos sexos.

Los ratones se colocaron individualmente en jaulas de policarbonato, con el
material de cama (superficie de viruta fina de madera) por 30 minutos (periodo
de habituacion) finalizado este periodo se colocaron en jaulas de espera (Ver
Figura N° 37).

Luego se pusieron sobre la viruta 20 esferas de vidrio espaciadas de 2 cm de
distancia. Los ratones fueron reintroducidos en la misma jaula en la que fueron

habituados anteriormente (Ver Figura N° 38) (3o, 3g).

Figura N° 37. Prueba de enterramiento de esferas. A la izquierda jaula de
habituacién, caja de policarbonato transparente con viruta. A la
derecha periodo de habituacion.
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Después de 30 minutos, el periodo de enterramiento de esferas termina
mediante el retiro del ratdn de la jaula y se contaron aquellas canicas/esferas
enterradas o cubiertas al menos en sus dos terceras partes con material de

cama. (Ver Figura N° 38)

Se ha sugerido que el enterramiento de esferas de vidrio por los ratones podria
constituir una prueba util para la evaluacion de la actividad ansiolitica. Este
comportamiento al enterrar las esferas, se piensa que es una expresion de la
actitud defensiva, o es de alguna forma, ansiedad. Los animales que

escondieron mayor numero de esferas presentan un mayor nivel de ansiedad.

(30, 38, 55)

En el presente estudio se utilizé un disefio utilizado por Homma et al. En el afio
2009, el cual se inicia introduciendo individualmente en la jaula conteniendo
Gnicamente material de cama (periodo de habituacion), este periodo provee

confiabilidad y validez del experimento. (g

Figura N° 38. Prueba de enterramiento de esferas. Tiempo de prueba, 30

minutos.
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4.4.3.6.2. Suelo agujereado.

Se confeccionaron 5 grupos experimentales: control negativo (testigo), control
positivo (patrén), tratamiento dosis 100 mg/Kg, tratamiento dosis 250 mg/Kg y
tratamiento dosis 500 mg/Kg. Cada uno de los grupos formados por 7 ratones

NIH, para ambos sexos.

Para el ensayo se utilizdé una plataforma de madera (50 x 50 cm) a una altura de
10 cm con 16 orificios de 2 cm de didmetro, equidistantes (Ver Figura N° 39 a).

El ensayo se ejecutd colocando el ratbn en el centro de la plataforma
agujereada y se evaluo la actividad durante 5 minutos, registrando el nimero de

veces que el animal espia los orificios.

Se considera “espiar” cuando el raton introduce la cabeza dentro de los

agujeros hasta el nivel de las orejas (Ver Figura N° 39 b) (ss)

—

Figura N° 39. (a) Plataforma agujereada; (b) ratdon explorando un orificio
durante la prueba.
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4.4.3.6.3. Laberinto en cruz elevado.

Se confeccionaron 5 grupos experimentales: control negativo (testigo), control
positivo (patrén), tratamiento dosis 100 mg/Kg, tratamiento dosis 250 mg/Kg y
tratamiento dosis 500 mg/Kg. Cada uno de los grupos formados por 7 ratones

NIH, para ambos sexos.

En este método se utilizé un laberinto en forma de cruz de 30 cm de longitud,
con dos extremos cerrados y dos abiertos (15 cm cada extremo), colocado con
una elevacion del piso de 38,5 cm. (Ver Figura N° 40). La prueba dura 5
minutos; se colocd al ratdén en el centro del laberinto con direccién hacia un
espacio abierto y se cuantifico el tiempo que permanece en los espacios, asi

como el nimero de entradas a cada espacio g, 32, 39, 55).

La disminucion de la actividad exploratoria es causada por miedo a los espacios

abiertos y el uso de compuestos ansioliticos incrementa esta actividad. (ss).

El porcentaje de tiempo de permanencia en brazos abiertos, se calcula para

cada animal de la siguiente manera:

100 * tiempo en zonas abiertas

% Tiempo en Zonas Abiertas = — —
tiempo total de observacion

El porcentaje de entradas en brazos abiertos se calcula:

100 * frecuencia de entradas a zonas abiertas

% Entradas a Zonas Abierta =
° TotalEntradas( zonas abiertas + zonas cerradas)
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Figura N° 40. (a) Laberinto en cruz elevado; (b) ratén explorando una de las

zonas abiertas del laberinto.

4.4.3.7. Analisis estadistico.

Todos los datos obtenidos en cada una de las pruebas bioldgicas fueron
estadisticamente evaluados con el software SPSS 18.0. La prueba de hipotesis
incluye el andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido de un test de
Tukey para comparaciones multiples. Se consideré que la diferencia (P) entre
los grupos tratados y el grupo control positivo es significativa cuando P < 0.05,
indicada mediante un asterisco (*). Todos los resultados son expresados como
la media + SEM (error estandar de la media) de los grupos experimentales.



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Identificacion de Alcaloides

Para la identificacion de alcaloides, se trabajé con dos muestras: un producto
sélido liofilizado, obtenido a partir de la liofilizacién del extracto acuoso (método

descrito anteriormente en 4.1.1.1.); y un _extracto acuoso liguido (crudo) recién

obtenido de las flores de Erythrina berteroana (pito).
5.1.1. Pruebas quimicas de precipitacién:

Se realizaron tres pruebas quimicas de precipitacién para la identificacion de los
alcaloides presentes en el extracto acuoso de flores de Erythrina berteroana
usando los reactivos de Mayer, Wagner y Dragendorff (Ver Tabla N° 5). Se
identificd la presencia de estos compuestos en el extracto acuoso recién
obtenido y en el extracto acuoso liofilizado (regenerado con agua destilada), en

ambos se obtuvieron resultados positivos para alcaloides (Ver Figura N° 41).

Tabla N° 5. Resultados para las pruebas quimicas de precipitacion para la

identificacion de alcaloides.

MUESTRA PRUEBA EVIDENCIA RESULTADO
Extracto acuoso Mayer Precipitado blanco Positivo
crudo Wagner Precipitado marrén Positivo
Dragendorff Precipitado rojo ladrillo Positivo
Extracto acuoso Mayer Precipitado blanco Positivo
liofilizado Wagner Precipitado marrén Positivo
Dragendorff Precipitado rojo ladrillo Positivo
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Figura N° 41. Prueba positiva para las pruebas quimicas de precipitacion para

alcaloides. Pruebas de Dragendorff (D), Mayer (M) y Wagner
(W).

Los resultados positivos para las pruebas coloreadas de precipitacion nos
confirman que la muestra de flores de E. berteroana colectada contiene
alcaloides en su composicibn quimica, lo que concuerda con los datos
obtenidos por Ibarra, E; y col. en 2010, quienes investigaron los alcaloides
presentes en las semillas de Erythrina americana, encontrando en su
composicién alcaloides del tipo erythrinano los cuales son caracteristicos del

género Erythrina. (1)

5.1.2. Cromatografia en capa fina:

Las muestras utilizadas en la identificacién de alcaloides por cromatografia en
capa fina, dieron resultados positivos evidenciandose con la coloracion
anaranjada con el revelador de Dragendorff (Ver Figuras N° 43 y 44). Al
observar la placa a la lampara U.V. se ve la separacién de compuestos como se

puede apreciar en la Figura N° 42.
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bt L MeOH Ext

Figura N° 42. Cromatografia en capa fina, Vista en camara con lampara U.V. La
fase movil utilizada CHCI3: MeOH: Acetona. Muestras aplicadas
sobre la placa: estandar, extracto acuoso liofilizado regenerado

con metanol (MeOH) y extracto acuoso crudo.

L St EtOH MeOH

Figura N° 43. Cromatografia en capa fina. Evidencia positiva (manchas
anaranjadas en circulo) de la presencia de alcaloides en el
extracto acuoso y en el extracto acuoso liofilizado (regenerado
con agua destilada, metanol y etanol) de las flores de

Erythrina berteroana (pito). Fase mavil utilizada CHCIs:
MeOH: Acetona
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IEXtC EMeOH LA

Figura N° 44. Cromatografia en capa fina. Evidencia positiva (manchas
anaranjadas en circulos) de la presencia de alcaloides en el
extracto acuoso liofilizado regenerado con metanol (ExMeOH)
y con agua destilada (LA) de las flores de Erythrina

berteroana (pito). Fase movil utilizada CHCI3;: MeOH: H,O

La cromatografia en capa fina fue otra de las pruebas de identificacién, con la
cual se demostr6 la presencia de alcaloides tanto en el extracto acuoso
liofilizado como en el extracto recién obtenido, utilizando como revelador el
reactivo de Dragendorff; las muestras presentaron las manchas de color
anaranjado caracteristicas de la presencia de los alcaloides, siendo asi una
evidencia infalible de la presencia de éstos en la muestra de estudio. La fase
movil utilizada cloroformo-metanol-agua (2:7.5:0.5) nos da una idea de la clase
de alcaloides presentes en esta especie; los cuales podrian encontrarse en
forma de glicosidos; observandose una separacion de compuestos a lampara
U.V. utilizando una fase moévil bastante polar y seguidamente los que fueron

observados colorearse con el reactivo revelador.
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5.2. Ensayo de toxicidad subaguda por administracion continua (28

dias) via oral dosis limite de 2000 mg/kg de peso.

5.2.1. Observaciones clinicas y comportamiento del peso corporal

Durante los chequeos clinicos que se realizaron diariamente a los animales
tratados con el extracto acuoso de las flores de Erythrina berteroana (pito), no
se observaron alteraciones en los diferentes sistemas estudiados: piel, ojos y
membranas mucosas, sistema respiratorio, circulatorio, nervioso central y

auténomo, actividad somatomotora y patrones de comportamiento.

En la siguiente tabla se observa el comportamiento del peso corporal durante el
tiempo de ensayo, en ella se puede apreciar que, todos los grupos machos y
hembras, aumentaron de peso a excepcion del grupo tratamiento en hembras,
el cual presentd una disminucion del 12.12% al finalizar el ensayo. (Ver Tabla
N° 6)

En los grupos machos no hubo diferencias significativas entre la ganancia
porcentual de peso corporal obtenida de los tratados y los controles, habiendo
una ganancia de peso entre el 3.93% y el 6.97% para los animales tratados con
el extracto en estudio. (Ver Anexo N° 4y 5)

Considerando que normalmente después de la administracion de sustancias
toxicas se producen pérdidas de peso como consecuencia de la movilizacion de
reservas energéticas del individuo para enfrentar la actividad metabdlica
incrementada que acompafa los procesos de desintoxicacion (se), se puede
decir que el comportamiento del peso corporal del grupo hembras tratamiento
donde hubo una disminucién porcentual, puede deberse a una baja toxicidad de
la especie vegetal en estudio 0 un acercamiento a esta, ya que, la disminucién

de mas del 10 % del peso corporal es considerada un indicativo de efectos
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adversos a la salud, por cuanto es un indicador del estado fisiolégico general
del organismo (54), entonces la muestra sometida a ensayo posee una baja
toxicidad aunque no existe ninguna correspondencia con otros signos de

toxicidad evaluados durante las observaciones clinicas diarias.

Tabla N° 6. Variacion de los valores promedios de peso corporal (g) de grupos
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 |
Grupo Media + Desv.E Media * Desv.E Aumento %  Sig. Bilateral
Control 20,11 + 1,633 2225 + 1,789 10,81 + 6,25
HEMBRAS | Centinela 20,27 + 1,416 20,77 % 0,511 262 + 3,63 0,054
Tratamiento| 20,33 + 1,378 1791 2,383 |[-12,12 + 8,17 0,009*
Control 2428 + 0,850 26,03 + 3,376 6,97 + 10,29
MACHOS Centinela 19,39 + 0,949 20,29 + 0,899 468 + 1,12 0,690
Tratamiento| 26,34 + 0,462 27,38 + 0,814 393 + 1,75 0,632

Los valores se expresan como la media + desviacion estdndar (Desv. E); aumento porcentual y
la diferencia significativa, sefialada en la tabla mediante un asterisco (*); entre los grupos

tratamiento y centinela respecto a sus controles cuando P < 0,05.

5.2.2. Examen macroscépico de los 6rganos

Se sacrificaron todos los animales para el examen de los 6rganos internos. No
se reportaron alteraciones macroscopicas en cuanto a superficie, color,
consistencia y tamafo de los 6rganos de los grupos tratamiento, estos datos

fueron similares a los obtenidos de los grupos control.
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De la misma manera y tal como muestra la Tabla N° 7, no se reportan
diferencias significativas del peso de 6rganos entre los grupos tratados y los
controles de ambos sexos; a excepcion del aumento significativo de los valores
promedios de peso de riidn en machos tratados con la sustancia en estudio
con un valor de significancia de 0.003 respecto a sus controles. (Ver Anexo N°
6)

Tabla N° 7. Valores promedio de peso de 6rganos en gramos de los grupos
control y tratamiento y el grado de significacién con un intervalo de
confianza de 95%.

HEMBRAS MACHOS
Organo Grupo [Media | + |Desv. E|Sig. Bilateral| Media| + |Desv. E[Sig. Bilateral
p Control 1,032 | £ | 0,136 1,203 | + | 0,239
Higado : : : :
g Tratamiento| 1,024 | + | 0,142 0,930 1,454 | + | 0,040 0124
. Control 0,108 | = | 0,011 0,123 | + | 0,015
Corazébn : . : :
Tratamiento| 0,098 | + | 0,004 0,114 0,128 | + | 0,016 0,621
p Control 0,276 | £ | 0,349 0,138 [ £ | 0,005
Pulmén ’ : : -
) Tratamiento| 0,134 | = | 0,025 | *M° [0152] = [o0013| 297
Control 0,210 | = | 0,022 0,158 | + | 0,048
Bazo i ) 1 i
Tratamiento| 0,182 | + | 0,049 0,280 0,174 | + | 0,037 0,577
Rifion Control 0,158 | £ | 0,008 0,803 0,208 [ £ | 0,022 0,003*
Tratamiento| 0,156 | £ [ 0,015 0,266 | £ | 0,018
. Control 0,650 | £ | 0,126 0,608 [ £ | 0,136
Estomago ’ : ’ ’
g Tratamiento| 0,628 | + | 0,146 0,805 0,534 | + | 0,101 0,382
. Control 2,250 | £ | 0,288 2,503 [ £ | 0,147
Intestinos . : . -
Tratamiento| 2,312 | + | 0,230 0,717 2,846 | + | 0,452 0,192

Los valores se expresan con la media + desviacion estandar (Desv. E) y la significancia de la
diferencia, sefialada en la tabla mediante un asterisco (*): entre los grupos tratamiento y control,
cuando P <0.05
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El aumento significativo de los valores promedios de peso de riibn en machos
tratados respecto a sus controles, carece de significancia clinica por cuanto no
corresponde ni a alteraciones macroscopicas en cuanto a superficie, color,
consistencia y tamafio del érgano, ni alteracion alguna observada en los cortes

histopatolégicos de ese 6rgano.

5.2.3. Examenes hematoldgicos

En la Tabla N° 8 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. Noétese que los valores promedios de cada parametro
hematoldgico de los ratones experimentales son muy afines a los de los ratones

control. (Ver Anexo N° 7)

Los exdmenes hematoldgicos son indicadores del alcance y profundidad de los
efectos adversos de una sustancia @7, en ese sentido, el aumento o
disminucién en los valores obtenidos de los grupos tratamiento y centinela con
respecto a los grupos control (Ver Tabla N° 8) no corresponden a ningun
proceso toxicolégico puesto que dichas variaciones no son estadisticamente

significativas y no guardan relacion con ningun otro indicador evaluado.
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Tabla N° 8. 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 hematoldgico.

HEMBRAS MACHOS
Parametro Grupo Media + Desv.E |Sig. Bilateral| Media +* Desv. E |Sig. Bilateral
Control 13,67 = 0,53 13,83 =+ 1,4
Hemoglobina | Tratamiento | 14,87 % 0,99 0,066 1425 + 0,57 0,850
Centinela 13,63 =+ 0,56 0,710 14,08 + 0,74 0,893
Control 41 * 1,58 41,5 + 4,2
Hematocrito | Tratamiento 44,6 + 2,97 0,066 42,75 % 1,71 0,851
Centinela 40,6 + 1,67 0,708 42,25 + 2,22 0,893
Control 55,6 + 3,58 50,5 + 7,19
Neutrofilos % | Tratamiento 44,6 + 12,76 0,101 42,5 + 12,37 0,397
Centinela 49,2 + 8,44 0,157 47,5 + 5,26 0,735
Control 40,6 + 3,29 47 + 5,6
Linfocitos % | Tratamiento 52 + 16,12 0,160 53,75 + 17,44 0,707
Centinela 49,4 + 9,26 0,080 45,75 + 11,67 0,715
Control 61,9 + 2,82 62,25 + 6,3
RTE (mg/mm) | Tratamiento 66,9 + 4,45 0,066 64,13 + 2,56 0,851
Centinela 60,9 + 2,51 0,570 63,38 + 3,33 0,893

Los valores se expresan con la media + desviacidn estandar (Desv. E) y la significancia de la
diferencia, sefialada en la tabla mediante un asterisco (*); entre los grupos tratamiento y

centinela respecto a sus controles cuando P < 0.05

5.2.4. Examenes histopatoldgicos.

Evaluados los tejidos hepatico y renal en cortes histolégicos de 5 um de
espesor y tefiidos manualmente mediante la técnica hematoxilina-eosina y
observados a los distintos aumentos (4x, 10x y 40x) se determin0 que no
existieron evidencias de alteraciones microscopicas excepto en un caso en
higado del grupo centinela hembras en el que se observé un discreto infiltrado
inflamatorio mixto focal inespecifico no atribuible a la sustancia administrada

durante el ensayo. (Ver Anexo N° 8)
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Mediante la histopatologia se pudieron examinar a nivel microscopico los
organos, higado y rifidn; y respecto al discreto infiltrado inflamatorio mixto focal
inespecifico, encontrado en un corte histolégico de higado de una hembra
centinela, este no representa un posible signo de toxicidad porque no se
relaciona con ningun otro parametro evaluado, ademas fue el Unico caso que
presentd la alteracion observada, la cual debe entenderse como una lesién
espontanea propia del animal en cuestion y no debe ser considerado como un

efecto de la sustancia administrada.
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5.3. Determinaciéon de la actividad sedante.

5.3.1. Suefo inducido por pentobarbital sédico

El periodo de suefio para todos los grupos fue aproximadamente de 60 minutos,
a excepcion del grupo control positivo (diazepam 0.5 mg/Kg de peso corporal),
el cual aumentd el tiempo de suefio con una media de 131.5 minutos en
hembras y 126.75 en machos. En la Figura N° 46 se puede observar que existe
estadisticamente una diferencia significativa entre los grupos tratados con el

extracto de ensayo y los grupos control positivo.

200,007

150,00

100,00

Periodo de Suefio (mins.)

S 0 I R T o =
50,00‘J_ IIIJ‘ J_IT

58,00 53,00 | | 54,60 | |5320| |©60:50 52,75/ | 52,50

0,00

T T T T T T T T
Agua Diazepam 0.5 Extracto Extracto Extracto Agua Diazepam 0.5  Extracto Extracto Extracto
Destilada H mg H acuoso 100 acuoso 250 acuoso 500 Destilada M mg M acuoso 100 acuoso 250 acuoso 500
mg H mg H mg H mg M mg M mg M

Grupos Experimentales

Figura N° 45. Periodo de suefio. Comparacion entre los grupos controles (agua
destilada y diazepam) y los grupos tratamiento a dosis 100, 250 y
500 mg/Kg para hembras (H) y machos (M). Los datos se
expresan como la media + SEM; se considero que la diferencia
entre los grupos tratados y el grupo control positivo es
significativa (*) cuando P < 0,05. ANOVA/ Tukey-Kramer.
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El suefio inducido por pentobarbital sédico es una de las pruebas de sedacién
que permite medir la influencia de los medicamentos o plantas medicinales
sobre la duracion del suefio inducida por un hipnético. Durante la prueba se
observd en los animales administrados con la sustancia de ensayo un efecto
antagonico en el adormecimiento del ratén (Ver figura N° 45) ya que no
aumenta el tiempo de suefio, sino que por el contrario, lo disminuye. Esto puede
atribuirse a una posible incompatibilidad entre el pentobarbital soédico (farmaco
hipnético utilizado) y los compuestos quimicos presentes en la especie vegetal.
Sin embargo, no se puede dilucidar exactamente cuél es la asociacién que
realiza el efecto desfavorable. (3)

Es probable que el efecto farmacoldgico negativo observado pueda deberse a
un sinergismo entre sustancias con polaridades diferentes, ya que al someter el
extracto a procesos como el de liofilizacion, éste podria perder o modificar los
compuestos responsables de dicha actividad, o bien se deba a que esta
propiedad farmacoldgica de las flores se ejerce a dosis mas elevadas. Hasta la

fecha no existe ninguna prueba farmacologica que justifique su uso popular.

5.3.2. Determinacion de la actividad ansiolitica

5.3.2.1. Enterramiento de esferas

Como se puede apreciar en la siguiente grafica (Figura N° 46) las medias para
los grupos administrados con diazepam 1.0 mg/Kg fueron de 3.00 en hembras y
2.11 en machos, mientras que para los grupos control negativo (agua destilada)

los valores fueron de 14.20 y 13.25, respectivamente.



131

Los grupos tratamiento hembras a las dosis 100, 250 y 500 mg/Kg del extracto
de ensayo, respondieron con valores promedios de 15.7, 9.8 y 10.2
respectivamente; los resultados en los grupos de machos tratados a las mismas
dosis, fueron 9.8, 9.4 y 8.2. La gréafica a continuacion muestra sin excepcion
alguna diferencia estadisticamente significativa entre los valores promedios de
los grupos tratamiento y sus controles positivos. La misma gréafica muestra una
disminucion en el nimero de esferas ocultas a medida la dosis tratamientos

aumenta en ambos sexos
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Z 500 9,80 9,80 =
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0,00 T T T T T é T T T
Agua Diazepam Extracto Extracto Extracto Agua Diazepam Extracto Extracto Extracto
DestiladaH 1.0mgH acuoso acuoso acuoso DestladaM 1.0mgM acuoso acuoso  acuoso
100mgH 250 mgH 500 mg H 100mgM 250 mgM 500 mg M

Grupos Experimentales

Figura N° 46. Enterramiento de esferas. Comparacién entre los grupos
controles (agua destilada y diazepam) y los grupos tratamiento
a dosis 100, 250 y 500 mg/Kg para hembras (H) y machos (M).
Los datos se expresan como la media + SEM; se consideré
gue la diferencia entre los grupos tratados y el grupo control
positivo es significativa (*) cuando P < 0,05. ANOVA/ Tukey-

Kramer.
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Segun los resultados obtenidos para el extracto acuoso liofilizado de las flores
de E. berteroana, esta sustancia a dosis altas se aproxima a los resultados de
la sustancia patron o control positivo, diazepam. En el ensayo se evaluaron 3
dosis de dicho extracto, las cuales a pesar de la existencia de una diferencia
estadisticamente significativa respecto a sus controles positivos, se puede
observar en la Figura N° 46, que los valores promedios de la cantidad de
esferas enterradas se reduce conforme aumenta la dosis de la sustancia de
ensayo Yy por consiguiente los resultados no descartan totalmente las
propiedades ansioliticas por parte del extracto en estudio ya que el
comportamiento observado en los animales tratados es diferente a los animales
administrados con agua destilada (control negativo), lo que podria indicar que el
temor natural del animal a las esferas como agente de estrés (s5 disminuya a
medida aumenta la concentracion del extracto de ensayo, por lo que estariamos

frente a un efecto ansiolitico.

5.3.2.2. Suelo agujereado.

Durante esta prueba se pudo observar, en cuanto al nimero de exploraciones,
que los grupos formados por hembra presentaron una mayor actividad
exploratoria, aumentando dicho nimero segun va aumentando la dosis del

extracto en estudio.

Los valores promedios para los grupos de hembras tratados con el extracto,
oscilan entre los 30.57 y 36.43; mientras que en los grupos machos tratamiento,
se vio una disminucién en la exploracion, obteniéndose valores entre los 10.29
y 22.29; tal como se puede ver en la Figura N° 47. También se puede apreciar
la diferencia de medias entre los grupos control negativo, en donde en hembras
se obtuvo el 26.50, mientras que en machos se obtuvo un valor promedio de 9;

de igual manera puede apreciarse que existe una diferencia significativa entre
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los grupo control negativo y los grupos tratamiento, a excepcion con el grupo

tratado con una dosis de 500 mg/Kg en machos.
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Figura N° 47. Suelo agujereado. Comparacion entre los grupos controles (agua

destilada) y los grupos tratamiento a dosis 100, 250 y 500 mg/Kg
para hembras (H) y machos (M). Los datos se expresan como la
media + SEM; se considerd que la diferencia entre los grupos
tratados y el grupo control positivo es significativa (*) cuando
P < 0,05. ANOVA/ Tukey-Kramer
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Como se puede observar en la grafica anterior, en el suelo agujereado el
namero de exploraciones guarda una relacion inversa con el estado de
ansiedad del animal; los compuestos ansioliticos incrementan de manera
dependiente de la dosis, el numero y la duracion de las espiadas a los orificios.
©5). Para el presente estudio, el nimero de exploraciones aumenté segun la
dosis de la sustancia de ensayo respecto a su grupo control negativo (Ver
Figura N° 47), lo que indica una tendencia a las propiedades ansioliticas del

extracto acuoso de la especie.

Ademas durante la prueba, a parte de este comportamiento, se ve aumentado
el nUmero de cruces, exploraciones en zonas externas (orillas de la plataforma)
y la caminata del raton de manera desinhibida; esta conducta la presentaron
todos los animales experimentales tratados con el extracto de ensayo,
comportamiento que los grupos administrados con agua destilada (control
negativo) no presentaron. Por lo que nuevamente nos encontramos frente a un
efecto ansiolitico por cuanto la conducta normal de temor a lo desconocido y a

los espacios abiertos es sustituida por una conducta desinhibida. (ss).

5.3.2.3. Laberinto en cruz elevado.

En esta prueba se evalué el nimero de entradas a las zonas abiertas y el
tiempo de permanencia en estas zonas; mas adelante en la representacion
Figura N° 48, se ven reflejados los valores promedios obtenidos para el
porcentaje de entradas a las zonas abiertas para todos los grupos
experimentales, en donde se ve que el extracto de estudio hizo un mayor efecto
sobre los grupos conformados por hembras para el cual el promedio oscild
entre el 3.63 y 5.16 %; por el contrario los machos tratamiento no entraron a las
zonas abiertas durante la prueba, lo que corresponde a un 0%, al igual que los

grupos control negativo para ambos sexos.
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Los valores promedios obtenidos para los grupos administrados con la
sustancia patron (control positivo) en machos y hembras fueron 21.62 vy
14.47%, respectivamente. Asimismo se observa que entre los grupos
tratamiento machos y su control positivo existe estadisticamente una diferencia
significativa, mas no asi entre los grupos tratamiento y su control positivo en
hembras (Ver Figura N° 48).
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Figura N° 48. Laberinto en cruz elevado. Porcentaje de entradas a zonas
abiertas. Comparacion entre los grupos controles (agua
destilada y diazepam) y los grupos tratamiento a dosis 100, 250
y 500 mg/Kg para hembras (H) y machos (M). Los datos se
expresan como la media = SEM; se considerd que la diferencia
entre los grupos tratados y el grupo control positivo es
significativa (*) cuando P < 0,05. ANOVA/ Tukey-Kramer.



136

Conjuntamente se tomé el tiempo de permanencia en las zonas abiertas,
resultados que pueden ser observados en la Figura N° 49 y en donde puede
verse que los grupos hembras tratados con el extracto de estudio, presentaron
un porcentaje que oscila entre 1.35 y el 3.24%; mientras que para Su grupo
control positivo el promedio es del 6.99%. Respecto al tiempo gastado por los
grupos machos, como se puede observar en la misma gréfica, para todos los
grupos fue de 0%, a excepcion del grupo control positivo para el cual se obtuvo
el 7.96%.
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Figura N° 49. Laberinto en cruz elevado. Porcentaje de tiempo en zonas
abiertas. Comparacién entre los grupos controles (agua
destilada y diazepam) y los grupos tratamiento a dosis 100,
250 y 500 mg/Kg para hembras (H) y machos (M). Los datos
se expresan como media + SEM; se consider6 que la
diferencia entre los grupos tratados y el grupo control positivo
es significativa (*) cuando P < 0,05. ANOVA/ Tukey-Kramer
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La prueba se basa en respuestas espontaneas de la conducta del ratén,
utilizando estimulos naturales, miedo a los espacios abiertos y miedo de
caminar sobre una plataforma elevada y relativamente estrecha, que inducen

ansiedad también en los humanos. (s)

La conducta descrita anteriormente se manifesté en los ratones en estado
normal, es decir que, la presentaron los animales administrados con agua
destilada (control negativo) en ambos sexos y contrario a lo esperado, también
se observo en los machos administrados con la sustancia de ensayo, mientras

qgue en los grupos hembras no fue asi.

Los resultados para esta prueba ponen nuevamente de manifiesto para la
sustancia en ensayo, la posible actividad ansiolitica, puesto que provoca un
aumento en los efectos segun aumenta la dosis, observandose este efecto en
hembras (Ver Figuras N° 48 y 49), pues se observé una conducta menos
temerosa a las alturas y a los espacios abiertos. Estos resultados indican, por
otro lado que, las hembras son mas susceptibles a la sustancia de estudio. A
pesar de esto, los machos al igual que las hembras, mostraron un aumento en
la actividad motora, en comparacion con los grupos control negativo,
evidenciandose con el numero de entradas a zonas cerradas, dicho aumento es
caracteristico de las sustancias ansioliticas (39, comprobandose que la
sustancia de ensayo administrada aumenta esta actividad, observada también

en los grupos administrados con diazepam.

Los estudios experimentales con animales presentan resultados contradictorios
apareciendo machos o hembras como los mas afectados dependiendo del tipo
concreto de conducta considerada. Sobre los posibles mecanismos de estas
diferencias de género en la respuesta a los neurolépticos, se sefala el papel

protector de los estrégenos sobre el sistema dopaminérgico. (2)
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Recientes investigaciones han relacionado las hormonas sexuales con los
efectos de las benzodiazepinas al modificar el complejo GABA-
benzodiacepinico; asi, se considera que el estradiol esta asociado a un efecto
excitatorio neuronal y la progesterona a una inhibicion, por lo que esta ultima
hormona podria potenciar los efectos de los neurolepticos, o que haria que el

género femenino fuese mas sensible a los efectos ansioliticos que los machos.
@)



CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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6. CONCLUSIONES

1 Se demostro la presencia de alcaloides mediante los resultados
obtenidos en las pruebas de identificacion, tanto en las quimicas de
precipitacion como en cromatografia en capa fina, en esta Ultima se
observaron las manchas caracteristicas de los alcaloides usando como
fase movil cloroformo-metanol-agua (2:7.5:0.5), por lo cual se afirma que
estan presentes estos compuestos quimicos nitrogenados en el extracto

acuoso de flores de Erythrina berteroana (pito).

2 De acuerdo a los resultados de cero mortalidad observados durante el
ensayo de toxicidad subaguda oral a dosis repetidas de 28 dias y segun
la clasificacion de sustancias toxicas de la OECD en su Guideline for
Testing of Chemical N° 423, el extracto acuoso liofilizado de flores de
Erythrina berteroana (pito) utilizado en el presente trabajo, se clasifica
dentro de la categoria N° 5 ya que posee una CLsy mayor de 2000
mg/Kg, en cuanto que no representa alteraciones serias en el estado de
salud general de los animales experimentales en los parametros

evaluados.

3 Segun los efectos observados durante la prueba de suefio inducido con
pentobarbital sédico, y dado que el tiempo de duracién de suefio para los
grupos tratados con dicho extracto, el cual es similar al tiempo de suefio
del control negativo utilizado, y habiendo una diferencia significativa

respecto al patron, diazepam 0.5 mg/Kg, se concluye que el extracto
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acuoso liofilizado de las flores de Erythrina berteroana (pito) utilizado
en el presente estudio, no posee propiedades sedantes.

Después de la investigacion y andlisis de los resultados en las pruebas
para la evaluacion de la actividad ansiolitica, se puede afirmar que el
extracto acuoso evaluado de la especie de ensayo, a las dosis
ensayadas, posee propiedades ansioliticas dando respuestas levemente
efectivas durante la evaluacion en las distintas pruebas, observandose
que el rendimiento efectivo se ve aumentado conforme aumenta la dosis

administrada.

Durante las pruebas para la determinacion de la actividad ansiolitica se
observo que los grupos conformados por hembras fueron mas sensibles
al extracto acuoso de Erythrina berteroana (pito), esta respuesta es
caracteristica de las hembras sometidas a tratamiento con neurolépticos
debido al supuesto papel protector de los estrégenos sobre el sistema
dopaminérgico, lo anterior indica que el extracto acuoso ensayado,
posee propiedades neurofarmacol6gicas que se ven evidenciadas en los
resultados obtenidos en las pruebas de suelo agujereado y laberinto en

cruz elevado.

Dada la efectividad en las distintas pruebas de actividad ansiolitica y la
evidencia positiva de los alcaloides en las pruebas de identificacion
realizadas, se podria decir que, al igual que en estudios anteriores sobre
la composicion quimica del género Erythrina, los compuestos
responsables de dicha actividad farmacolégica son los alcaloides

presentes en el extracto acuoso de Erythrina berteroana (pito).
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7 Dados los resultados obtenidos, el extracto acuoso de la especie en
estudio a las dosis ensayadas, posee propiedades neurofarmacoldgicas,
por lo tanto es necesario someter nuevamente a dicha especie vegetal a
investigacion, ya que el presente trabajo es un estudio preliminar de la
especie Erythrina berteroana (pito) y los resultados en modelos
animales son Unicamente la primera fase (preclinica) para determinar la
eficacia en humanos. Los datos obtenidos en este estudio son parte de la
informacion que se necesita para avanzar a la siguiente fase (clinica),
por lo cual no es concluyente para su uso seguro, pues los efectos
secundarios que puedan presentarse deben  monitorearse

cuidadosamente



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES



144

7. RECOMENDACIONES

1. Tomar las precauciones necesarias en la utilizacion de preparados
caseros de Erythrina berteroana con fines terapéuticos, con especial
atencion a la administraciéon de dichos preparados a nifios, ya que el
presente trabajo es una investigacién preliminar de las propiedades
toxicolégicas y farmacoldgicas de Erythrina berteroana.

2. Aislar, elucidar y cuantificar los alcaloides del tipo erythrinano presentes
en el extracto acuoso de Erythrina berteroana, mediante cromatografia
liquida en fase reversa, RMN y espectrometria de masas y asi poder
determinar con certeza la presencia de dichos compuestos nitrogenados
ya gque estos podrian encontrarse en forma de glicsidos a los que se les

atribuye la actividad farmacoldgica.

3. Realizar pruebas de bioquimica  sanguinea 'y  evaluar
histopatolégicamente los deméas 6rganos aun no estudiados, dado que
los exdmenes bioquimicos determinan el buen funcionamiento del
organismo y son complementarios a los examenes histopatoldgicos; es
por esto la importancia de someter nuevamente a investigacion la

especie ensayada.

4. Continuar el estudio de las propiedades ansioliticas y sedantes de
Erythrina berteroana (pito), en base a los resultados obtenidos en la
presente investigacion, respaldandose con otras pruebas para la

medicién de la ansiedad, tales como campo abierto, prueba de caja
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luz/oscuridad y la de choque/enterramiento; dado que para el extracto
acuoso ensayado, estadisticamente los valores se aproximan a una
respuesta efectiva, para lo cual se debe aumentar las capacidades
técnicas y modificar las condiciones fisicas de laboratorio y equipamiento
adecuado para la ejecucién de dichas pruebas, con el fin de descartar
todo tipo de interferencias para constatar dichas propiedades atribuidas a

esta especie popularmente utilizada.

Repetir este tipo de investigacion usando muestras de esta especie
provenientes de otras zonas geogréaficas, obteniendo extractos con
diferentes solventes, tomando en cuenta que dependiendo la zona
podrian contener proporciones diferentes de su perfil quimico y por tanto

una mayor actividad neurofarmacologica.

Utilizar la cepa de raton SAM, la cual es una cepa especial de laboratorio
para evaluar propiedades ansioliticas, ademas someter a los animales a
una prueba basal (suelo agujereado) para su clasificacion, de modo que
todos los animales experimentales tengan el mismo nivel de ansiedad o

estén dentro de un rango similar.

Establecer asociaciones con instituciones, como el Hospital Nacional
Rosales, que posee equipos especializados para la realizacion de las
pruebas bioquimicas sanguineas, lo que permite obtener resultados de
mayor exactitud utilizando cantidades minimas de suero, por lo que se
recomienda ademas la colaboracién de profesionales externos, lo cual

seria de gran beneficio para futuras investigaciones.
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GLOSARIO

Agudo: ocurre dentro de un periodo corto (minutos, horas o algunos dias) en

relacion con el periodo de vida del organismo de ensayo.

ANOVA: ANalysis Of VAriance. El analisis de la varianza es una coleccion de
modelos estadisticos y sus procedimientos asociados, en el cual la varianza
esta particionada en ciertos componentes debidos a diferentes variables
explicativas ya que compara la variabilidad de las medias muestrales (a través
de la varianza muestral) con la variabilidad de los elementos dentro de la

muestra.

Ansiolitico: (del lat. anxius, "angustiado”, y el gr. AuTikdg, "que disuelve") o
tranquilizante menor es un farmaco con accién depresora del sistema nervioso
central, destinado a disminuir o eliminar los sintomas de la ansiedad. Farmaco
ansiolitico ideal es aquel que alivia o suprime el sintoma de ansiedad, sin

producir sedacién o suefio.

Bioensayo: ensayo en el cual el poder o potencia de una sustancia es medido

a través de la respuesta de organismos vivos o0 sistemas vivientes.

Control: es un tratamiento en una investigacion que duplica todos los factores
que puedan afectar el resultado, excepto la condicibn que esta siendo

investigada (sinonimo de control negativo).

Control positivo: evaluacion de la respuesta farmacoldgica con una sustancia
de referencia, utilizada para controlar la sensibilidad de los organismos en el

momento en el cual se evalta el material problema.


http://es.wikipedia.org/wiki/Modelo_estad%C3%ADstico
http://es.wikipedia.org/wiki/Varianza
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Variable_explicativa&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Variable_explicativa&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Lat%C3%ADn
http://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_griego
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmaco
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervioso_central
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervioso_central
http://es.wikipedia.org/wiki/Ansiedad

Cronico: ocurre durante un periodo relativamente largo de exposicion (una

porcion significativa de la vida del organismo >10%).

CEso/Clso:  concentracion efectiva o de inhibicion media. Concentracion del
material en agua, suelo o sedimento que se estima afecta al 50% de los
organismos de ensayo. La CE50 y sus limites de confianza (95%) son

usualmente derivados de andlisis estadistico.

CLso: concentracion letal media, concentracion del material en agua, suelo o
sedimento que se estima letal para el 50% de los organismos de ensayo. La
CLso y sus limites de confianza (95%) son usualmente derivados de analisis

estadistico.

Centinela (grupo centinela): grupo experimental que se le da un tratamiento
con la sustancia ensayada, sirve como referencia en caso de recuperacion en

un proceso toxico.

Comparaciones multiples post hoc: permiten controlar la tasa de error al
efectuar varios contrastes utilizando las mismas medias, es decir, permiten

controlar la probabilidad de cometer errores tipo | al tomar varias decisiones.

Desviacion estandar o desviacion tipica (denotada con el simbolo o o0 s,
dependiendo de la procedencia del conjunto de datos) es una medida de
centralizacién o dispersién para variables de razén (ratio o cociente) y de

intervalo, de gran utilidad en la estadistica descriptiva.

Emenagogo (a): de origen griego, se utiliza para referirse a los principios
activos, medicamentos o remedios a base de hierbas, que pueden estimular el
flujo sanguineo en el area de la pelvis y el Gtero, y en algunos casos, fomentar

la menstruacion. Los principios activos con estas propiedades pueden ser


http://es.wikipedia.org/wiki/Medidas_de_dispersi%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Medidas_de_dispersi%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Estad%C3%ADstica_descriptiva
http://es.wikipedia.org/wiki/Pelvis
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%9Atero
http://es.wikipedia.org/wiki/Menstruaci%C3%B3n

usados en la terapia llamada emenagoga, en los casos de ausencia del flujo

menstrual por razones distintas al embarazo.

Ensayo de toxicidad: determinacion del efecto de un material 0 mezcla sobre
un grupo de organismos seleccionados bajo condiciones definidas. Mide las
proporciones de organismos afectados o el grado de efecto luego de la

exposicion a la muestra.

Espiar: cuando el ratén introduce la cabeza dentro de los agujeros hasta el

nivel de las orejas.

Hematocrito: es el porcentaje del volumen total de la sangre compuesta por

globulos rojos.

Histopatologia: estudio al microscopio de los tejidos y de los 6rganos

enfermos.

indices de toxicidad: expresan los resultados de diferentes ensayos de
toxicidad como un uUnico valor numeérico que clasifica, segun categorias, a la

muestra. No existen reglas fijas para la designacion de los indices.

Liofilizacién: es un proceso en el que se congela el producto y posteriormente
se introduce en una camara de vacio para realizar la separacion del agua por
sublimacion. De esta manera se elimina el agua desde el estado sélido al
gaseoso del ambiente sin pasar por el estado liquido. Para acelerar el proceso
se utilizan ciclos de congelacién-sublimacion con los que se consigue eliminar

practicamente la totalidad del agua libre contenida en el producto original.

Media aritmética (también llamada promedio o simplemente media) de un
conjunto finito de numeros es el valor caracteristico de una serie de datos

cuantitativos objeto de estudio que parte del principio de la esperanza


http://es.wikipedia.org/wiki/Sangre
http://es.wikipedia.org/wiki/Eritrocito
http://www.portalesmedicos.com/diccionario_medico/index.php/Microscopio
http://www.portalesmedicos.com/diccionario_medico/index.php/Y
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1mara_de_vac%C3%ADo
http://es.wikipedia.org/wiki/Secado
http://es.wikipedia.org/wiki/Sublimaci%C3%B3n

matematica o valor esperado, se obtiene a partir de la suma de todos sus

valores dividida entre el nUmero de sumandos.

Microtomo: (del griego mikros, que significa "pequefio”, y temnein, que
significa "cortar") es un instrumento de corte que permite obtener rebanadas
muy finas de material, conocidas como secciones. Los microtomos utilizan
cuchillas de acero, vidrio o diamante, dependiendo del tipo de muestra que se

esté cortado en lonjas y del grosor deseado de las secciones del corte.

Necropsia: proviene de las voces griegas vekpog /nekrds/ 'cadaver' y O yig
/opsis/ ‘observar’. Es un procedimiento cientifico por el cual se estudia un
cadaver animal para tratar de identificar la posible causa de la muerte, asi como
la identificaciébn del cadaver. Consiste en el examen macroscépico de las
visceras y tejidos y en la toma de especimenes para sSu examen

histopatoldgico.

Neurofarmacologia: Estudio de los efectos de los medicamentos u otras

sustancias sobre el sistema nervioso.

OECD: Organization for Economic Cooperation and Development.
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE).

Patrén: llamado también estandar o control positivo es una sustancia utilizada

como referencia al momento de hacer una valoraciéon o estandarizacion.

Protocolo: es un conjunto de procedimientos explicitos para un ensayo o
experimento, de acuerdo con lo establecido entre las partes y descrito en un

documento.

Punto final: medida o valor que expresa el resultado de un ensayo

(CLso/CEso/Clsp). También significa la respuesta del organismo para mostrar el


http://www.portalesmedicos.com/diccionario_medico/index.php/Sistema

efecto que se utiliza para indicar la finalizacion del ensayo, definido por un

porcentaje de organismos y un tiempo de exposicion.

Sedante: es una sustancia quimica que deprime el sistema nervioso central
(SNC), resultando en efectos potenciadores o contradictorios entre: calma,
relajacion, reduccion de la ansiedad, adormecimiento, reduccion de la
respiracion, habla trabada, euforia, disminucion del juicio critico, y retardo de
ciertos reflejos. Un sedante suele denominarse como tranquilizante,

antidepresivo, ansiolitico, soporifico, relajante, o sedante-hipnético.

TOEC: concentracion umbral a la cual se observa efecto (media geométrica del
NOEC y LOEC).

Toxicidad: es una medida usada para medir el grado toxico o venenoso de
algunos elementos. Puede referirse al efecto de esta sobre un organismo

completo, como un ser humano, una bacteria o incluso una planta o animal.

Toxicidad aguda: La toxicidad aguda tiene por objeto determinar los efectos de
una dosis Unica y muy elevada de una sustancia. La observacion de los
animales se lleva a cabo después de la administracién de la sustancia y dura
hasta 14 dias, después de los cuales los animales son sacrificados y
autopsiados. En general, el test se realiza con 5 grupos de 10 animales de cada
sexo, aungue existen algunos meétodos abreviados que intentan reducir el

numero de animales a sacrificar.

Toxicidad subaguda: efectos toxicos a largo plazo relacionados con cambios
en el metabolismo, crecimiento o capacidad de supervivencia. La administracion
del farmaco se lleva a cabo diariamente durante periodos que oscilan entre 15
dias y 4 semanas. Durante el estudio se controlan diariamente un buen nimero
de parametros (aspecto, comportamiento, peso, consumo de agua y alimento,

ECG, examen oftalmoscopico, etc) y al final los animales son sacrificados y


http://es.wikipedia.org/wiki/Depresor
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervioso_central
http://es.wikipedia.org/wiki/Ansiedad
http://es.wikipedia.org/wiki/Dormir
http://es.wikipedia.org/wiki/Reflejo
http://es.wikipedia.org/wiki/Antidepresivo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ansiol%C3%ADtico

autopsiados. Al inicio del estudio y antes de la autopsia, se toman muestras de
sangre y orina para ser analizadas.

Tratamiento (grupo tratamiento): grupo experimental al cual se le administra

la sustancia de ensayo o en estudio.

Tukey (1953). Diferencia honestamente significativa de Tukey. Equivale a
utilizar el método de Student-Newman-Keuls con r = J = n° de medias. Por
tanto, todas las comparaciones son referidas a una misma diferencia minima.

Es uno de los métodos de mayor aceptacion.



ANEXOS



Anexo N° 1

Certificacion de la especie vegetal por un experto Botanico. Herbario del
Jardin Botanico de La Laguna



Anexo N° 2
Procedimiento para la clasificacion de la toxicidad iniciando con una dosis
limite de 2000 mg/Kg de peso corporal



Smg/kg
3 animals

50mg/kg
3 animals

300mg/kg
3 animals

2000mg/kg
3 animals

5mag/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
1
Qia) D D D 3
A 4

GHS Category Category 2 Category 3 Category 4 Category § Category 8 or

> 0.5 >5.50 > 50300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified
v * y * # ¢ * y A 4

3 2 _ ]
2§a1t5‘5§|)ep other (at 2000) [(at 2000) other 1 0
at 1% steplat 1% ste

LDS0 cut-off

mg/kg b.w.

- per step three animals of asingle sex ( normally females ) are used
-0,1,2,3: Numberof moribund or dead animals at each step
-GHS: Globally Harmonized Classification System (mg/kg b.w.)

- = i unclassified
- Testing at 5000 mg/kg b.w.: see Annex 3

Diagrama del procedimiento a seguir para la clasificacion de la toxicidad iniciando con una dosis limite de 2000

mg/Kg de peso corporal




Anexo N° 3

Férmula general para determinar la cantidad de extracto acuoso

liofilizado para preparar cualquier dosis mg/Kg de peso corporal



Ejemplo: para preparar una dosis de 2000 mg/Kg de peso corporal, tomando el

peso promedio inicial del grupo centinela.

X= cantidad de extracto acuoso liofilizado

N
I

peso promedio del grupo experimental = 20.67 g
P= cantidad en g de la sustancia a ensayar

mg
@ (zooo Kg)
- 1Kg

mg
(0.02067) (2000 Kg)

X =
1Kg

X=Y=41.34mg

Luego:

(volumen a preparar)(Y)

volumen maximo de canulacién

_ (10mL)(41.34mg)
- 0.2mlL

P =2067mg = 2.06¢g

Los calculos anteriores se utilizan para la obtencidon de la cantidad de

sustancia a pesar para preparar una solucion o dosis determinada.



Anexo N° 4.
Evolucion del peso corporal por grupo experimental en el ensayo de

toxicidad subaguda a 28 dias.
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Figura N° 51. Evolucion del peso corporal semanal del grupo tratamiento en
hembras. Se puede apreciar la disminucion del peso del grupo
tratado con la sustancia en ensayo, a lo largo del ensayo de

toxicidad subaguda.
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Figura N° 52. Evolucion del peso corporal semanal del grupo tratamiento en
machos. Para el grupo machos tratados con la sustancia, la
administracion diaria no afecto el aumento natural del peso a lo

largo del ensayo de toxicidad subaguda.



Anexo N° 5.

Ensayo de toxicidad subaguda a 28 dias. Registro de peso corporal.



Registro de Peso Corporal

Hembras

Grupo Control

Identificacion Peso | Semana | Semana | Semana Peso |Aumento
animal Inicial 1 2 3 Final %
1 20.9 23.21 23.84 24.06 24.86 18.95
2 21.18 22.6 22.1 22.19 22.87 7.98
3 20.45 21.57 20.95 21.93 21.72 6.21
4 17.23 18.52 18.35 19.68 19.98 15.96
5 20.81 21.45 20.75 21.48 21.84 4.95

Grupo Centinela

Identificacion Peso Semana | Semana | Semana Peso |Aumento
animal Inicial 1 2 3 Final %
1 21.85 21.72 22 20.92 21.72 -0.59
2 19.62 19.33 20.62 20.53 20.76 5.81
3 21.74 21.82 21.98 22.18 21.93 0.87
4 18.98 19.36 20.17 19.82 20.35 7.22
5 19.14 19.22 19.1 19.58 19.1 -0.21

Grupo
Tratamiento
Identificacion Peso Semana | Semana | Semana Peso |Aumento
animal Inicial 1 2 3 Final %

1 20.57 19.83 20.65 20.48 19.4 -5.69
2 20.07 20.18 21.22 20.21 18.8 -6.33
3 21.68 21.19 22.13 21.89 17.73 -18.22
4 18.13 18.17 17.78 17.71 13.88 -23.44
5 21.23 21.24 22.05 22.05 19.76 -6.92




Registro de Peso Corporal

Machos

Grupo Control

Identificacion Peso Semana | Semana | Semana Peso |Aumento
animal Inicial 1 2 3 Final %
1 23.81 23.69 22.95 23.91 24.25 1.85
2 23.4 24.13 25.2 24.85 22.23 -5
3 24.58 25.9 26.89 27.23 28.13 14.44
4 25.32 27.12 27.17 29.26 29.52 16.59

Gru po Centinela

Identificacion Peso Semana | Semana | Semana Peso |Aumento
animal Inicial 1 2 3 Final %
1 20.7 20.92 21.7 22.22 21.67 4.69
2 19.36 20.06 19.96 20.81 20.22 4.44
3 19.88 20.6 20.93 20.92 20.57 3.47
4 18.31 18.9 19.09 19.24 19.5 6.5
5 18.7 19.11 19.37 20.25 19.5 4.28

Grupo Tratamiento

Identificacion Peso Semana | Semana | Semana Peso |Aumento
animal Inicial 1 2 3 Final %
1 26.58 26.62 26 26.12 27.05 1.77
2 26.71 27.47 27.23 27.48 28.29 5.92
3 26.74 27.53 28.87 28.7 28.22 5.53
4 25.84 25 24.85 24.62 26.69 3.29
5 25.84 26.36 26.14 26.36 26.65 3.13




Anexo N° 6.

Registro de peso de 6rganos.



Registro de Peso de 6rganos

HEMBRAS

Grupo Control

Higado |Corazén|Pulmones| Bazo | Rifiones |Estomago | Intestinos
Al 1.22 0.1 0.14 0.24 [0.17/0.15 0.84 2.24
A2 1.06 0.1 0.12 0.21 |0.15/0.16 0.56 2.18
A3 0.86 0.12 0.09 0.22 0.3 0.53 1.82
A4 0.95 0.1 0.9 0.2 |0.13/0.16 0.71 2.43
A5 1.07 0.12 0.13 0.18 |0.17/0.16 0.61 2.58
Grupo Tratamiento
Higado |Corazén|Pulmones| Bazo | Rifiones |Estomago | Intestinos
Al 1.12 0.1 0.13 0.19 (0.17/0.15 0.46 2.13
A2 1.02 0.1 0.14 0.22 |0.16/0.16 0.49 2.4
A3 1.15 0.1 0.17 0.18 |0.16/0.16 0.72 2.54
A4 0.79 0.09 0.1 0.1 |0.12/0.13 0.68 2.01
A5 1.04 0.1 0.13 0.22 |0.15/0.18 0.79 2.48
MACHOS
Grupo Control
Higado | Corazon |Pulmones| Bazo | Rifiones |Estomago | Intestinos
Al 1.19 0.13 0.13 0.14 |0.19/0.20 0.46 2.47
A2 0.87 0.1 0.14 0.1 |0.18/0.18 0.55 2.31
A3 1.39 0.13 0.14 0.21 [0.22/0.23 0.64 2.64
A4 1.36 0.13 0.14 0.18 |0.21/0.23 0.78 2.59
Grupo Tratamiento
Higado | Corazon | Pulmones| Bazo | Rifiones |Estomago | Intestinos
Al 1.51 0.15 0.16 0.2 |0.23/0.26 0.65 2.86
A2 1.41 0.12 0.16 0.18 |0.25/0.26 0.62 3.37
A3 1.47 0.14 0.16 0.18 |0.25/0.24 0.42 2.72
A4 1.42 0.11 0.13 0.11 |0.35/0.22 0.45 2.17
A5 1.46 0.12 0.15 0.2 [0.27/0.28 0.53 3.11




Anexo N° 7.

Registro de datos hematolégicos.



Registro de datos hematoldgicos.

Hematologia
N° Animal Hemoglobind Hematocrito | Neutrofilos| Linfocitos | Eosinofilos | Basofilos [RT Eritrocitos
HC1 13 39 58 38 4 58.5
HC2 14.33 43 52 37 10 1 64.5
HC3 13.33 40 56 44 60
HC4 13.67 41 60 40 61.5
HC5 14 42 52 44 2 2 65
HCel 14 42 38 60 2 63
HCe2 14 42 60 36 4 63
HCe3 13.33 40 52 47 1 60
HCed 13.67 41 52 48 61.5
HCe5 12.67 38 44 56 57
HT1 13.67 41 48 50 2 61.5
HT2 15 45 24 76 67.5
HT3 16.33 49 42 58 73.5
HT4 15 45 57 34 9 67.5
HT5 14.33 43 52 42 6 64.5
MC1 14.33 43 61 39 64.5
MC2 15.33 46 47 48 5 69
MC3 12 36 45 52 3 54
MC4 13.67 41 49 49 2 61.5
MCel 13.67 41 52 44 4 61.5
MCe2 13.33 40 42 56 2 60
MCe3 14.33 43 52 30 18 64.5
MCed 15 45 44 53 3 67.5
MCe5 13.33 40 55 41 3 1 60
MT1 13.67 41 60 28 8 4 61.5
MT2 14 42 36 64 63
MT3 14.33 43 32 65 2 1 64.5




Anexo N° 8.

Procesamiento de tejidos para los exadmenes histopatolégicos



Figura N° 54. Tallado del tejido



Figura N° 55. Equipo para realizar la inclusion de tejido.

Figura N° 56. Formacion del bloque parafinado



Figura N° 57. Equipo para realizar la microtomia u obtencion de los cortes.

Figura N° 58. Vista al microscopio de un corte de rifion luego de la coloraciéon

hematoxilina-eosina.



Anexo N° 9.

Extraccion de sangre de Seno Retro-orbital



Material: Capilares tratados con anticoagulante
Descripcion de la técnica:

1. Sujetar al ratén estirando la piel del cuello hacia atrds asegurdndose de
no dificultar la respiracion

2. Insertar el capilar en el angulo externo del ojo (2 mm aproximadamente)
y girar suavemente hasta que la sangre fluya por el mismo.
Recoger la muestra y retirar el capilar.

4. Oprimir ligeramente la zona de puncion con una gasa o papel para
detener la hemorragia.

5. Aplicar pomada oftalmica al ojo.

Figura N° 59. Técnica de extraccién de sangre



Anexo N° 10.

Prueba de enterramiento de esferas



Figura N° 60. Prueba de enterramiento de esferas. Raton ocultando esferas en

la viruta de madera.

Figura N° 61. Prueba de enterramiento de esferas.



Anexo N° 11.

Prueba de laberinto en cruz elevado



Figura N° 62. Prueba de laberinto en cruz elevado. Inicio de la prueba, el ratén
debe ser colocado al centro del laberinto y en posicién de

entrada a una de las zonas abiertas del laberinto.

Figura N° 63. Prueba de laberinto en cruz elevado. Salida del ratén a una de las
zonas abiertas del laberinto.



Figura N° 64. Prueba de laberinto en cruz elevado. Salida del raton a una de las

zonas abiertas del laberinto.



Anexo N°12.

Suelo agujereado



Figura N° 65. Prueba de suelo agujereado. Raton explorando uno de los

agujeros.

Figura N° 66 Prueba de suelo agujereado. Raton explorando uno de los
agujeros, la exploracion debe ser hasta el nivel de las orejas
para tomar como positivo la conducta ansiolitica.



Anexo N° 13.

Suefio inducido por pentobarbital sédico



Figura N° 67. Prueba de suefio inducido por pentobarbital sédico. Grupo de
ratones durante el periodo de suefio.

Figura N° 68 Prueba de suefio inducido por pentobarbital sédico. Grupo de

ratones durante el periodo de suefio.



Anexo N° 14.

Equipos



Figura N° 69. Aparato Liofilizador (Christ Alpha 2-4, LDC-1M). Ubicacion del
aparato liofilizador: Instituto Universitario de Bio-Organica
"Antonio Gonzalez", Universidad de La Laguna, Tenerife,

Espafia.

Figura N° 70. Procesador de tejido marca Myr. Ubicado en el Laboratorio de
Patologia, 3er nivel del edificio de CENSALUD, Universidad de
El Salvador.



Figura N° 71. Micrétomo rotatorio (equipo para realizar cortes histolégicos)
ubicado en el Laboratorio de Patologia, 3er nivel del edificio de
CENSALUD, Universidad de El Salvador.



Anexo N° 15,

Reactivos



Preparacion de reactivos para pruebas de precipitacion:

- Reactivo de Mayer:
Solucioén a: 1.36 g HgCl,/60 mL H,O
Solucién b: 5 g KI/20 mL H,O
Mezclar solucién a y solucion b, y diluir a 100 mL. (31)

- Reactivo de Wagner: disolver 1.27 g I, en 2g KI/5 mL H;O, diluir a 100

mL.

- Reactivo de Dragendorff:
Solucién a: disolver 0.85 g de nitrato basico de bismuto en una mezcla
de 40 mL H,O en 10 mL de acido aceético.
Solucién b: 8 g de Kl disueltos en 20 mL.

Mezclar solucién a y solucion b, dejar reposar 24 horas, aforar a 100 mL.
(34)

Reactivo para cromatografia en capa fina:

Reactivo de Dragendorff: (revelador)

Preparacion:

Solucién a: disolver 1.7 g de nitrato basico de bismuto en 20 g de acido
tartarico en 80 mL de agua destilada.

Solucién b: disolver 16 g de yoduro de potasio en 40 mL de agua destilada.
Solucion de reserva: Mezclar volimenes iguales de solucion a y b. Conservar
en refrigeracion.

Para usar: disolver 10 g de acido tartarico en 50 mL de agua destilada y

agregar 5 mL de solucion de reserva. (41)



