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- RESUMEN

El estudio consistio en evaluar la toxicidad subaguda oral continua de 14 dias a
dosis repetidas y la actividad analgésica de Persea caerulea (Lauraceae). La
investigacion fue ejecutada en las instalaciones del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD). Los animales fueron cuidados de acuerdo al
procedimiento normalizado de trabajo (PROC-NT-02) del Laboratorio de
Experimentacion Animal (LEA), utilizando 40 ratones machos provenientes de la
cepa National Institute of Health (NIH), con un intervalo de peso de 22 a 28g. En

todos los grupos las sustancias fueron administradas con una canula intragéstrica.

La prueba de toxicidad subaguda oral se desarroll6 de acuerdo con lo establecido
por la OECD (2001), estuvo conformada por diez ratones, dividido en dos grupos:
control y tratamiento, con cinco cada uno. Diariamente se administré el extracto
acuoso de P. caerulea a dosis de 500mg/kg de peso corporal, llevando a cabo las
respectivas observaciones clinicas. Los resultados obtenidos en peso corporal y de
organos no mostraron diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, en
la evaluacién macroscopica el higado, estbmago y pulmones presentaron palidez,

como un posible dafio ocasionado por el extracto.

La actividad analgésica fue evaluada mediante la prueba de &cido acético, con 30
ratones, distribuidos en tres grupos: dos grupos controles (negativo y positivo) y un
grupo experimental tratado con extracto acuoso de P. caerulea a 100mg/kg peso
corporal. Al transcurrir una hora de la canulacion, los grupos fueron inyectados con
acido aceético al 1% por via intraperitoneal, registrando la cantidad de contorsiones
abdominales durante los siguientes treinta minutos; la reduccion de estas confirma
dicha actividad biolégica. Los resultados indican que tanto la indometacina (control
negativo) como el extracto acuoso redujeron significativamente las contorsiones
abdominales con relacion al grupo control negativo, evidenciando la actividad

analgésica de Persea caerulea.
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- INTRODUCCION

El dolor ha estado irremisiblemente unido al hombre en todas las épocas y ha sido
sin duda alguna, un importante impulsor para el desarrollo de las ciencias de la
salud. Tan antiguo es su tratamiento que en “La Odisea”, Homero describe acerca
de un medicamento que “fomado con el vino producia el absoluto olvido de las
penas”. Plinio el Viejo autor de Historia natural, especulé que esa droga debia ser
la “borraja” (Borago officinalis), planta medicinal con larga trayectoria en estos usos
(Fernandez et al., 1999; Cajaraville et al., 2005).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2004, clasifica el dolor como agudo
y crénico. El dolor agudo suele ser de corta duracion y de causa identificable
(enfermedad, traumatismo). En cambio, el dolor crénico es de larga duracion, por lo
general se asocia con cancer. A nivel mundial los medicamentos mas usados para
el control del dolor de leve a moderado son los antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs). Estos medicamentos “son un conjunto heterogéneo de compuestos
quimicos generalmente no relacionados entre si, que comparten acciones
terapéuticas para el control en diverso grado del dolor, la inflamacion y la fiebre”
(Prieto, 2007).

Las personas que ingieren a elevadas dosis estos farmacos presentan efectos
adversos medicamentosos (EAM) principalmente gastrointestinales (Gl), renales y
cardiovasculares (CV); esto indica que al incrementar la dosis no habrd mejoria,
sino en cambio EAM. Estos efectos adversos se relacionan con las dosis ingeridas
diariamente, y pueden presentarse incluso en tratamientos menores de 15 dias
(Prieto, 2007; Aranguren Ruiz et al., 2016).

En El Salvador, los medicamentos que principalmente utiliza la poblacién para

automedicarse son los AINEs. Segun Duran Turcios et al. (2008), el 58% de la



poblacién que consume dichos medicamentos no conoce los efectos secundarios
gue producen al ser ingeridos por largos periodos de tiempo. “En los ultimos afos,
el consumo de estos farmacos ha variado, en parte por los diferentes ensayos
clinicos, que avalan la utilizacion de nuevas moléculas con menos efectos adversos
y mejores efectos terapéuticos. Por sus efectos colaterales importantes se han

retirado varios de ellos del mercado a nivel mundial” (Gonzalez et al., 2002).

Las plantas medicinales y los medicamentos herbarios constituyen elementos
terapéuticos ancestrales que en la actualidad adan son utiles, sobre todo en la
atencion primaria de salud. La familia Lauraceae posee plantas muy conocidas por
sus raices aromaticas, tallos y frutos. Su importancia radica en su valor econémico
como: Laurus nobilis (laurel), Cinnamomum zeylanicum (canela), Cinnamomum
camphora (arbol de alcanfor), Persea americana (aguacate) y Sassafras sp
(sasafras) (Simic et al., 2004; Hernandez et al., 2014).

En la actualidad, existe poca investigacion sobre las especies que pertenecen al
género Persea, a excepcion de P. americana Mill de la cual se conocen muchas de
sus propiedades medicinales (Adeyemi et al., 2002; Alhhalf et al., 2018; Hurtado
Ferndndez et al., 2018). Persea caerulea ha reportado estudios fitoquimicos de
hojas, corteza y madera, presentando flavonoides en dichas partes. Dentro de los
componentes encontrados en corteza dos de ellos son reportados en otras especies
con actividad antiinflamatoria. A pesar de estar comprobada dicha actividad,
muchos estudios dictan la importancia de retomar investigaciones en la misma
especie, esto se debe a la variabilidad de produccion de metabolitos secundarios
gue pueden presentar de acuerdo al lugar donde se desarrollen, influyendo los
factores quimicos y fisicos (Alvarez Caballero, 2016; Alvarez et al., 2016). Por otra
parte, de acuerdo con lo establecido por la OECD (2001) y con el objetivo de validar
el uso popular de la planta, se evaluaron los efectos téxicos del extracto acuoso de

P. caerulea.
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- MARCO DE REFERENCIA
3.1- ANTECEDENTES

3.1.1- Lauréaceas en la analgesia como medicina tradicional.

El género Cinnamomum posee especies que son utilizadas como antiinflamatorias:
C. kotoense y C. osmophloeum atribuidas a sus hojas (Kuo et al., 2005; Fang et al.,
2005). También se encuentran con dicha propiedad medicinal los frutos de Lindera
erythrocarpa (Wang et al., 2008; Senthil et al., 2010); y especies del género
Neolitsea: en las raices de N. daibuensis (Wong et al., 2011), N. hiiranensis por

medio de sus hojas (Liou et al., 2011).

Aniba canelilla, planta aromatica de las lauraceas, es reportada con efectos
analgésicos por su componente principal (1-nitro-2-feniletano) en el aceite esencial
(De Lima et al., 2009). Dentro de la familia se encuentran otras especies con funcién
analgésica, entre ellas: Cinnamomum camphora, Laurus nobilis Linn, Litsea
japonica y seis especies del género Nectandra: N. falcifolia, N. coriacea, N.
megapotamica, N. cuspidata, N, polita y N, amazonum (Sayyah et al., 2003; Singh
y Jawaid 2012; Koo et al., 2014; Grecco et al., 2016).

3.1.2- El género Persea como analgésico.

Las hojas de Persea americana en la medicina tradicional son utilizadas como
analgésico en decocciones y a modo de infusiones (Di Stasi et al., 2002; Novais et
al., 2004). Un estudio realizado por el Grupo de Investigacién en Modelos Animales
del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad
de El Salvador, confirma la actividad analgésica de Persea schiedeana (chucte) en

sus hojas (Mejia et al., 2021).
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3.1.3- Generalidades del dolor y tratamiento farmacoldgico.

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor definio el dolor como “una
experiencia sensitiva y emocional desagradable, asociada a una lesion tisular real
o potencial” (Puebla Diaz, 2005). El dolor es clasificado en dos tipos de acuerdo con
su duracién: dolor agudo y dolor cronico. El primero se presenta en periodos cortos
de tiempo (horas), pero puede persistir por semanas 0 meses hasta que la
enfermedad cese. El dolor crénico en cambio es persistente, continuo y de duracion
e intensidad suficiente como para alterar el estado general del paciente. Se
considera que un dolor con duraciéon de seis semanas 0 mas es cronico (Gutiérrez

Alvarez y Valenzuela Plata, 2007).

Para el tratamiento del dolor la OMS recomienda una estrategia de tres escalones
(Figura 1); primer escalon (caso de dolor leve a moderado) analgésicos no opioides
con o sin adyuvantes, segundo escalén opioides menores con 0 sin opioides y
adyuvantes, y en el tercer escalén opioides mayores con 0 sin opioides y

adyuvantes (Pedrajas Navas y Molino Gonzalez, 2008).

Figura 1 Escala analgésica segun la OMS para el tratamiento del dolor, que

representa la forma en que debe ser tratado el dolor

ESCALA ANALGESICA PARA EL DOLOR - OMS

3er Escaléon

2do Escalén Opiodes
' fuertes
1er Escalén OF,)IC_)des e
débiles No opiodes
No opiodes h o=
No opiodes Adyuvantes
+/-
4 Ad t
uvantes
Adyuvantes o
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3.1.3.1- Analgésico

Es cualquier procedimiento médico o paramédico que calma o elimina el dolor.
Etimol6gicamente procede del prefijo griego a-/an- (carencia, negacién), y algo de
dolor. Aunque se puede usar el término para cualquier sustancia o mecanismo que
reduzca el dolor, generalmente se refiere a un conjunto de farmacos, de familias
quimicas diferentes que calman o eliminan el dolor por diferentes mecanismos
(Jerez, 2007).

Entre los farmacos usados para tratar el dolor agudo se encuentran: analgésicos
no opiaceos o AINESs, analgésicos opiaceos y analgésicos adyuvantes (Gutiérrez
Alvarez y Valenzuela Plata, 2007). Dentro de los analgésicos no opiaceos mas

usados se encuentra el paracetamol, salicilatos y AINEs (Wah Li, 2008).

3.1.3.2- Analgésicos opiaceos.

Los opioides son compuestos derivados del “opio” (Papaver somniferum), cuyo
referente es la morfina. Su mecanismo de accion esta mediado por la union de
diversos receptores, principalmente los receptores mu (receptor opioide p) del
Sistema Nervioso Central (SNC). Se han identificado 5 clases, denominadas p (u1
y M2), K, 8, 0, Yy €, aunque solo se aceptan como auténticos receptores opioides los
tres primeros. Los receptores [, K y 0, son activados por los opioides exdgenos y
los & por las endorfinas. Los receptores € han sido detectados en muestras tisulares
de animales (conducto deferente del raton) y se desconoce su funcion y localizacion
en el hombre, aunque se cree que estan relacionados con las beta endorfinas y la
respuesta al estrés y a la acupuntura. En la Tabla 1 se representan la localizacion,
tipos y efectos de los diversos receptores, asi como sus activadores opioides

exdgenos o enddgenos (Valdivielso Serna, 1998).
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Tabla 1 Representacion de los tipos de receptores opioides, localizacion y efectos

TIPOS LOCALIZACION EFECTOS PROTOTIPO
Cerebro: Lamina lll y IV | ul: Analgesia supraespinal - | Morfina
del cortex Indiferencia al dolor - Bienestar
Tadlamo - S. gris | ¢Gran potencial adictivo? Fentanilo
periacueductal
Médula espinal: p2:  Analgesia epinal - | Meperidina
S. gelatinosa Depresion respiratoria - | | Metadona
u reflejo tusigeno Nauseas /| Codeina
Voémitos - | Motilidad intestinal
- Espasmo Oddi
Retencién urinaria - Prurito -
Miosis - Bradicardia
Tolerancia y dependencia
fisica
Cerebro: Hipotdlamo - | k1 Analgesia espinal - | Buprenorfina
Cortex Sedacion - Miosis - Diuresis
Sustancia gris Escaso potencial adictivo
periacueductal
K Médula espinal: S. kK2: Efecto farmacoldgico | Pentazocina
gelatinosa desconocido Nalbufina
k3: Analgesia supraespinal Butorfanol
Disforia (cansancio -
desasosiego - desorientacion)
Cerebro: Nucleo | Analgesia espinal - Euforia - | Morfina
pontino - Cértex Depresion respiratoria
Amigdala - Bulbo | Tolerancia y dependencia | Fentanilo
olfatorio fisica - Nauseas - Voémitos -
5 Prurito
Sistema nervioso Modulacion de la actividad de | Meperidina
autbnomo los receptroes Endorfinas
Efectos autbnomos
(micorcirculacion?)
Cerebro: No analgesia - Escaso | Buprenorfina
Cuerpo estriado potencial adictivo Pentazocina
Tronco cerebral Alucinaciones - Delirio - | Nalbufina
o Médula espinal Estimulacion psicomotriz Butorfanol
Nauseas - Vomitos - Midriasis | Ketamina

Estimulacion respiratoria y
vasomotora (1t FC-1FR-Vd)
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Los opioides disminuyen la percepcion del estimulo doloroso determinando un
estado con ausencia de dolor o un dolor muy leve. Ademas, modulan la sensacion
emocional subjetiva al dolor, y disminuyen su impacto en el individuo, creando una
especie de indiferencia (“el dolor no ha desaparecido, pero me molesta menos”), y

cierto grado de euforia (Valdivielso Serna, 1998).

Son considerados medicamentos muy efectivos para tratar el dolor, en los Gltimos
afios no solo han sido usados para tratar el dolor agudo, también en el tratamiento
del dolor crénico no maligno, y en dolor crénico oncolégico (Vasquez y Berenguel,
2011).

Farmacocinética de los opioides
e Absorcion y transporte:

En general se absorben bien por via oral (v.0), aunque algunos presentan un primer
paso hepatico que sustrae de la circulacién sistémica una porcién variable,
influyendo en su ulterior biodisponibilidad. Para las vias subcutaneas (s.c.) e
intramuscular (i.m.) El grado de absorcién depende de la circulacién local. Si la
circulacién local esta alterada por vasoconstriccion periférica, hipovolemia o
hipotensién, la absorcion es pobre necesitando mas droga para obtener un efecto
dado (Valdivielso Serna, 1998).

e Vias transmucosa y transdérmica:
Sdlo son posibles en los opioides con elevada liposolubilidad, elevada potencia y
bajo peso molecular como el fentanilo. Via intravenosa (i.v.): Es la que ofrece una
mayor disponibilidad y es la mas adecuada para el tratamiento con opioides del
dolor agudo (Valdivielso Serna, 1998).

« Distribucion, acceso a los receptores y redistribucion:
Desde el plasma los opioides se distribuyen inicialmente por los tejidos altamente

perfundidos (pulmén, corazén, cerebro, higado y rifidn). El acceso a los receptores

17



opioides tiene lugar durante la distribucion inicial y depende de la cantidad de
farmaco disponible para atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) y de su
capacidad para atravesar, lo que depende, en gran parte, de sus propiedades
fisicoquimicas (Valdivielso Serna, 1998).

Una vez instalado en la circulacion sanguinea, para que un opioide llegue a los
correspondientes receptores debe atravesar la biodisponibilidad de un farmaco
depende la concentracion plasmatica libre (no ligada a las proteinas séricas)
llamada también fraccién libre, y de su ionizacion, siendo tanto més biodisponible
cuando mayor sea el porcentaje de la fraccién libre en estado de no ionizacién
(Valdivielso Serna, 1998).

Biotransformacion y eliminacion:

A partir del estado de equilibrio las concentraciones séricas y tisulares disminuyen
en paralelo debido a los procesos de biotransformacion y eliminacion, definiendo
esta segunda etapa por la llamada vida media de eliminacién o T1/2 B. En los
opioides liposolubles (fentanilo), la administracion prolongada y a altas dosis (> 10
pg/kg) condiciona la saturacion de los depdsitos con prolongacion del efecto y/o
aparicion de toxicidad, ya que el nivel plasmatico no disminuye debido a que la
redistribucién no es operativa por la saturacion de los tejidos (Valdivielso Serna,
1998).

Cuando el dolor no es controlado con el uso de AINEs, se emplean los opioides
para tratar el dolor de moderado a severo de diversas etiologias. Al principio se debe
dosificar gradualmente con opioides de accion corta. Los opioides con accion
prolongada poseen algunas ventajas para el dolor crénico (Gutiérrez Alvarez y
Valenzuela Plata, 2007).

18



Dentro de los opioides mas usados en el dolor agudo se encuentra: la morfina que
es considerado el analgésico opioide estandar; la codeina indicada en dolor
moderado; tramadol usado en el dolor neuropatico y visceral; oxicodona con
liberacién inmediata; fentanilo para tratar el dolor episddico y la hidromorfona que

es un derivado de la morfina (Gonzalez et al., 2011).

Asi como los demés analgésicos estos compuestos poseen efectos secundarios,
algunos de ellos son: nauseas, estreflimiento, retencidn urinaria y somnolencia,
cabe especificar que sus efectos adversos varian de acuerdo a cada paciente

(Pedrajas Navas y Molino Gonzalez, 2008).

3.1.3.3- Analgésicos adyuvantes.

Estos medicamentos son usados como complemento de los AINEs y los opioides,
no se deben usar por si solos en tratamientos de dolor agudo. Se ha observado
que algunos incrementan el efecto de un analgésico en particular, y otros en cambio
poseen la propiedad analgésica como los antidepresivos triciclicos y la hidroxizina

(Gutiérrez Alvarez y Valenzuela Plata, 2007).

Algunos de estos analgésicos son: los antidepresivos triciclicos (amitriptilina), los
anticonvulsivantes (carbamazepina, fenitoina, gabapentina, pregabalina),
neurolépticos (haloperidol, clorpromazina), anestésicos locales orales,
antihistaminicos, psicoestimulantes (poco utilizados en nuestro medio),
benzodiacepinas (diazepam, tetracepam), calcitonina, bifosfonatos, corticoides y

otros (Pedrajas Navas y Molino Gonzélez, 2008).

3.1.3.4- Analgésicos no opiaceos: Antiinflamatorios no esteroideos (AINES).

Comunmente conocidos como AINESs, tienen su indicacién en el dolor leve a
moderado de origen somatico. Dentro de los que son mas conocidos y utilizados se
encuentra el acido acetilsalicilico, ibuprofeno, diclofenaco y naproxeno (Pedrajas

Navas y Molino Gonzalez, 2008).
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Estos farmacos poseen tres acciones por los que se caracterizan: analgesia,
antiinflamatorio y antipirético. Los AINEs poseen actividad analgésica moderada,
son usados en dolores articulares, musculares, dentarios y cefaleas de diversas
etiologias. La accién de estos farmacos tiene lugar a nivel periférico (Pacheco
Marin, 2010). EI mecanismo de accién comun es la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas (PG) por blogueo de las enzimas ciclooxigenasas (COX). El
bloqueo de la COX-1 se relaciona con los efectos indeseables gastricos y renales.
La inhibicion de la COX-2 tiene que ver con la actividad antiinflamatoria. Tienen
techo analgésico, es decir, a partir de una cierta dosis no consiguen mas alivio del

dolor y si mas efectos secundarios (Blanco Tarrio, 2010).

El efecto farmacoldgico varia para cada principio activo en relacion con la intensidad
de la inhibicion de la enzima (irreversible, competitivo- estereoespecifica, 0 no
competitiva), la capacidad para llegar a los tejidos o con la existencia de diferentes
tipos de ciclooxigenasa. El efecto analgésico se basa en el bloqueo de la produccién
periférica y central de PG (Valdivielso Serna, 1998).

En los AINEs la inhibiciéon es predominantemente periférica, aunque en el caso del
acido acetilsalicilico la inhibicion también es central. El comportamiento
farmacocinético es muy parecido en todos, y con respecto a la edad, en los mayores
de tres meses es ya similar al del adulto. Tras la administracién oral se absorben
rapidamente por difusién pasiva en estbmago e intestino proximal. Al ser acidos
débiles mantienen un estado de ionizacion en el medio acido (mucosa gastrica,
orina, liquido sinovial y liquido extracelular de los tejidos inflamados), que facilita su

difusion a través de las membranas bioldgicas (Valdivielso Serna, 1998).
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La farmacocinética en los AINEs es similar para todas las edades incluidas el
periodo neonatal, aunque algunos autores recomiendan dosis mas bajas en el

neonato (Valdivielso Serna, 1998).

Por via oral el inicio del efecto es entre los 10-30 minutos, la maxima concentracion
sérica a los 30-90 minutos (rectal 2 horas), y la vida media de 3,5-5 horas. La
velocidad de absorcion depende del vaciamiento gastrico, ya que por su naturaleza
acida no se absorbe bien por la mucosa gastrica y con el estbmago lleno o con
drogas que retrasan el vaciamiento gastrico (meperidina o pentazocina), disminuye
la tasa de absorcién duodenal, sin llegar a alcanzar niveles adecuados (Valdivielso
Serna, 1998).

Por via rectal se absorbe pobre y lentamente de modo que esta via puede
considerarse como una forma de liberacion lenta de paracetamol, por lo que algunos
autores recomiendan intervalos entre dosis de 6 horas. El nivel terapéutico
(analgésico y antipirético) esta en torno a 10-30 pg/ml (11). Se liga escasamente
(25%) a las proteinas séricas eliminandose por orina sin metabolizar el 3%. El resto
se metaboliza en el higado por conjugacién con acido glucorénico (60%), acido
sulfarico (30%) y cisteina (3%), y un pequefio porcentaje mediante desacetilacion
formando agentes arilados toxicos conjugados por el glutatidbn hepatico y eliminados

por la orina (Valdivielso Serna, 1998).

Los AINEs pueden causar efectos secundarios renales (a través de la reduccion de
prostaglandinas vasodilatadoras renales), efectos secundarios hematolégicos (a
través de la inhibicién de la agregacion plaguetaria), efectos del sistema nervioso
central (a través de la inhibicion de la produccion central de prostaglandinas) y
efectos secundarios gastrointestinales (Wah Li, 2008). También pueden precipitar

una crisis de asma o causar reacciones anafilacticas (Blanco Tarrio, 2010).
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En estos farmacos no hay diferencias importantes en la eficacia analgésica. El
diclofenaco esta indicado en dolor traumatico, dolor postoperatorio, célicos, crisis
de migrafia, dolor dental u orofacial. En dosis mas altas de 400 mg/kg presenta
mayor actividad antiinflamatoria, pero asi también son de elevados sus efectos

secundarios (Blanco Tarrio, 2010).

3.1.4- Indometacina.

El 2-[1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il] 4cido acético o comunmente
conocido como Indometacina (Figura 2), es un AINE perteneciente a la familia de
derivados del 4cido indolacético. Esta indicado para tratar artritis, fiebre, sindromes
de cefalea, dismenorreay en el cierre del conducto arterioso permeable. Es un polvo
cristalino blanco amarillento sensible a la luz, con baja solubilidad en agua e
hidrocarburos, pero soluble en disolventes organicos como, DMSO y EtOH. Es
considerado un analgésico que posee gran potencial antiinflamatorio, pero es
menos prescrito por su gran cantidad de efectos adversos (Blanco Tarrio, 2010;

Oliver y Evers, 2013; Hernandez Gonzalez, 2017).

Figura 2 Estructura quimica de la Indometacina.

Fuente: Hernandez Gonzalez, 2017
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De acuerdo con la Federacion Europea de Sociedades Neurologicas (EFNS), para
el uso de indometacina en dolores de cabeza primario no se recomienda para
tratamiento de primera linea agudo o en dolor de cabeza tensional y migrafia. Segun
la clasificacion “otros dolores de cabeza primarios” este analgésico es usado como

tratamiento de primera opcion (Oliver y Evers, 2013).

La indometacina tiene una biodisponibilidad del 98%, con respecto a la unién a
proteinas plasmaticas un 90% y es metabolizada por el higado. El tiempo de vida
media esta entre 3y 10 h, después de 2 horas son observadas las concentraciones

maximas plasmaticas (Oliver y Evers, 2013).

La accion sobre la COX 1/COX 2 de la indometacina en el proceso de diseccién con
respecto a los diferentes AINES, ha sido reportada con un perfil cinético de union
estrecha dependiendo del tiempo. En experimentos in vitro se encontr6 mayor
diferencia entre actividades de los AINEs y la indometacina en la COX 1/COX 2,
mediante andlisis de proporcién de su capacidad para bloguear una de las COX
(Oliver y Evers, 2013).

3.1.5- Uso de medicamentos en El Salvador.

La Encuesta de Hogares de Propésitos Multiples (EHPM) para el afio 2016, indica
qgue el 13.9% de la poblacién padecié de alguna enfermedad, sintoma o lesion. La
prevalencia de enfermedad en el area urbana fue de 13.5% y en el area rural 14.7%.
De esta poblacion que padecio6 alguna enfermedad, el 40.9% no consulté con nadie

o se automedica (Direccion General de estadisticas y censos [DIGESTYC], 2017).
En un estudio llevado a cabo en la Unidad de Salud La Cruz, Usulutan, se identifico

gue los medicamentos mas usados por la poblacién que se automedica fueron los

analgésicos, principalmente los AINEs y el acetaminofén. Este dato coincide con el
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uso principal de los mismos, que fue el sintoma “dolor”. Ademas, concluyen que
mas de la mitad (58%) de la poblacion que consume estos analgésicos, desconoce
los efectos secundarios que poseen dichos farmacos al ser consumidos por largas
dosis (Duran Turcios et al., 2008).

3.2- FUNDAMENTO TEORICO

3.2.1- Plantas medicinales.

Las plantas medicinales son todas aquellas que contienen en alguno de sus 6rganos
principios activos, los cuales, administrados en dosis suficientes producen efectos
curativos en las enfermedades del hombre. El estudio de los metabolitos de las
plantas medicinales se centra principalmente en los componentes quimicos que

ejercen la accion farmacologica sobre el hombre (Pérez, 2008).

3.2.2- Caracteristicas de la Familia Lauraceae.

La familia Lauraceae o también conocida como laurel, tiene una distribucion
pantropical y comprende aproximadamente 50 géneros y entre 2000-3000 especies
(Rohwer, 1993). Arboles o arbustos, por lo comin perennifolios, pubescencia
general, de estar presente; hojas alternas u opuestas, con células oleiferas
usualmente conspicuas, simples y enteras. Con inflorescencias cimosas,
paniculadas, capitadas, racemosas; flores hermafroditas o unisexuales. Fruto
drupéaceo, por lo comun negro en la madurez y la parte carnosa de color verde o
amarillo palido, sostenido por un pedicelo poco o0 muy engrosado (Van de Weffer y
Lorea, 1997). Posee plantas de mucha importancia comercial tales como Persea
americana y Cinnamomum verum (Van de Weffer y Lorea, 1997).

3.2.3- Generalidades y distribuciéon del género Persea.
El género Persea procede de la mitologia griega, en primer momento fue propuesto
por Clusius (1601), posterior Linneo le otorga el nombre de Laurus (1753). Posee

alrededor de 190 especies pertenecientes a la familia Lauraceae. Este género es
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dividido en dos subgéneros: Persea y Eriodaphne. Entre las principales
caracteristicas a diferenciar que presentan estd la pubescencia de tépalos y el
tamafo del fruto; en Persea ambas caras de los tépalos son pubescentes, al
contrario, en Eriodaphne solo en la cara abaxial. Por otro lado, los frutos de Persea
son grandes, Eriodaphne es considerado el subgénero de los aguacatillos por tener
frutos pequefios (2cm) arboles parecidos al aguacate (Campos et al., 2007; Alvarez
Caballero, 2016).

Las especies del género Persea se encuentran distribuidas principalmente en
Mesoameérica, Sudamérica y Sudeste de Asia. En cuanto al subgénero Persea en
su mayoria estan desde México a Guatemala, cubriendo la mayor parte de
Centroamérica. El subgénero Eriodaphne principalmente esta distribuido en

Suramérica (Campos et al., 2007, Alvarez et al., 2016).

3.2.4- Caracteristicas morfologicas y taxonomia de Persea caerulea.

3.2.4.1- Clasificacidon sistematica

Nombre Comun: “aguacatillo”
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: MAGNOLIIDAE
ORDEN: LAURALES
FAMILIA: LAURACEAE
GENERO: Persea

ESPECIE: Persea caerulea (Ruiz & Pav.) Mez
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3.2.4.2- Habitat y distribucion

En cuanto a la distribucidon altitudinal, segun el Laboratorio de Botanica y
Sistemética de la Universidad de Los Andes, se encuentra entre las Persea que
presentan un rango de 1,000-2,500 msnm. Persea caerulea también puede
encontrarse desde los 500-2000 m, en bosques de tierras bajas a bosques
premontanos en Mesoamérica y Suramérica, principalmente en los paises de

Bolivia, Colombia, Ecuador, Per( y Venezuela (Alvarez Caballero, 2016).

3.2.4.3- Caracteristicas morfologicas de Persea caerulea (Ruiz & Pav) Mez

Arbol de aproximadamente 12 m de altura. Su corteza externa blanquecina, interior
rosa (Figura 4a); ramas delgadas glabrescentes. Hojas alternas cartaceas; peciolos
pubescentes-tomentosos, rojizos; laminas ovadas-lanceoladas a elipticas-oblongo-

ovadas, pubescente por el envés, venacion terciaria poco prominente (Figura 3).

Figura 3 Morfologia de Persea caerulea
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Inflorescencias axilares, paniculadas, muy densas; pedunculos delgados
glabrescentes rojizos. Flores pubescentes rojizas, tubo floral alargado; pedicelo 3-
5 mm; tépalos | verticilo adaxial glabros, tépalos Il verticilo, pubescentes tanto
adaxial como abaxial; estambres verticilo | y 1l fértiles, filamentos pilosos, anteras
tetravalvares que abren hacia arriba, conectivo de forma ovoide, estambres verticilo
[ll con filamentos pilosos, anteras café—amarillento (Figura 4b), de cuatro valvas
que abren hacia los lados, conectivo de forma ovoide, provistos de glandulas café
oscuro, estambres IV verticilo (estaminodios), con filamentos pilosos amarillento,
conectivo sagitado, café oscuro; ovario sub-globoso-ovoide. Infrutescencias

multiples, céliz persistente (Figura 4c), drupa globosa (Alvarez Caballero, 2016).

Figura 4 Morfologia de Persea caerulea. 4a. Corteza externa de color blanquecino
y en la parte interna rosa. 4b. Disposicion de las flores en paniculas, con anteras

café-amarillento. 4c. Infrutescencias multiples, frutos tipo drupas.

Fuente: UEIA, 201
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3.2.5- Pruebas para evaluar la actividad analgésica.

La actividad analgésica en modelos animales puede ser evaluada mediante las
siguientes pruebas: las que poseen un estimulo térmico (prueba de placa caliente,
prueba retirada de la cola y el de la inmersion de la cola en agua caliente), las de
estimulo mecanico (prueba de presion de la pata o de la cola en la rata), las de
estimulo eléctrico (prueba de estimulacion eléctrica de la cola), y las de estimulo
quimico, que en entre ellas estan las pruebas de acido acético y la de formalina
(Ortega et al., 2002).

o Pruebas de estimulo térmico.

Los estimulos térmicos usados para verificar dicha actividad, no son los mas
adecuados, ya que la temperatura que se le induce a la piel es muy baja, por tanto,
es0 no permite que las neuronas al activarse sean de forma sincronizada, esto

influye que su respuesta al dolor no sea la adecuada (Ortega et al., 2002).

A continuacion, se describe de una forma general las pruebas en modelos animales

mas utilizadas en la actividad analgésica, que corresponde a estimulos térmicos:

Prueba placa caliente.

Es una prueba que consiste en colocar al animal en una placa caliente (a una cierta
temperatura) y durante un tiempo determinado, esto le provoca dolor al animal y
reacciona lamiéndose las patas o saltando fuera de la superficie caliente. Esta
reaccion al dolor es registrada mediante un cronémetro. El ensayo sélo mide el dolor
agudo, es decir, la activacién de nociceptores periféricos en el tejido dafiado (Toro
Vega, 2009).
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Prueba retirada de la cola.

Para ello, se busca inmovilizar al animal en estudio, pero dejando la cola de este
libre. A la cola del animal se le aplica un estimulo térmico, cuando siente dolor retira
la cola de la fuente de calor donde se le coloca. Este ensayo es la prueba estandar
usada para medir la actividad analgésica de farmacos, pero sus respuestas son por
reflejo del animal. Ademas, segun literatura consultada resulta complicado para
experimentadores con poca experiencia, por ello, recomiendan el uso de un cepo
(Toro Vega, 2009).

o Prueba de estimulo mecanico.

En cuanto a las pruebas con estimulo mecanico, sus respuestas son variadas de
acuerdo con su intensidad y duracion. Cuando se emplean los estimulos mecanicos
nocivos se puede producir lesiones que hard que se modifique la valoracion de la

respuesta nociceptiva (Ortega et al., 2002).

o Pruebas de estimulo eléctrico.

Aligual que los estimulos mecanicos, los estimulos eléctricos poseen una variacion
de respuestas de acuerdo con su intensidad. Ademas, su estimulo es mas lento,
ya que se debe esperar a que el estimulo llegue primero a las fibras mas gruesas
y luego a las més finas, estas Ultimas son las responsables de la transmision

nociceptiva (Ortega et al., 2002).
o Pruebas de estimulo quimico.

Por ultimo, las pruebas por estimulo quimico también pueden variar en intensidad,
pero a diferencia de las demas su estimulacion lenta favorece que el animal no

evite el estimulo (Ortega et al., 2002).
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Prueba de formalina.

En los ultimos afios se ha avanzado en la investigacion de los mecanismos del
dolor, esto se lo debemos a los modelos animales que son usados en dichas

investigaciones (Pacheco Marin, 2010).

La prueba de formalina muestra dos fases:

Fase I. Activacion directa de los nociceptores que sigue a la injuria corrosiva que
produce el irritante.

Fase Il. Fase tardia debida a la organizacién de un foco inflamatorio en el sitio de
la injuria y la sensibilizacion central y periférica (Pacheco Marin, 2010). Las
respuestas conductuales son: estiramiento y lamido de las patas traseras, y

distension exagerada del abdomen (Salazar Granara et al., 2015).

Prueba de Acido Acético.

Consiste en la induccién de contorsiones abdominales (distensién exagerada del
abdomen y estiramiento de las patas traseras) durante los siguientes 20 minutos
después de haber sido inyectados con acido acético en el abdomen (Salazar
Granara et al., 2015).

3.2.6- Andlisis de Varianza (ANDEVA) y prueba post-hoc.

El analisis de la varianza es una potente herramienta estadistica, de gran utilidad
tanto en la industria, para el control de procesos, como en el laboratorio de andlisis,
para el control de métodos analiticos. Es habitual su uso para la comparacion de

diversos resultados en estudios de laboratorios (Ricard Boqué, s.f.).
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El ANDEVA de un factor sirve para comparar varios grupos de una variable
cuantitativa. Es aplicada para contrastar la igualdad de medias de tres 0 mas
poblaciones independientes y con distribucién normal. Para realizar el contraste
ANDEVA se requieren “K” muestras independientes, y las hipétesis del contraste

usadas son las siguientes:

1. Ho: p1=p2=...=pk Las medias poblacionales son iguales.

2. Ha: Al menos dos medias poblacionales son distintas (Bakieva et al., s.f.).

Suponiendo que la hipétesis nula es cierta, el estadistico utilizado en el andlisis de
varianza sigue una distribucion F de Fisher-Snedecor con k-1 y n-k grados de
libertad, siendo k el nimero de muestras y n el nUmero total de observaciones que

participan en el estudio (Bakieva et al., s.f.).

Se utilizan los contrastes llamados comparaciones multiples post-hoc o a posteriori
para saber qué media difiere de qué otra. Si el resultado del contraste es rechazar
la igualdad de medias se puede plantear qué grupos dos a dos son los que tienen
medias significativamente distintas. Una forma seria hacer contrastes de igualdad
de medias para dos muestras independientes con la prueba T de Student (Bakieva

et al., s.f.).
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IV- METODOLOGIA
4.1- UBICACION DEL AREA DE ESTUDIO.

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Experimentacién Animal, Centro de

Investigacion y Desarrollo en Salud, Universidad de El Salvador.

4.2- RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL.

El material vegetal fue recolectado en Volcan Chinchontepec, municipio de
Tepetitan en el departamento de San Vicente en octubre de 2018 (Figura 5), con
las siguientes coordenadas geograficas: 13°36°6” N y 88°50°30” O, con una altitud
de 1730 msnm.

Figura 5 Ubicacién geogréfica del sitio de colecta

Fuente: Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales (MARN) y Centro Nacional de Registros (CNR) (2005) Elaborado por: Carlos Alberto Amaya (2020)
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4.3- PREPARACION DEL EXTRACTO.

La extraccion se realiz6 en el Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales
de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador. Después
de la recoleccion, la corteza se sec6 a 40°C durante 72 horas. Posteriormente, fue

molida y almacenada.

Se pesaron 100 g de corteza seca y molida, luego se depositaron en un Erlenmeyer
de 2 L y se adicion6 1 L de agua destilada, se llevé a ebullicion por 10 minutos y
fue filtrado en caliente en papel filtro Whatman de poro grueso. El extracto obtenido
fue concentrado a sequedad por medio del GENEVAC EZ-2 plus (evaporador) a un
maximo de 45°C, y luego transferido a un desecador con gel de silice hasta obtener
el extracto acuoso seco. Previo a las pruebas se realizaron las diluciones (Figura

6) de Persea caerulea.

Figura 6 Pesado del extracto en seco y dilucion de este a una

concentracion de 100 mg/kg en un sonificador
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4.4- ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los ratones utilizados en las pruebas de toxicidad y analgesia pertenecen a la cepa
NIH, machos, con intervalo de peso de 22 a 28 g, provenientes del LEA de
CENSALUD. Los animales son cuidados de acuerdo con el procedimiento
normalizado de trabajo (PROC-NT-02) del Laboratorio de Experimentacion Animal;
la temperatura en la sala de animales experimentales es de 22 + 2°C, con humedad
relativa 50-60%. Tienen un ciclo de luz-oscuridad 12/12 horas. Una dieta con
alimento comercial balanceado para roedores de laboratorio y un suministro
ilimitado de agua. Para las pruebas de analgesia los ratones se dejaron en ayuno
por 14 horas.

Los animales de experimentacion fueron evaluados previo a las pruebas, para
verificar que estaban en buen estado de salud. Observando que no presentaran
cambios en el pelaje (piloerecion), ojos (enrojecimiento), diarrea (heces blandas),
pérdida de equilibrio o actividad normal. Posteriormente colocados en jaulas por
grupos y marcados con acido picrico para su identificacion individual (Tabla 2).

Tabla 2 Marcado individual de ratones con acido picrico

para su identificacion en las pruebas

RATON PARTE MARCADA
Sin marca

Cabeza

Espalda

Cola

Pata delantera derecha

Pata delantera izquierda

Pata trasera derecha

Para trasera izquierda

O 0 N o o] | W N

Ambas patas delanteras

[E
o

Ambas patas traseras
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4.5- TOXICIDAD SUBAGUDA ORAL DE 14 DIAS.

Los ensayos se ejecutaron segun lo establecido por la Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD, 2001); la toxicidad fue evaluada mediante
la prueba subaguda oral de catorce dias a dosis repetidas. El alimento suministrado
a los ratones de experimentacion fue de forma controlada, llevando un registro de

la cantidad que consumian (Anexo 1).

La prueba estuvo conformada por diez ratones (machos), que presentaban
condiciones Optimas, estos se dividieron en dos grupos de cinco: un grupo control
(agua destilada) y un grupo tratamiento (extracto acuoso de Persea caerulea a

concentracion de 500 mg/kg de peso corporal).

Dentro de los parametros evaluados, se encuentra el peso corporal de los ratones
(Figura 7), el dia cero (primer dia de dosificacion), dia siete y el dltimo dia antes de
realizar la necropsia. El primer dia de la dosificacion, las observaciones clinicas se
realizaron una vez durante los primeros 30 minutos, periédicamente durante las

primeras 24 horas, con atencidn especial durante las primeras 4 horas.

Cada animal era observado diariamente de acuerdo con los parametros de
toxicidad (Tabla 3) llevando a cabo sus respectivos registros (Anexo 2). En
ocasiones se presentan signos clinicos que indican un estado moribundo en los
animales de laboratorio (Tabla 4), cuando muestran dolor intenso. Durante el
transcurso de este periodo si los animales de experimentacién presentan dolor
intenso son sacrificados por el método eutanasico de dislocacion cervical
(Stokes, 2002).
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Figura 7 Toma de peso corporal antes de la dosificacion

y segun los dias establecidos

Al finalizar los 14 dias, los ratones se sacrificaron para realizar la necropsia y
extraer los 6rganos (higado, corazén, pulmon, bazo, rifiones, estbmago e
intestinos). Los oOrganos se evaluaron macroscopicamente de acuerdo a su
apariencia, superficie, consistencia y color de cada érgano, y posteriormente se

midieron y pesaron tomando su registro conveniente (Anexo 3).

Tabla 3 Parametros de evaluacién de toxicidad en animales de experimentacion

PARAMETRO DE TOXICIDAD DESCRIPCION

Cambios en la piel

Enrojecimiento, sequedad, exudacion

Cambios en el pelaje

Textura, color, caida, pelaje erizado

Ojos y membranas mucosas

Enrojecimiento, sequedad, secrecion anormal

Sistema respiratorio

Aumento o disminucién en la frecuencia respiratoria

Ataxia

Pérdida del equilibrio

Paralisis

Pérdida de respuesta en extremidades

Actividad somatomotor

Aumento o disminuciéon de la actividad normal

Pilo-ereccion

Pelaje erizado

Temblores y convulsiones

Contraccion muscular anormal espontanea

Salivacion

Exceso de secrecion bucal

Diarrea

Heces blandas o deposicion acuosa

*Nota: Adaptado de OECD 2001
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Tabla 4 Chequeo clinico de animales de experimentacion en estado moribundo

CATEGORIA SIGNO

Deambulacion exagerada

Comportamiento . :
Impide que alcancen la comida o agua

Pérdida excesiva de peso Emaciacion
Peso corporal

extrema
Actividad Falta de alerta fisica o mental
Respiraciéon Dificultad para respirar

Incapacidad prolongada para permanecer

Postura )
erguido

*Nota: Adaptado del protocolo para pruebas experimentales de CENSALUD

4.6- PRUEBA DE ACIDO ACETICO

Dicho ensayo estuvo conformado por 3 grupos, de 10 ratones cada uno. Estos
grupos experimentales fueron distribuidos de la siguiente manera (Figura 8): Grupo
1: Control negativo (agua destilada). Grupo 2: Control positivo (Indometacina 10
mg/kg). Grupo 3: Experimental, fue tratado con extracto acuoso de Persea caerulea
a una concentracion de 100 mg/kg. La administracion fue via intragastrica (Figura

9) en todos los grupos a un volumen de 1 ml/100 g peso corporal.

Después de transcurrir una hora post administracién del tratamiento, en cada grupo
los animales fueron inyectados con acido acético al 1% por via intraperitoneal para
provocarles las contorsiones abdominales y se colocaron en jaulas de forma
individual, registrando la cantidad de contorsiones abdominales durante los

siguientes 30 minutos a la inyeccién.
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Figura 8 Distribucion de dosis administradas en la prueba de acido acético,

por grupo de experimentacion

@[ CONTROL- ]_’[

GRUPO 1

5 5 [ CONTROL +|_.[

GRUPO 2

@ [TRATAMIENTO

1ml H20 100g
peso corporal

—

Indometacina

Via )
10mg/kg ]_intra%éstrica — 1h después

GRUPO 3

—>

Extracto de
P.caerulea
100mg/kg

|

al 1%

Acido acético
Intraperitoneal

Figura 9 Canulacién por via intragastrica del extracto acuoso de Persea caerulea
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Porcentaje de inhibicion

Se calculé el porcentaje de inhibicion de contorsiones utilizando la siguiente

ecuacion (Guerra Angel, 2017):

Xc—Xp

% de Inhibicion = * 100

Dénde:

Xp = numero de estiramientos del grupo problema

Xc = numero de estiramientos del grupo control

4.7- ANALISIS DE ESTADISTICOS.

En el analisis estadistico se utilizd el software SPSS version 25. El contraste de
Shapiro-Wilks se realiz6 para evaluar la normalidad de los datos. En el caso de los
resultados obtenidos de la prueba de analgesia, la normalidad se evalud sobre los
residuos del modelo lineal que evaltan la relacion entre la variable dependiente

(numero de contorsiones) y la variable independiente (tratamiento).

Para la prueba de toxicidad fue utilizado el andlisis T de Student de muestras
independientes, en peso corporal y peso de érganos. Las hipotesis de las pruebas
de analgesia se evaluaron mediante ANDEVA de un factor, seguido de una prueba
de Tukey. La diferencia entre los grupos tratados y el grupo control es significativa
(*) cuando p < 0.05. Todos los resultados estan expresados como la Media * la

Desviacion Estandar de los grupos experimentales.
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V-  RESULTADOS
5.1- TOXICIDAD SUBAGUDA CONTINUA DE 14 DIAS.

En el chequeo clinico realizado periédicamente a los ratones tratados con extracto

acuoso de Persea caerulea, no se evidencié parametros notables de toxicidad.

En la Tabla 5, se detallan los valores de peso corporal inicial (Pl), en dia 7 (P-Dia
7)y 14 (P Dia 14) registrados a ambos grupos. Se puede observar que en cuanto
al estadistico en p valor no existen diferencias significativas entre grupo control y
grupo experimental (extracto acuoso). El porcentaje en peso corporal en ambos
grupos fue similar, obteniendo un porcentaje del 3.03% en H20 destilada, y el grupo
tratado con extracto acuoso de P. caerulea presentd una disminucién, con un

porcentaje de -2.08%.

Tabla 5 Valores promedio de peso corporal (g) en grupos experimentales con

dosis continua del extracto acuoso de Persea caerulea y disminucion total

Grupo Pl P-Dia 7 P-Dia 14 D (%) Sig

H>O destilada 25.54+0.59 | 26.4+0.70 | 26.32+0.89 3.03+1.42 -

P. caerulea

(500 mg/kg) 25.18+3.10 | 23.7+1.83 | 24.6+2.73 -2.08 £5.11 | 0.088

En el peso de 6rganos en la Tabla 6, la mayoria de éstos no mostraron diferencias
estadisticas, a excepcion del intestino delgado del grupo tratado con el extracto
acuoso (p= 0.044*) que mostré una disminucion de peso comparado con el grupo
control. Existen variaciones de peso entre los 6érganos de ambos grupos; como el
higado, corazén, rifiones, estbmago, bazo e intestino grueso, aunque no son
estadisticamente significativas, todos los mencionados mantienen una tendencia a

la reduccién del peso.

40



En cuanto a la evaluacion macroscoépica de los 6rganos (apariencia, superficie,

consistencia, y color de 6rganos) se evidencio palidez en el estbmago, higado y

pulmones de dos individuos tratados con extracto acuoso.

Tabla 6 Valores promedio de peso de 6rganos en grupos experimentales con

dosis continua del extracto acuoso de Persea caerulea

Organo Grupo Media + DE Sig.
H20 destilada 1.548 + 0.204
Higado
P. caerulea (500 mg/kg) 1.420 + 0.196 0.341
H>O destilada 0.122 + 0.031
Corazon
P. caerulea (500 mg/kg) 0.113 + 0.0287 0.653
H>O destilada 0.170 + 0.026
Pulmones
P. caerulea (500 mg/kg) 0.200 + 0.030 0.127
H>O destilada 0.404 + 0.040
Rifiones
P. caerulea (500 mg/kg) 0.362 + 0.016 0.063
H>O destilada 0.420 + 0.071
Estdbmago
P. caerulea (500 mg/kg) 0.368 + 0.106 0.389
H>O destilada 0.110 + 0.018
Bazo
P. caerulea (500 mg/kg) 0.094 +0.019 0.249
H>O destilada 1.740 £ 0.252
Intestino delgado
P. caerulea (500 mg/kg) 1.396 + 0.201 0.044 **
H>O destilada 0.886 + 0.059
Intestino grueso
P. caerulea (500 mg/kg) 0.804 + 0.103 0.163

Valor p < 0.05; ** Valor de p < 0.044; DE: Desviacion Estandar
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En la siguiente Tabla 7 se muestra el porcentaje de comida consumido por grupos.
Estos valores se registraron en las mismas fechas de toma de peso corporal. El
grupo tratado con agua destilada presentd un porcentaje total de 61%, mayor que

el consumido en el grupo tratamiento.

Tabla 7 Porcentaje de consumo de alimento por semana
y total (Ct%) en grupos experimentales

Consumo porcentual por semana

Inicial Semana Final

Grupo % % Ct (%

P @ 1 (©) )

H.O destilada 300 86.3 28.7 | 97.1 324 | 61.13

P. caerulea (500 mg/kg) 300 73 24.3 | 52.8 17.6 | 41.93

5.2- PRUEBA DE ACIDO ACETICO.

Las contorsiones abdominales obtenidas en los grupos tratados con Indometacina
y Persea caerulea reflejan una reduccion en sus medias, comparado al grupo que
fue administrado con agua destilada (Tabla 8). Dicho lo anterior, se puede
corroborar que el porcentaje de inhibicion de contorsiones abdominales fue mayor
en el grupo de P. caerulea con un 79.22%, frente a un 54.89% de inhibicién en el

grupo tratado con el farmaco de referencia.

Tabla 8 Valores promedios y porcentaje de inhibicion

del dolor en la prueba de &cido acético

Porcentaje de

Grupos Media + DE inhibicién (%)
H-O destilada 33.70 £ 14.06 -
Indometacina (10 mg/kg) 15.20 + 11.83 54.89
P. caerulea (100 mg/kg) 7.00 + 8.08 79.22

DE: Desviacion Estandar
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La prueba de Tukey permite comparar las medias en los grupos experimentales, al
presentar un nivel de significancia < 0.05 podemos aceptar la hipotesis alternativa,
y confirmar que tanto el grupo tratado con Indometacina presenté una significancia
baja de 0.006 (Tabla 9), como el grupo tratado con extracto acuoso de P. caerulea
(0.001). Ambos grupos tuvieron una reduccion significativa de contorsiones

abdominales en los grupos experimentales (Figura 10).

Tabla 9 Comparaciones de grupos experimentales

de la prueba de acido acético. HSD Tukey

INTERVALO DE

CONFIANZA AL 95%
GRUPO GRUPO [E)IEEMREE[')\IICA:\? DESV. Si
() ) ERROR g-
(I-9) Limite Limite
inferior superior
*
2 18.500 * 5.408 '096 4.95 32.04
1 *
3 26.700 * 6.244 .0(31 11.06 42.33
1 -18.500 * 5.408 .006 -32.04 -4.95
2
3 8.200 6.244 402 -7.43 23.83
1 -26.700 * 6.244 .001 -42.33 -11.06
3
2 -8.200 6.244 402 -23.83 7.43

Grupos: 1. H,Od. 2. Indometacina (10 mg/kg). 3. P. caerulea (100 mg/kg).
Valor de p < 0.05. ** Valor de p < 0.01
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Figura 10 Prueba de Tukey en &cido acético. Valor de p < 0.05. El control positivo

(Indometacina) tiene una diferencia significativa de # p = 0.006 comparado con el

control negativo (H20 destilada). En cuanto al tratamiento una diferencia en valor
* p = 0.01 con respecto al control negativo

PRUEBA DE ACIDO ACETICO

40,00

30,00

CONTORSIONES ABDOMINALES

20,00 #*
- %*
10,00
00
H20d Indometacina 10mg/kg Tratamiento 100mg/kg
GRUPOS EXPERIMENTALES
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VI- DISCUSION

Los modelos animales son usados para evaluar pruebas de toxicidad con el fin de
generar nuevos farmacos. Barrios et al. (2011) cita criterios que son empleados en
investigaciones oncoldgicas y toxicoldégicas como signos de dolor, entre ellas:
incremento o disminucion de la defecacion, cambios en la conducta e inmovilidad

(el hecho que se queden acostados), cambios en la apariencia del vello corporal.

De los parametros antes mencionados y evaluados en la prueba de toxicidad,
algunos individuos de ambos grupos presentaron una leve piloereccién. En el grupo
tratado con extracto acuoso en un individuo se evidencio ruidos en los ultimos dias
de dosificacion. Al presentar piloereccion en ambos grupos (control y tratamiento),
no puede definirse en el presente estudio como un signo de toxicidad, sino como
una consecuencia de la manipulacion diaria al administrarles agua destilada al

grupo control o el extracto acuoso de P. caerulea en el grupo tratamiento.

El peso corporal fue utilizado como indicador de toxicidad. De acuerdo con el
contraste de hipétesis, con un valor p = 0.08, se acepta la hip6tesis alternativa de
igualdad de medias, concluyendo que la administracion continua de 14 dias del
extracto de Persea caerulea no produjo efectos adversos en el peso corporal de los
ratones. Mancebo et al. (2002), alude que a través de los datos de peso corporal
podemos conocer niveles bajos de toxicidad, debido a la sensibilidad para detectar

alteraciones.

En cuanto a esta variacion de peso puede considerarse como un efecto adverso si
existe una disminucién de mas del 10% del peso corporal inicial. Este parametro de
evaluacion en el estudio no presentd diferencias significativas con relacion al
control, debido a que hubo una pérdida muy baja de 2.08%. Asi mismo, la
disminucién del porcentaje de alimento consumido en el transcurso de la prueba
para el grupo tratamiento fue baja con relacion a la pérdida de peso
(Rojas y Diaz, 2009).
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En la necropsia se realizan examenes de 6rganos, que incluyen cambios en el
tamafo, peso, forma, superficie, color, consistencia; todos estos parametros
determinan los dafios toxicolégicos (Hofle, 2007). Respecto a estas evaluaciones
realizadas en este estudio, el intestino delgado del grupo tratamiento presento
diferencias significativas en valor p, atribuyéndose a la baja de peso en el grupo
tratamiento. Aunque es importante mencionar que en la evaluacion macroscopica
de los 6rganos se evidencio palidez en el estbmago, higado y pulmones de dos
individuos tratados con extracto acuoso. La lesioén celular es la mayor manifestacion
gue explica la hinchazoén celular que es notado en todo el 6rgano. Esto implica que
cuando afecta a muchas células de un 6rgano, estos pueden presentar cierta
palidez, un aumento en la turgencia y en el peso corporal. Dicho esto, el aumento
de peso corporal en dia 14 del grupo tratamiento (a pesar de la disminucion
observada en la primera semana) puede tener relacion con la hinchazén celular
(Kumar et al., 1997).

Por otro lado, un estudi6 evalud la actividad citotoxica moderada de Persea caerulea
en hojas, corteza y madera; dando positivo solo en corteza frente a cinco lineas
celulares: A549 (carcinoma de pulmén), HT-29 (carcinoma de col6n), Hep G2
(carcinoma hepatocelular), MDA-MB 231 (cancer de seno) y Hela (cancer de cervix).
Dentro de la fitoquimica aislaron una cumarina (escopoletina) que se encuentra
presente tanto en las hojas como en corteza de la especie, los resultados indican
gue posee un grado variable de perfiles de citotoxicidad. La quinona aislada en este
estudio present6 valores de CLD50 en comparacion a los demas compuestos en
varias lineas celulares, esta naftoquinona previo al estudio es reportada con
actividad citotoxica en la corteza de la especie (Rahmoun et al., 2013, Alvarez
Caballero, 2016).

El alto porcentaje de inhibicion al dolor producido por el &cido acético (79%),
demuestra la actividad analgésica del extracto acuoso de Persea caerulea a dosis

de 100mg/kg. La actividad biologica en estudio ha sido confirmada en dos especies
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del género Persea. Por tanto, estos resultados se pueden contrastar con los
publicados por Adeyemi et al. (2002), al confirmar la actividad analgésica en
distintas dosis (200, 400 y 1600 mg/kg) del extracto acuoso de Persea americana.
Asi mismo, Mejia et al. (2021), reporta analgesia en diferentes extractos de P.

schiedeana a concentraciones de 100, 250 y 500mg/kg.

Con respecto a la fitoquimica de Persea caerulea varios estudios reportan su
composicion quimica, dentro de ellos Alvarez et al. (2015) menciona que del
extracto etandlico de las hojas por primera vez se aislaron dos glicosidos
flavonoides: kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranésido y quercetina-3-0O-a-L-
arabinofuranosido, para la quercetina no existen estudios previos que describan su
presencia en el género Persea. Por otro lado, se conoce que la quercetina-3-O-a-L-
arabinofuranosido se caracteriza por tener propiedades antiinflamatorias y efectos
antiinfecciosos. Asimismo, Alvarez et al. (2016) confirman la presencia de ambos
flavonoides, e incorpora ocho compuestos, entre ellos cumarinas y de tipo
esteroideo a la lista de Persea caerulea. Estos flavonoles son similares a los

reportados anteriormente para especies del género Persea.

Mejia et al. (2021), evaluaron tres extractos: acuoso, etanodlico y diclorometano en
hojas de Persea shiedeana a diferentes concentraciones, en todos hubo una
reduccion del dolor. En la fitoquimica de la especie también reportan la escopoletina

como responsable de la actividad analgésica para P. schiedeana.

Alvarez Caballero (2016), demuestra que, desde el punto de vista metabélico de las
plantas, las hojas poseen mas compuestos quimicos con relacion a la corteza y
madera. Esto a pesar de que hayan sido colectadas de diferentes lugares y en
diferentes condiciones ambientales. Aislaron del extracto etandlico de corteza en P.
caerulea cuatro compuestos, entre ellos: un esterol (B-sitosterol), una cumarina
(escopoletina), un flavonol (5,7-dimetoxi-3',4'-metilendioxi epicatequina) y una

quinona (2,7-dimetoxi-5-hidroxi-6-(1-hidroxietil)-1,4-naftoquinona). La cumarina
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anteriormente citada se encuentra también presente en las hojas de la especie,
ademas de poseer citotoxicidad posee mucho interés, ya que es reportada con
actividad antiinflamatoria, antioxidante, neuroprotectiva y antitumoral. La
naftoquinona también es reportada con algunas actividades bioldgicas ya

mencionadas: actividad antiinflamatoria, antitumoral y antibacterial.
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VII- CONCLUSIONES

La prueba de toxicidad subaguda con extracto acuoso de Persea caerulea por via
oral a dosis continua de 14 dias no presento diferencias significativas a simple vista
en las observaciones clinicas y pesos tanto corporal como de 6rganos en relacion

al grupo control.

A pesar de que, en los parametros tomados a nivel macroscépico de evaluacion de
organos, se evidencio palidez en higado, estbmago y pulmones de dos individuos,
al presentar la especie estudios previos de citotoxicidad no es posible descartar los
efectos toxicos en P. caerulea. Sin embargo, debido a que los parametros
evaluados en el presente estudio no superan el rango establecido, se opta por
aceptar la hipétesis alternativa, que el extracto acuoso de Persea caerulea a

500mg/kg en dosis continua de 14 dias no posee toxicidad.

Los resultados obtenidos a través de la prueba de acido acético evidencian la
actividad analgésica del extracto acuoso de Persea caerulea en corteza, a dosis de
100mg/kg.

En cuanto a las propiedades farmacolégicas, dentro de los componentes quimicos
reportados, la escopoletina recientemente ha sido confirmada con dicha actividad
en Persea schiedeana, otorgandole a esta cumarina la actividad biolégica en
estudio.
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VIll- RECOMENDACIONES

Generar investigaciones sobre la fitoquimica y el potencial etnobotanico de
Persea caerulea, ya que estudios reportan las diferencias que puede presentar
la especie en su composicién quimica, con respecto al lugar y las condiciones

ambientales donde se encuentre.

Realizar mas estudios de toxicidad subaguda oral de 14 dias de Persea
caerulea, para complementar con bioquimica sanguinea, hematologia e
histopatologia. De igual forma, estudios a diferentes concentraciones y dosis
del extracto acuoso u otros tipos de extractos (metanolico, etandlico,

cloroférmico, etc.), para verificar la actividad analgésica de la planta en estudio.

En futuros estudios de toxicidad para Persea caerulea, utilizar ratones de ambos

sexos, por las diferencias que existen en cuanto a la absorcion de sustancias.
Registrar datos de peso del alimento consumido por individuo, esto aportaria a

las futuras investigaciones un criterio mas detallado sobre las diferencias de

peso corporal en los grupos, para determinar parametros de toxicidad.
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X- ANEXOS



LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

ANEXO 1
HOJA DE REGISTRO DE PESO CORPORAL

DESCRIPCION GENERAL: Toxicidad Aguda Oral de 14 dias.

CONCENTRACION O VIA DE
SUSTANCIA DE ENSAYO: DOSIS: ADMINISTRACION:
TIEMPO DE EXPOSICION: N° JAULA: N° DEL/LOS ANIMALES:
SEXO: ESPECIE: CEPA: FECHA INICIO: FECHA FINAL: GRUPO:
PESO CORPORAL ALIMENTO CONTROLADO
MG/KGI/PESO
CONSUMIDO | CONSUMIDO
N
DIA O DIA 7 DIA 14 crupo /| NICIAL @) (9 (9)
1 ALIMENTO DIA O DIA 7 DIA 14
2 CONTROL
3 TRATAMIENTO
4
5

NOTA: SE UTILIZAN ANIMALES DISTINTOS POR CONCENTRACION DE LA SUSTANCIA DE ENSAYO.

OBSERVACIONES

RESPONSABLE DE LA PRUEBA:




LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL ANEXO 2

CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD ENSAYOS DE TOXICIDAD
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR HOJA DE OBSERVACIONES CLINICAS DE 14 DIAS
DESCRIPCION GENERAL

PROTOCOLO: SUSTANCIA DE ENSAYO: CONCENTRACION O DOSIS:
FECHA INICIO: FECHA FINAL: SEMANA  N°: PERIODO: VIA ADMINISTRACION:
SEXO ESPECIE: CEPA: EDAD INICIAL: GRUPO: CONTROL TRATAMIENTO CENTINELA

PARAMETROS DE TOXICIDAD

PARAMETRO DE ANIMAL 1 ANIMAL 2 ANIMAL 3 ANIMAL 4 | ANIMAL 5

TOXICIDAD D1 D2 |D3 |[D4 |[D4 |D6 |D1 D2 |D3 |D4 [D5|D6|D1|D2|D3|D4|D4|D6|D1|D2|D3|D4|D4|D6|D1|D2]|D3|D4|D4

ATAXIA

PARALISIS

VASO CONSTRICCION
PERIFERICA

VASO DILATACION
PERIFERICA

PILO ERECCION

SIALORREA

TREMORES Y
CONVULCIONES

DESHIDRATACION

DIARREA

ACTIVIDAD MOTORA o

REACCION A
ESTIMULOS o

0JOS Y MEMBRANAS
MUCOSAS"

APARIENCIA PIEL"

CLAVE:

a AUSENCIA p

PRESENCIA

0 ONORMAL 1AUSENTE 2 EXAJERADO

O ONORMAL 1ENRROGECIMIENTO 2 SEQUEDAD 3 EXESIVA HUMEDAD

RESPONSABLE DE LA PRUEBA:




LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

ANEXO 3
HOJA DE OBSERVACIONES POST MORTEN

SUSTANCIA DE ENSAYO:

PROTOCOLO:

CONCENTRACION O DOsSIs: VIA ADMINISTRACION:
IDENTIFICACION ANIMAL

NO. DE JAULA NO. DEL /LOS ANIMAL(ES) SEXO___ ESPECIE:

MUERTE: PROGRAMADA ( ) NO PROGRAMADA( ) METODO EUTANASICO:

CEPA: PESO: EDAD

FECHA DE NECROPCIA:

EXAMEN EXTERNO (EN CASO DE MUERTE NO PROGRAMADA)
CONDICION CORPORAL BUENAl:l REGULAR |:| MALA |:|
OBSERVACIONES

LESSIONES S[ ] NO[__]

DESCRIPCION

EXAMEN INTERNO

GRUPO: CONTROL [_] TRATAMIENTO [] CENTINELA [ ]

SUPERFICIE CONSISTENCIA COLOR

TAMARNO (cm) PESO (g)

ORGANO A

Al > A3 |A4| A5 | A1 |A2 |A3|A4 | A5 |A1|A2 A3 |A4|AS5| Al

A2 A3 A4 A5 Al A2 A3

A4

A5

HIGADO

CORAZON

PULMONES

BAZO

RINON

ESTOMAG
o

PANCREAS

INTESTINO
DELGADO

INTESTINO
GRUESO

SUPERFICIE: L. LISA, A. ASPERA, G. GRANULAR, AR. ARRUGADA
CONSISTENCIA: F. FIRME, Q. QUEBRADIZO, E. ESPONJOSO

COLOR: H. HOMOGENEO, M. MANCHADO RESPONSABLE DEL EXAMEN:




