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RESUMEN

La investigacién desarrollada, forma parte de un macroproyecto cuyo nombre es.
“Determinacion de la Bioactividad Mediante Bioensayos Simples’ €l cual tiene como objetivo
primordial abordar la problemética concerniente a la relacion riesgo-beneficio en el uso de
algunas plantas, para tratar diversas patologias humanas. Contribuyendo al desarrollo y
expansion de los conocimientos existentes en El Salvador, sobre los usos terapéuticos de
especies vegetales, generando estudios preliminares que orienten a investigaciones mas
especificas sobre la toxicidad de estas.

El trabajo se desarroll6 en dos etapas:
1. Investigacion Bibliografica

2. Investigacion de campo

Etapa 1. Investigacion Bibliogréfica
Esta etapa comprende la investigacion tedrica de las especies vegetales y las 6

monografias de: Catharantus roseaus (Chula), Rauwolfia tetraphylla (Amatillo), Ricinus

communis (Higuerillo), Paspalum notalum (Grama), Punica granatum (Granado), Murraya

paniculata (Mirto), sus generaidades, usos terapéuticos populares y recetas folkloricas.
Determinando los principaes usos medicinales, parte de la planta con mayor uso curativo, las

aplicaciones mas conocidas y su dosificacion.



Etapa 2. Investigacion de campo
Esta parte se divide en recoleccion de las plantas y la investigacion de laboratorio. La
recoleccion de las plantas se realizo en las comunidades de los naranjos y e matazano de la
zona occidental y los departamentos de San Salvador y La Libertad.
La Investigacién de Laboratorio se divide basicamente en dos partes:
a Andlisis fitoquimico preliminar
b. Bioensayo
a Andlisis fitoquimico preliminar
En ésta serealizo e estudio de las 25 especies vegetales mediante pruebas quimicas de
caracterizacion que permiten la identificacion de los diferentes metabolitos, los cuales son
extraidos de las plantas, por medio de extractos etandlicos, los cuales sirvierén de base para
determinar la presencia de: Alcaloides, Glicdsidos Cardiotonicos, Glicdsidos Saponinicos,
Antraquinonas, Sesquiterpenlactonas, Taninosy Flavonoides.
b. Bioensayo
Etapa en la cua se empleo la Artemia salina para determinar la actividad citotdxica de
25 especies vegetades de uso materno infantil, como también la determinacion de la

concentracion letal 50(LC50) haciendo uso de un programa computarizado.



INTRODUCCION

En tiempos pasados las plantas o cualquier tipo de extracto vegetal poseia un valor
apreciado tanto por su poder curativo y aimenticio; pero a transcurrir € tiempo y tomando en
cuenta e desarrollo industrial éste valor aparentemente fue disminuyendo, 1o cud no involucra
gue las propiedades curativas y alimenticias desaparecieran. En tiempos modernos las plantas
0 sus extractos presenta una mayor utilidad en el area de la cosmética, sin embargo ha sido
evidente € resurgimiento de la utilizacion de las plantas como una posible o segura fuente de
curacion y en algunos casos para prevenir las enfermedades.

Dicho resurgimiento es muy importante, pero al mismo tiempo ha ocasionado que €l
ser humano haga un uso indiscriminado de las plantas, 1o cua puede causar dafio a la salud a
un corto, mediano o largo plazo; por tal razén es indispensable y apremiante un estudio
detallado y minucioso sobre su poder curativo asi como de su toxicidad. Este estudio es parte
de un macroproyecto denominado: “Determinacion de la Bioactividad Mediante Bioensayos
Simples” . Dichainformacion sera proporcionada por una serie de bioensayos, |os cuales son:

Artemia salina, determina la citotoxicidad de extractos de especies vegetales a diferentes

concentraciones, ADN, que determina la accidn que tienen los extractos sobre la cadena de
ADN en una disminucion en su pico de la grafica; Aedes aegypti, determina el poder larvicida
gue poseen los extractos a diferentes concentraciones y Actividad Antimicrobiana, determina

el poder antimicrobiano que poseen |os extractos a diferentes concentraciones.



El estudio con Artemia salina como las demés partes que conforman e macroproyecto
es de suma importancia, pues, éste mostrara resultados que serviran de pauta sobre la toxicidad
0 no de los extractos de las 25 plantas en las c8lulas humanas, lo anterior se evalGa por la

reconocida similitud en e comportamiento de la Artemia salina con las células del ser

humano, ademas por su facil reproduccidn y manejo.

Este crustaceo presenta cuatro estadios en su ciclo de vida como son: cisto, nauplio,
juveniles y adultos, lo que facilita su mangjo, puesto que puede permanecer en estado latente
de cistos secos. Evidentemente éste estudio es muy amplio, pero hay que redlizarlo ya que sin
importar s las plantas son seguras 0 no las personas las estan empleando para cualquier tipo
de sintoma 6 enfermedad.

Este estudio se realizd en seis capitulos, mostrando en el Capitulo |: las monografias de

seis especies vegetales: Catharantus roseus (Chula), Rauwolfia tetrafilla (Amatillo), Murraya

paniculata (Mirto), Ricinus communis (Higuerillo), Paspalum notalum (Grama), Punica

granatum (Granado). Donde se observan sus generalidades botanicas, como también sus usos
terapéuticos populares y recetas folkldricas, un breve resumen sobre los metabolitos
investigados en las especies vegetales y sobre la Artemia salina.

El capitulo Il presenta los métodos y procedimientos desarrollados en la investigacion,
el capitulo 111 expone los resultados obtenidos durante todo el proceso, encontrando que, la
mayoria de los extractos vegetales a altas concentraciones (1000, 500 mi) presentan efecto

toxico sobre la Artemia salina, exceptuando e Chenopodium ambrosoides (Epazote), Ricinus




communis (Higuerillo), Eryngium foetidum (Alcapate), Laandula officinalis (Alhucema), y

Guazuma ulmifolia (Caulote), Cassia grandis (Carao), Eugenia jambos (Manzana rosa).

El capitulo IV comprende andlisis y discusion de resultados, sirviendo esto de base
para e capitulo V y VI, en los cuales, se exponen conclusiones y recomendaciones de la

investigacion.

© 2001, DERECHOS RESERVADOS

,' . Prohibida }a reproduccion totat o parcial de este documento,
sin la autorizacion escrita de la Universidad de El Salvador




MONOGRAFIAS DE SEISESPECIESVEGETALES

11

Punica granatum.

FAMILIA: Punicaceae, Horaninow, 1834

Nombre Botanico: Punica granatum L.

Sinénimos: Malus punica, Punicum maun

Nombres Comunes: Granado(la planta),
granada(el fruto)(1s)

ORIGEN Y DISTRIBUCION

Es una especie nativa de Paquistan, pero cultivada por su fruta, en la mayoria de
regiones tropicdles y subtropicales o en regiones de temperaturas caidas. Plantada
comunmente en Guatemala, frecuentemente en diversas aturas, excepto en las muy

altas, pero Unicamente en pequefias cantidades.(15)

DESCRIPCION
Es un arbusto o un arbolito de 6 mts. 0 menos, usuamente ramificado desde la
base, algunas veces con un corto tronco, la corteza delgada, gris-cafezusca. Las hojas

son cortamente pecioladas, elipticas a oblongas u oblongo-lanceoladas, de 2-6 cms. de



largo, con apices obtusos, atenuadas en la base, glabras. Sus flores son Pétalos
obovalados a suborbiculares, de 1.5-2.5 cms. de largo, rojo encendido. Los frutos de 5-

10 cms. de diametro, la pulpa blanca o rozada. (15)

COMPOSICION QUIMICA

La corteza del tronco contiene alcaloides (pelletierina, metilpelletiering) y
taninos (22%); la corteza de la raiz contiene alcaloides (pelletierina, metilpelletierina,
pseudopelletierina,  isopellieterind)),  taninos(20%), como  palloilpunicalinag,
punicafolina, punicalagina y punicalina. El pericarpio del fruto contiene &cido galico,
isoquercitring, varios elagitaninos, pectina, taninos (14-24%); e fruto contiene glucosa,

fructosa, sucrosay maltosa. Las hojas contiene 2-(2-propenil)A”-piperideina.(2)

ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los extractos acuoso y etandlico del epicarpio del fruto son activos contra
Staphylococcus aureus, Staphylococcus pyogenes y Staphylococcus viridans, no asi
contra Staphylococcus pneumoniae y Staphylococcus Diphteriae. Los extractos
acuosos de tallo, hojas y flores tienen actividad antibacteriofago. La corteza de la raiz
es antihelmintica, principalmente tenifuga, que seguin la dosis puede producir pardlisis

0 muerte de la tenia.



Los extractos etandlico y aceténico de la planta son activos contra organismos
fitopatdbgenos como bacterias (Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora,
Erwinia carotovora, Psudomonas syringae, Xanthomonas campestris), hongos
(Colletotrichum falcatum, Pyricularia oryzae, insectos (Plutella xylostella) y

moluscos.(2)

USOS MEDICINALES POPULARES

La decoccion de la corteza del tronco o raiz se usan para expulsar tenia. La
decoccion de cascara del fruto se usa para tratar afecciones gastrointestinales (diarrea,
disenteria, gastralgia, parasitosis) y catarros respiratorios, metrorragia y blenorragia. El
jugo del fruto en jarabe se usa para expulsar paradsitos, hipertension, artritis,

enfermedades urinarias, ictericia, diabetes. (2)

RECETASFOLKLORICAS
Se machaca un geme de la cascara 'y se pone a hervir con agua o leche y se
toma un vaso 3 veces d dia paradiarreas y disenterias.

Se destripa una perlita del fruto en los ojos todos los dias, cuando hay cataratas.

(10).



1.2 Rauwolfiatetraphylla (I

FAMILIA:

Nombre botanico:

Sindnimos

Nombres comunes:

Rauwolfiatetraphylla L. (1753)

R. heterophylla Roem & Schuilt.
(1819); R. Tomentosa Jacq.,

R.canescens var. glabraMuell.-Arg.

(1860); R. hirsuta Var. Glabra =
s
(Muell. —Arg) Woodson (1939); a

R. subpubescensiL.. f -'! :

Sefiorita, viborilla, matacoyote, hierba de san José, amatillo (El
Salvador); alcotan, cabamuc, chalchupa, curarina (Guatemala);

coataco, guataco (Costa Rica); anguito, pifiique ( Colombia).(15)

ORIGEN Y DISTRIBUCION
La especie es nativa de Guatemala, se encuentra en matorrales secos o humedos, a

menudo como maleza en terrenos sin cultivo. Locaizada desde México, Belice a El Salvador

y Panama; Ida del Caribey & norte de Américadel Sur. Introducida a la India.(15)



DESCRIPCION

Es una hierba semilefiosa, perenne, de 1mt. de alto o mas baja, algunas veces un
arbusto de 4 mts. Con un copioso latex blanco; usuamente muy ramificada, finalmente
rubescente 0 a manudo casi completamente glabra, zona de vida es en bosgues secos
subtropicales.

Sus hojas son verticilos de 4, agunas veces de 3 6 5, muy desiguales,
firmemente membranosas, estrechamente oblongo-€lipticas a ampliamente ovalado-
elipticas u ovo baado-€elipticas, de 2-13 cms. de largo, de 1-5 cms. de ancho, agudas u
obtusas en € apice, ampliamente agudas u obtusas en la base; peciolos de 1-7 mm. de
largo, glandulares. Sus flores de céliz con |ébulos ovalados u ovarlanceolados, agudos
0 sub-obtusos, de 1.5-3 mm. de largo. Corola diminutamente puberulenta-papilada o
glabra, € tubo de 2.5-4 mm. de largo, los |6bulos oblicuamente oval ado-redondeados,
de 1-1.5 mm. de largo. Estambres insertos cerca de la mitad del tubo de la corola La
inflorescencia, condensada, mucho més corta que las hojas, de pocas o de muchas
flores, pedicelos de 1-3 mm. de largo. Los frutos son una drupa subglobosa, de 5-8

mm. de diametro empezando rojo y ala madurez, casi negra. (15)



COMPOSICION QUIMICA

El tamizgje fitoquimico de la planta completa indica la presencia de acaloides,
glicésidos cardiotonicos, taninos y triterpenos. Contiene muitiples alcaloides
(@malicina, gmalina, aricina, carpagina, chalchupina, deserpidina, heterofiling,
isoreserpinina, raujemiding, reserpidina, reserpilina, reserpina, ruwolscina, tetrafilicina,

tetrafiling, i -yohimbina).(2)

ACTIVIDAD BIOLOGICA  son inactivos contra Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Estudios antifungicos demuestran que la tintura de hojas no
presenta actividad contra hongos patdgenos (Aspergillus flavus, Epidemophyton

floccosum, Microsporum gypseum) a 200 mg/ml.(2)

USOS MEDICINALES POPULARES

La decoccién de la raiz se usa oralmente para tratar malaria, mordeduras de
culebra, dolor de estomago, bajar la presion arterial, como depurador y febrifugo. La
infusion de las hojas se usa para tratar disenteriay malaria. La salvia o latex se usa en
hidropesia y tos cronica; se aplica en ojos inflamados y edema; la corteza se usa para
desintegrar muelas.

Tépicamente se usa el cocimientos de tallos o frutos machacados en emplastos
para la mordedura de serpiente, piquete de avispas y aacranes; € cocimiento y hojas

del tallo se usa para curar Ulceras, sarna, sifilis y otras enfermedades cutéaness; la



ceniza de la planta quemada se aplica en las heridas para evitar infecciones; la
decoccion de la raiz se usa para bgar la hipertension y tratar afecciones orales y
erisipela; el extracto de la corteza con aceite sirve para curar sarna 'y otras afecciones
cutaneas. El latex se usa para caries dentales, fortalecer las encias, colirio oftalmico y
cicatrizal. Los frutos se usan paratratar tinea.

A la hoja, tallo, corteza y raiz se les atribuye propiedad febrifuga, antimalarica
y sedante. A la savia o latex se le atribuye propiedad catartica, diurética, emética y

expectorante. (2)

RECETA FOLKLORICA
Se machacan las hojas y cortezay se les agrega agua caliente.
Se degja que despida toda la noche.

Se hacen emplastos en la zona donde hay granos hasta que sanen. (2).
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Murraya paniculata

FAMILIA:

Nombre Boténico:

Sinénimos:

Nombres Comunes:

Rutaceae

Murraya panicul ata

(Linné) Jacquin.

Murraya exética linné,

Chalcasexdtica millsp,

Chalcaspaniculata linné.

Mirto, Anguito, Cruceto, Fruta de Pava, Jazmin de Arabia,
Limoncillo, Limonaria, Pifiique. (EL Salvador); Limoncillo,
Limonaria, Mirto. (Guatemal@).(15)

ORIGEN Y DISTRIBUCION

La planta es

nativo del sudeste de Asia y Maaya, Cultivado en regiones

tropicdles y subtropicales is)




DESCRIPCION:

Arbusto perennifolio, que acanza una atura maxima de 3 m. ; se ramifica muy
bgjo en e talo; hojas compuestas, pecioladas, alternas, pequefias, de forma
oblanceoladas, borde liso, haz verde oscuro, lustroso y verde olivo en € envés; flores
blancas muy fragantes, pequefias, reunidas en racimos. Los frutos son drupas

bacciformes, color rojo, de mesocarpio carnoso y con dos semillas verduscas. (15)

USOS TERAPEUTICOS POPULARES
En Odontalgias
Contra € veneno de serpientes

Bajalatension arterial (Hipotensor)(1o)

RECETA FOLKLORICA
Cuando hay dolor de muelas, se ponen a cocer 25 hojitas en 5 tasas de agua,

cuando esta tibio, se hacen enjuagatorios tres veces al dia. (10



1.4 Catharanthus roseus

FAMILIA:

Nombre Botanico:

Sinénimoes:

Nombres comunes;

e
n ‘.I:.-_:. _‘f_:-.- ol
Apocynaceae ANTERL N e
SN e
NN~
Catharanthus roseus Linné _ Dbl (7
o __!r_r A
_ . o | :; ,.r’f
Vincarosea G. Don, e N El L
Lochnera rosea Reichemb, W

Vinca speciosa Salish, :
Vinca gulielmi waldermarii =X
Klotzch. -

Chula, Chuladita, Mulata (EI Salvador); Maravilla de Esparia,
Paraguita, Vicaria (México); Chatas, Chatilla, Mosqueta, Vinca
(Guatemal@); Clavellina (Honduras); Dominia, Vicaria (Cuba);
Chocolata, Cortegjo, Viudita (Colombia); Boas noites (Brasil).(12)

ORIGEN Y DISTRIBUCION

Es probablemente originaria de Madagascar, pero en la actudidad esta
extendida en las regiones célidas y se cultiva mucho como planta ornamental; crece
profusamente en € sur de florida. Se dice que puede venir de regiones tropicales del

antiguo mundo (Europa)(e), puede encontrarse desde México hasta Panamé asi como €l

resto de América Tropical.(12)



DESCRIPCION

Hierba perenne, con latex (contiene Alcaloides), erecta, usuamente de menos
de 75 cm. de alto, con tallo erguido, ramificado; hojas opuestas, poco suculentas, cara
superior brillante y glabra y la inferior opaca, de color mas claro; las flores son
pedunculadas, terminales o axilares, colora blanca o rosado lila, provista de |6bulos
ovalados, los frutos son foliculos gruesos, cilindricos, con numerosas semillas

desnudas, subcomprimidas.(12)

COMPOSICION QUIMICA

A partir de Catharantus roseus se han aidado hasta la fecha unos 90 alcaloides;
algunos, como gmalicing, lochnerina, serpentina y tetrahidro-alstonina, existen en
otros géneros de la familia De especia interés es un grupo de unos 20 alcaloides
dimeros, que comprende los que poseen actividad antineoplésica, entre ellos

leurocristina (vincristinag) y vincal eucoblastina (vinblasting). (s)

USOS TERAPEUTICOS POPULARES
Contra la ronquera, Laringitis
Para curar afecciones de los ojos

Anticanceroso(10)



RECETA FOLKLORICA
Cuando hay ronquera y faringitis, se pone a cocer un manojito de flores con

aguay se hacen gérgaras, por siete dias. (10)

1.5 Ricinus communis

FAMILIA: Euforbiaceas

Nombre Botanico: Ricinus communis L. -

Nombres Comunes: Higuero, Higuerillo, Castor, =
Palmacristi. e S 4 ‘11 '

ORIGEN Y DISTRIBUCION
Nativo de Africa tropical. Ahora sembrado y naturalizado en los tropicos y

subtropicos arededor del mundo. (17)



DESCRIPCION

El higuerillo es un arbusto comin que requiere bastante luz. Por eso, se encuentra a
menudo en los campos abandonados donde invade temprano y luego forma un matorral
denso.

El higuerillo es un arbusto o &bol pequefio, siempre verde, que acanza una altura
de 7 metros y un didmetro de 18 cm. tiene una coparala e irregular. La corteza de color
blancuzco a gris claro tiene puntos verrugosos blancos conspicuos en lineas verticales
y cicatrices anulares en cada nudo. Hay una forma de esta especie en la cual los talos
jovenes, ramas y peciolos son de color rojo brillante. Las hojas son muy grandes
partidas en l6bulos lanceolados. Las flores en racimos. Fruto capsular, esférico,

espinoso con tres divisiones y otras tantas semillas coriaceas punteadas. (17)

COMPOSICION QUIMICA

La semilla contiene 40-55% de aceite, acaloides (ricinina)(i0), écido urico (60
mg/kg) y &cido cianhidrico(7 ppm); enzimas (amilasa, endotripsina, invertasa, lipasa,
maltasa, oxidasa, ribonucleasa, cimogeno), diterpenos (casbeno), &cidos organicos
(ascorbico, citrico, fumarico, glicolico, malico, oxalico, succinico, tartarico), minerales
y vitamina E. Las hojas contienen &cidos orgénicos (elagico, ferdlico, gdico, p-

cumérico, shikimico), Flavonoides (rutina, quercetina, isogquerceting), son ricas en



nitrato de potasio y ricina; las hojas y tallo contienen acido cianhidrico; la raiz contiene

un derivado poliacetilénico. El tallo contiene un acetato de sapogenina esteroide.(2)

ACTIVIDAD BIOLOGICA

Estudios antifungicos demuestran que e extracto etandlico de hojas frescas tiene
moderada actividad antifungica (Fusarium oxysporum) y contra Mycobacterium
tuberculosis y Apergyllus niger.

El polvo de las hojas y € aceite tiene actividad contra fitopatdgenos, como
fungicida (Colletotrichum  atramentarium, Fusarium  oxysporum, Pythium
aphanidermatum), repelente de insectos (Aleyrodes vaporariorum, afidos, Locusta
migratoria, mosquitos), insecticidas (Callosobruchus sinensis, Lespeyresia pomonella,
Musca dodestica, Oncopeltus fasciatus, Popillia japonica) y nematicida (Aphelenchus
avenae, Ditylenchus cypei, Helicotylenchus erythrinae, Heterodera rostochienss,
Heterodera schachtyii, Hoplolaimus indicus, Meloidigyne incognita, Meloidigyne
javanica, Pratylenchus delattrei).

Se a demostrado que € extracto etandlico de hojas tiene actividad hepatoprotectora,
colerética en una forma dosis-dependiente, las hojas producen un efecto hipotérmico al

aplicarse topicamente.(2)



USOS MEDICINALES POPULARES

El aceite de semillas purificado de su principio toxico se usa por via ora paratratar
afecciones gastrointestinales (anasarca, cdlera, cdlico, diarrea, estrefimiento) y
respiratorias (asma, catarro, resfrid, tuberculosis), convulsiones, delirio, epilepsia,
fiebre, hidropesia, sordera y uretritis. con aguarraz se administra para expulsar
parésitos (tenia).

Las hojas humedecidas con vinagre se aplican en cataplasmas para aliviar el dolor
de cabeza; en bafios, enema, decoccidn y cataplasmas, se aplica en pediculosis,
induraciones, tumores y verrugas. El aceite instilado intraocularmente previene €l
orzuelo, aplicado en diversas formas se usa para tratar abscesos, artritis, asma, cancer,
carbuncos, chancros, dermatitis, erisipelas, escréfulas, exantema, fracturas, gota,
heridas, lepra, miagia, raspones, prolapso, quemaduras, reumatismo, seborrea, tinea,
torceduras, traumatismos, tumores y verrugas. La decoccion de raices se usa para
lumbago, reumatismo y ciatica.

Al aceite se le atribuye propiedad anodina, catértica, cianogenética, emenagoga,
emética, emoliente, expectorante, galactogoga, insecticida, larvicida, laxante, purgante,

tonicay vermifuga. (2)



RECETA FOLKLORICA
Las hojas de las plantas se untan con € aceite de las semillas y se ponen sobre
el estdbmago.
Las hojas machacadas puestas en los lugares dolorosos, para quitar los dolores

causados por los golpes. (10)

1.6 Paspalum notatum

FAMILIA: Poaceae (Gramineag)

Nombre Botanico:  Paspalum notatum. Fliiegge

Sindnimos: Paspal um taphrophy!lum,
Paspalum saltense.
Nombre Comun: grama, grama comun, grama corriente,

grama nativa, grama negra, pasto manso,
zacate, (El Salvador); gengibrillo
(Costa Rica); pasto bahia (Colombia).(16)



ORIGEN Y DISTRIBUCION
Es una especie importada de Europa, distribuyéndose desde el sur de Estados

Unidos hasta Argentina.(s)

DESCRIPCION

Perennes rizomatosas; rizomas gruesos, escamosos. Tallos 40-70 cm, erectos,
simples; entrenudos glabros, comprimidos; nudos glabros. Vainas carinadas, glabras o
ciliadas; ligula 0.2-0.5 mm; laminas 6-24 cm x 6-10 mm, lineares, aplanadas pero
plegadas hacia la base, glabras, pero ciliadas hacia la base. Inflorescencia 3-10 cm,
solitaria, terminal; racimos 2(3), 3-10 cm, conjugados, raramente con un tercero por
debgjo; raguis 0.7-0.9 mm de ancho, en zigzag, con una espiguilla en el apice o aveces
las espiguillas superiores abortivas. Espiguillas 3-3.8 x 2.3-28 mm, ovadas a
obovadas, obtusas, glabras, solitarias, en 2 filas; glabras; gluma inferior generalmente
ausente; gluma superior y lema inferior tan largas como la espiguilla, 5-nervias,
glabras; flosculo superior 2.8-3.3 mm, endurecido, diminutamente estriado, pajizo,

glabro; anteras 1.8-2 mm. (s)

USOS TERAPEUTICOS POPULARES
Vias urinarias.

Higado



Golpes internos
Célculosbiliares
Diurético
Limpiar sangre

Vias urinarias(10)

RECETA FOLKLORICA

Se deja en remojo laraiz con aguay se toma como “agua de tiempo” (10)



GENERALIDADESDE METABOLITOS SECUNDARIOSINVESTIGADOS

21 ALCALOIDES:

Estos constituyen un grupo muy heterogéneo de bases vegetales nitrogenadas,
con accion fisiolégica mas 0 menos intenso sobre los animales, con escasas
excepciones Ej. Efedrina, mezcdinag, tienen cuando menos un nitrdgeno en un
heterosido. Hay unos cuantos alcaloides de nitrogeno amielico que son neutros, como
la colchicing, ricinina y otras, las bases puricas y pirimidinicas estédn excluidas del
grupo de alcaloides por carecer de accion fisiologica notable y por sus relaciones
bioquimicas con los écidos nucleicos.

Aungue se han encontrado unos 50 alcaloides en érganos animales, solo 12 de
estos no se han localizado en vegetales y por definicion se acostumbra excluirlos del
grupo. Los alcaloides aparecen en muy diversas familias de plantas, unos 256 en los
hongos, algasy otros vegetales inferiores.

La mayoria de los acaloides son sdlidos incoloros, aunque algunos como la
coniinzi y la nicotina son liquidos, otros son de color amarillo como la berberina; o
rojos como la queliretrina, entre las reacciones que identifican a los acaloides

tenemos: Dragendorff, Mayer, Wagner.(4)



22  GLICOSIDOSCARDIOTONICOS:

Son sustancias amargas, derivadas de los esteroides que actlan sobre el
corazén. La porcion del azucar contiene 3.5 moléculas de monosacéridos, por lo
general, metilpentosas y desoxiazucares muy especiales. La glicona esteroidal, aunque
toxica, no afecta el corazon, en ellahay varios hidroxilos, uno de ellos en e carbono 14
y otroen C-3a cua siempre va unidala porcién de azlcar.

Reacciones coloridas: La mayoria de las pruebas sefidan la presencia de una
aglicona esteroidal principalmente tipo cardenolido, ya que los esciladienolidos no dan
la mayoria de estas pruebas, otros, como la de la antrona, indican si hay carbohidratos
y las de keller — killiani y del xantidrol-9, si hay un desoxiazucar, también existen otras
pruebas como la de raymond y tollen, como otros glicdsidos, los cardioténicos pueden
estudiarse por cromatografia en papel whatman N° 1, o su equivalente, lo mismo que

por cromatografia en capa delgada de gel de silice G y un oxido de aluminio G.(4)

23  GLICOSIDOS SAPONINICOS.
Se le da e nombre de saponina ( de latin sapon: jabon) a un grupo de glicosidos
que se disuelven en agua y disminuyen la tension superficial de esta, por lo tanto, a

sacudir sus soluciones, se forma una espuma abundante y relativamente estable. Por



hidréliss de la saponina se obtienen carbohidratos y una aglicona llamada
genéricamente sapogenina

Las saponinas son sustancias muy polares, y es posible extraerlas en caliente o
en frio, con agua o acoholes de bajo peso molecular, los materiales lipoides presentes
en estos extractos se separan con benceno. Al concentrar la solucién alcohdlica se
separan las saponinas y después se cristalizan en mezclas de alcohol — agua, para
obtener sapogeninas, se pueden hidrolizar |as saponinas con sus enzimas naturales, con
enzimas de origen microbiolégico las saponinas y sapogeninas saturadas o con varios
hidroxilos dan coloraciones con varios reactivos acidos, de los empleados con los
esteroles como e de Liebermann Burchard, Salkowski, Cloruro de Tionilo y Tricloruro
de Antimonio, las saponinas dan positivas las pruebas para carbohidratos como la

de Molish o lade la Antrona.(4)

2.4 FLAVONOIDES:

Los Flavonoides son pigmentos vegetales que poseen un esqueleto carbonado
C6-C3-C6 como se encuentra en la flavonona, aurona, chalcona, flavona, flavananol,
etc. Se conocen unos 200 flavonoides naturales, se encuentran extensamente
distribuidos entre las plantas, tanto libres que como glicosidos, estos Ultimos

contribuyen a darle color alas flores, frutosy hojas.



Los Flavonoides son sintetizados por numerosos grupos de plantas y con
excepcion de algunas flavonas localizadas en las aas de mariposa, probablemente por
ingestion se puede decir que no se les encuentran en animales.

Los diferentes tipos de Flavonoides se pueden identificar mediante reacciones
coloridas y propiedades de solubilidad; cuando no hay interferencia de pigmentos no
Flavonoides , e material vegetal se puede ensayar directamente, si los pétalos blancos
de una flor se ponen amarillos en presencia de vapores de amoniaco, deben contener
flavonas y/o flavonoles. Los extractos acuosos de pigmentos también muestran
variaciones en color cuando se les adiciona un dcali, las flavonas y los flavonoles se
ponen amarillos, las chalconas a plrpurarojizo y las antocianinas a azul.

Los extractos alcohdlicos incoloros o ligeramente amarillos de un vegetal, se
tratan con un trocito de magnesio y unas pocas gotas de écido clorhidrico concentrado,

observandose de inmediato un cambio de color dependiendo del flavonoide presente )

25 SESQUITERPENLACTONAS

Poseen un esqueleto fundamental con 15 atomos de carbono que tedricamente
deriva de la union de tres fragmentos de isopreno ( 2- metilbutadieno — 1,3 ), cabeza,
cola y agunos productos de transposicion; parte del esqueleto es un anillo de

metilbutenolido.



Las sesquiterpenlactonas se han encontrado principamente en extractos de
flores o partes aéreas de las compuestas, son sustancias amargas, se considera que su
actividad citotoxica esta relacionada con € grupo exometilenbutenolido y también que
este grupo modifica e crecimiento de vegetales, entre los méodos de extraccion
tenemos. éter de petrleo — etanol, benceno, metanol y cloruro de metileno,
presentando reacciones de coloracion para su identificacion como son: Reactivo de

Baljet, Hidroximatos Férricos, Reactivo de Legal. (4)

2.6 ANTRAQUINONAS

Estos se conocian como un grupo natural de drogas purgantes, agunos
colorantes vegetales y animales, como la rubia y la colchinilla, tuvieron gran
importancia econdmica antes de la introduccion de los colorantes sintéticos.
Los derivados antraguindnicos presentes en las drogas purgantes pueden ser
dihidroxifenoles, como € crisofanol; trihidroxifenoles, como la emodina; o
tetrahidroxifenoles, como el acido carminico.

L os derivados antraguinénicos suelen ser compuestos de color rojo-anaranjado,
gue en ocasiones puede observarse in situ, (como ocurre en los radios medulares del
ruibarbo y cascara sagrada). Por lo general son solubles en agua caliente y alcohol

diluido. El ensayo de Borntrager suele emplearse para su deteccion (s)



2.7 TANINOS

El termino “tanino” se empleo por primera vez en 1796 para denominar ciertas
sustancias presentes en extractos vegetales, capaces de combinarse con proteinas de la
piel animal, evitando su putrefaccion y convirtiéndola en cuero. De acuerdo con esta
definicion, un Tanino es una sustancia detectable cualitativamente mediante un ensayo
de curtido (ensayo <goldbeater's skin>) y se determina cualitativamente por su
absorcion sobre un polvo de pidl estandar.

Aunque queda mucho por hacer para llegar a conocimiento completo de la
guimica de los taninos, se suele establecer dos grandes grupos. como los taninos
hidrolizables y los taninos condensados(proantocianidinas).

Taninos hidrolizables: pueden ser hidrolizados por &cidos 6 enzimas como la
tanasa, estén formados por varias moléculas de &cidos fenolicos como e gaico y €
elégico, que se unen por un enlace éster a un nucleo central de glucosa. Al igual que €
acido galico sus soluciones toman color azul con sales de hierro, estos taninos se
denominaron primeramente pirogdlicos debido a que por destilacion seca e acido
gdico y compuestos similares se convierten en pirogalol. Pueden establecerse dos tipos
fundamentales de taninos hidrolizables, derivados, respectivamente, del acido galico y
del elégico. Estos grupos se denominan galitaninos y elagitaninos.

Taninos condensados: estos comprenden todos |os restantes taninos verdaderos.

Sus moléculas son mas resistente a ruptura que las de los taninos hidrolizables y parece



ser intermediarios en su biosintesis, las catequinas y los flavan-3, 4-dioles. Estan por
tanto relacionados con los pigmentos Flavonoides con estructura polimera flavan-3-ol.
Mediante tratamiento con &cidos 0 enzimas pueden ser descompuestos en productos
rojos e insolubles, llamados flabafenos. Estos proporcionan su color rojo caracteristico
a muchas drogas, como la corteza de quina roja, que contiene estos flobataninos y sus
productos de descomposicion .

Pseudotaninos: estos son compuestos de menor peso molecular que los taninos
verdaderos y no dan positivo € ensayo de la piel. Los taninos estan ampliamente
distribuidos en € reino vegetal, encontrandose, por lo general, en mayor cantidad en
células muertas 6 enfermas. Ejercen un efecto inhibidor sobre muchas enzimas, debido
a la precipitacién de las proteinas, contribuyendo, por lo tanto, a la funcion protectora

de la corteza y lefio.(s)



3. GENERALIDADES SOBRE BIOENSAYOS

El termino bioensayo define aquellos procedimientos de prueba realizados en unidades
moleculares o células sencillas y en organismos mas complejos; con el objeto de reconocer e
investigar la existencia de nuevas sustancias de origen natural capaces de ejercer efectos
biol 6gicos de tipo citotoxico, antitumoral o anticancerigeno principal mente.

Hoy en dia existen una extensa lista de metodologias analiticas de bioensayos, que de
acuerdo con los acances que se logran a ser aplicadas, son de gran utilidad en & disefio
genera del procedimiento de prueba para investigaciones de este tipo. Han sido denominados
de esta forma por € hecho que son flexibles a los cambios que € investigador considere
convenientes a medida este realizando la investigacion.

L os bioensayos son de alto costo y comprenden compleos sistemas de pruebas a corto
y largo plazo; emplean unidades celulares u organismos de animales respectivamente, |os
cuales se han clasificado en :A)ensayosin vitro. B)ensayos in vivo.

Esta investigacion tratard solamente lo referente al contexto de las pruebas in vivo, es
importante sefiaar el punto donde nos enfrentamos con que estas series de pruebas por s solas
son insuficientes para evaluaciones globales de toxicidades debido a la importancia de las
interacciones. entre células, tgiidos y drganos con sistemas morfofuncionales corporales que

solo pueden conseguirse en modelos animales.(7)



3.1 ENSAYOSINVIVO.
Los ensayos in vivo, en €l area del cancer, se definen como aquellas pruebas en las que
los blancos de experimentacion los constituyen organismos complejos, basicamente en el

descubrimiento de nuevas drogas que sirvan de opcion en €l tratamiento de dicha enfermedad.

3.2 ENSAYOSINVITRO.

Los ensayos in vitro, en € area del cancer, se definen como aquellas pruebas en las
que los blancos de experimentacion los constituyen cultivos celulares y/o unidades
moleculares. Este tipo de ensayos se clasifican en dos grupos. ensayos celulares y ensayos
moleculares.

Actualmente son pocos los procedimientos existentes para este tipo de ensayos
moleculares; sin embargo los resultados que se han logrado a través de su aplicacion son
calificados como altamente especificos; en cambio para los ensayos celulares hay un gran
numero de procedimientos pero la mayoria son de poco interés precisamente por que sus
resultados son poco especificos e implican una investigacion més exhaustiva, para llegar a la
conclusion de la misma

En ambos tipos de ensayos, cabe la posibilidad de obtener falsos positivos; por gemplo
en los ensayos moleculares el mas detectado es que e agente que muestre actividad positiva
frente a la unidad sub-celular y luego a ser ensayado bajo procedimientos de prueba in vivo

(organismos complejos) o in vitro (lineas celulares), resulte que es incapaz de entrar al interior



celular o que sea metabolizado antes de ingresar a la célula. En los ensayos celulares € mayor
problema es que se manifiestan un gran numero de materiales activos o toxinas ya conocidas
que no son de interés, entre las cuales tenemos los metales pesados, detergentes, oxidantes no
especificos.

Resultados falso negativos, también suele manifestarse cuando el compuesto ensayado
aunque muestre bioéctividad frente al blanco de experimentacion, tal actividad no sea
detectada, |0 que probablemente se deba a que dicho compuesto actle por otro mecanismo que
este siendo bloqueado de alguna manera a través del procedimiento aplicado. Esta
problemética suele manifestarse en ambos tipos de ensayos.

Otra de las ventgjas de los ensayos moleculares es que su costo es relativamente bajo
con relacion a de los ensayos celulares. Sin embargo, los ensayos in vitro necesitan ser

apoyados por ensayos in Vivo.

A. Ensayos Moleculares B. Ensayos Celulares
Ensayos Celulares Ensayos Moleculares
Ensayos in vivo Ensayos in vivo
C. Ensayos Moleculares Ensayos Celulares

Ensayos in vivo \ A/

Figura N° 1 Combinacién de usos de ensayos Celularesy Moleculares. (7)



4 GENERALIDADESDE ARTEMIA SALINA.

La Artemia ES un crustéceo pequefio, cominmente utilizado por los acuicultores
como aimento vivo de peces, camarones y en casos menos frecuentes, como la parte viva de
bioensayos, por su similitud con las células humanas.

La Artemia salina tiene varias caracteristicas, las cuales la hacen ideal para sus usos, es
decir, féacil mangjo, porque se mantiene en estado latente en forma de cistos secos, los cuales
pueden ser facilmente almacenados, transportados. La Artemia es adaptable a altos rangos de
condiciones ambientales, no es selectiva en su aimentacion, debido a que es un anima
puramente filtrador, es capas de crecer a atas densidades, posee un largo ciclo de viday tiene

un ato vaor nutritivo. 40-60 % (proteind).(3)

4.1 BIOLOGIA DE ARTEMIA SALINA.

Clasificacion sistematica

Phylum: Arthropoda

Clase: Crustécea
Subclase: Branchiopoda
Orden: Anostraca
Familia: Artemiidae

Género: Artemia sp.



Habitat Natur al
En la naturaleza este crustaceo vive en condiciones de salinidad sumamente
extrema, que puede variar de 60 a 200 ppt. En estas condiciones desarrolla una

vida normal y no tiene competidores por € alimento ni depredadores.

CiclodeVida
LaArtemia salina posee varios estadios en su ciclo de vida.
Cisto
Esun huevecillo de aproximadamente 200 a 300 micras de -
diametro, puede mantenerse inactivo por algun tiempo, hasta-
obtener las condiciones éptimas para su eclosion.
Nauplio
Inmediatamente después de la ruptura de la membrana del cisto sale
el nauplio,  cual mide aproximadamente 0.4 a 0.5 mm. y pesa

aproximadamente 0.002 a 0.003 mg

Juveniles
Son pequeiias larvitas de aproximadamente 2 a 4 mm, las cuales
nadan libremente. Se les observa un tracto digestivo funcional, un

abdomen alargado y muchos apéndices bien diferenciados.



Adultos
Estos son de aproximadamente 8 a 10 mm, se les observa 11 pares
de theracopodos muy bien diferenciados con antenulas sensoriales, un

par de ojos laterales y tracto digestivo completo.(17)

42 CULTIVO DE ARTEMIA SALINA.

4.2.1 Condiciones éptimas de calidad de agua
Las condiciones de calidad del agua se verifican mediante la toma

de diferentes parametros:

Salinidad
Lasalinidad 6ptima a mantener en el estangue es de 120 a 150 partes

por trillon, a esta salinidad la Artemia salina mantendran un ciclo de

vida normal y libre de depredadores.
Temperatura
La temperatura Optima oscila entre los 30 — 35 °C y durante la

nochede 23 a28 °C



pH
El pH del agua normal debe estar entre 7.5 a 8.9, un pH menor o

mayor de este rango es letal parala Artemia salina.

Oxigeno Disuelto
La Artemia salina no requiere alto grado de oxigeno en € agua. Su

rango estaentre 1.5y 3 mg./|

Amonia

Los niveles normales de amonia estan entre 8 — 10 mg/I.

Nota: Debe tenerse encuentra que estas condiciones no son fijas, ya
que estan intimamente ligadas a las caracteristicas de cada raza, variedad

0 cepa geografica. (17)



4.3 0TRASINVESTIGACIONESHECHAS CON ARTEMIA SALINA.
Se ha demostrado que € nuevo ensayo de microplato para probar la

citotoxicidad de algunas drogas, utilizando Artemia salina, a dado resultados

comparables con e método de los tubos; € cua presenta muchos inconvenientes:
alto costo, utilizar gran cantidad de muestra y limitar el numero de diluciones de
las muestras.

Para e ensayo de microplato se utilizd células KB (son del carcinoma
humano nasofaringeo) y la Artemia salina, detectando todos los componentes
toxicos a ambos casos en series de 21 agentes farmacologicamente activos
(gjemplo: Actinomicina D, Cloranfenicol, Efedrina, Cafeina,...etc.) excepto para
los que requieren activacion metabdlica humana,. Posteriormente este ensayo se
realizo con extractos vegetal es obteni éndose resultados satisfactorios.

Lo anterior es un reflgo de la similitud existente entre céulas humanas con la
Artemia salina, sin olvidar el hecho que el DNA dependiente RNA polimerasa de

la Artemia salina, a mostrado ser similar ala de los mamiferos. (13)
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1.2

PARTE EXPERIMENTAL

RECURSOSMATERIALES

Artemia salina

Especies vegetales Ensayadas
Nombre cientifico

Bursera simarouba

Cassia grandis

Cathar antus r oseaus

Chenopodium ambrosoides

Eryngium foetidum

Eugenia jambos

Guazuma ulmifolia

Hymenaea courbaril

Justicia carthaginensis

Jatropha curcas

La achillea millefolium.

Lippiaaba

Nombre comin
Jote
Carao
Chula
Epazote
Alcapate
Manzanarosa
Caulote
Copinol
Hierba del susto
Tempate
Alhucema

Salvia santa
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Lycopersicum esculentum

Murraya paniculata

Ocimun bacilicum

Paspalum notalum

Plunchea odorata

Punica granatum

Rauwalfia tetraphilla

Ricinus communis

Sanseviriaquineensis

Solanum nigrum

Tridax procumbens

Y ucca el ephantipes

Zingiber officinalis

Cristaleria en general
Material

Beakers

Balones fondo redondo de 250 ml
Espétula'y micro espétula

Hidrometro(anexo N° 2)

Tomate
Mirto
Albahaca
Grama
Siguapate
Granado
Amatillo
Higuerillo
Curarina
Hierba mora
Hierba del toro
|zote

Jengibre
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1.5

Jeringa(anexo N° 3)

Micropipeta de 100, 200 ul(anexo N°4)
Micropipeta de ocho canales(anexoN° 5)
Oxigenador de pecera

Pecera

Placa ( plato ) de micropozos(anexo N°6)

Equipo

Balanza analitica Mettler, Modelo PM 400, Serie SNR K43297
Balanza granataria Ohaus, Modelo 3201, Serie 700
Estereoscopio(anexo N°7).

Refrigerador Admiral, Modelo NT 15ES

Rotavapor, Marca: Buchler instruments, Modelo: 50-60 CY/, serie: 52944.(anexo N°8)

Reactivos

Pruebas fitoquimicas preliminar es
Acetato de etilo

Acido Clorhidrico 1N

Acido Clorhidrico concentrado

Acido Sulfirico concentrado



Aguade Bromo

Aguadestilada

Anhidrido Acetico

Benceno

Clorhidrato de Ferrico 1% en KOH
Cloroformo

Etanol 90°

Laminas de Magnesio

Reactivo de Baljet

Reactivo de Borntrager

Reactivo de Dragendorff

Reactivo de Kedde

Reactivo de Keller

Reactivo de Killiani

Reactivo de Lega

Reactivo de Mayer

Reactivo de Wagner

Solucion de Clorhidrato de Quinina
Solucién de Cloruro de Hidroxilamina

Solucién de Cloruro Ferrico



Solucién de Dicromato de Potasio 5 %
Solucion de Gelatinaal 5 %

Solucion de Sulfato de Atropina

Sub — Acetato de Plomo TS

Para Bioensayo de Artemia salina (anexo N° 9)

Dimetilsulfoxido
Etanol 90°
Sa de mar

Sulfato de cobre ( 250 ug/ml )
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METODOLOGIA DEL ANALISIS

Recoleccion y preparacion de las plantas

Lo primero a tomar en cuenta es la identificacion botanica de las especies,
luego se realizo la recoleccién de las plantas en los Departamentos de San Salvador,
Sonsonate, Santa Anay La Libertad. Llevandose a cabo durante los meses de Febrero,
Marzo y Abril.

Las muestras recién cortadas, deberan estar en optimas condiciones. Libre de
insectos y materiaes extrafios. Posteriormente lavarlas con abundante agua de chorro,
enjuagadas con agua purificada y secadas a aire bajo la sombra por un dia, para
eliminar e agua del lavado, evitando cualquier tipo de contaminacion o dafio
producido por € sol. Ya secos los 6rganos de las plantas, en € caso de las hojas
triturar manualmente, en caso de raices cortarlas en trozos pequefios y en caso de
semillas son pulverizadas(7)

Almacenar en bolsas plasticas oscuras para protegerlas de la luz, y evitar asi
cualquier riesgo de alteracion en su composicion quimica; identificar cada especie de

acuerdo al modelo de etiqueta siguiente:



Nombre cientifico

Nombre com(n

Parte de la planta recolectada
Lugar de recoleccion

Fecha de recoleccion
Horade recoleccion

Nombre de recolector

2.2 Obtencion de los Extractos

Colocar en un beaker de 250 ml un minimo de 50g de materia vegetal, agregar
alcohol etilico hasta cubrir, tapar y dejar en maceracion durante 24 horas. Después de
este tiempo, pasar & contenido a una jeringa de 200 ml, la cua posee en su interior una
torunda de algoddn, evitando con esto que €l extracto salga con restos de la planta
cuando se acciona el dispositivo de lajeringa. Recibir e extracto etanolico en un frasco
ambar debidamente identificado.

Transferir e extracto etanolico al Rotavapor, activandolo como méaximo a
40°C, concentrar hasta tener una consistencia resinosa, envasar a final del proceso en

frascos bien cerrados , protegidos de laluz y la humedad.

2.3 Pruebas de identificacion fitoquimica preliminar.
De cada uno de los extractos etandlicos de las 25 especies obtenidos del
numeral anterior, realizar las pruebas de identificacion fitoquimica, para determinar la

presencia de los siguientes metabolitos secundarios.
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Ensayos para determinar Alcaloides.

Del extracto vegetal, concentrar 40 ml a 20 ml adicionar seguidamente 25 ml de

cloroformo y acidificar con &cido clorhidrico INormal a pH 1 — 2, separar la capa &ciday

dividir en 3 porcionesy realizar las siguientes reacciones:

232

Dragendor ff:

Con la porcién 1, adicionar € reactivo de Dragendorff, obteniendo como
resultado un precipitado anaranjado.

Mayer:

A la segunda porcion, adicionar reactivo de Mayer, obteniendo como resultado
un precipitado blanco amarillento.

Wagner:

Con ésta porcion, adicionar el reactivo de Wagner, formando un precipitado de

coloracién café 6 marron(7)

Ensayo para determinacion de Antraguinonas
Esta determinacion se realiza mediante la prueba de:
Borntrager:
Evaporar 5 ml del extracto a sequedad, disolver €l residuo con 30 ml de &cido

clorhidrico 1N vy filtrar, adicionar a filtrado 10 ml de Benceno, después
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adicionar a la capa bencénica 5 ml de amoniaco, dando como resultado que la

capa acalina se colorea de rozado intenso arojo.(7)

Ensayo para determinar glicésidos saponinicos

Al extracto etanolico de las especies vegetales se les realizo las
siguientes pruebas para glicdsidos saponinicos:
indice dela espuma:
A 5 ml del extracto adicionar 10 ml de agua destilada. Agitar, dejar reposar por
5 min., Produciéndose una espuma mayor de 3 cm arriba de la superficie del
liquido que debe permanecer no menos de 5 minutos.
Lieberman — Buchard:
Seguir € procedimiento descrito en glicdsidos cardiotonicos. Da como
resultado anillo color azul violeta, rojo.
Prueba de Salkowski:
A 10 ml del extracto mas 5 gotas de acido sulfarico concentrado, se le adiciona

1 ml anhidrido, formandose un anillo color rojo.(7)

Ensayo para determinar glicosidos car diotonicos:
Primeramente realizar un tratamiento previo al extracto: Precipitar las

sustancias interferentes del extracto con un volumen de solucion de sub-acetato



de plomo TS. Con un volumen menor o igual del extracto, dejar reposar por 30
minutos y filtrar.

Extraer con dos porciones de acetato de etilo y concentrar hasta 20 ml,
dividir en tres porciones para las siguientes pruebas:
Lieberman — Buchard:
Evaporar a sequedad y adicionar 1 ml de anhidrido acético, 3 gotas de écido
sulfarico o mas. (bafio de hielo), dgar reposar por 30 minutos. Forma un anillo
de color azul violeta, rojo.
Kedde:
Evaporar a sequedad, adicionar 2 ml de alcohol y 1 ml de reactivo de kedde.
Forma un anillo de color azul violeta.
Keller —Killiani:
Evaporar a sequedad, disolver €l residuo con 2 ml de reactivo de keller y gotas

de reactivo de killiani. Formando un anillo de color rojo.(7)

2.3.5 Ensayo para determinar Flavonoides:

Tomar €l extracto vegetal y realizar la siguiente prueba:
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Prueba de Shinoda:
A 5 ml del extracto adicionar una l&mina de magnesio, agregar 2 ml de écido
clorhidrico concentrado, dejar reposar por 10 minutos, produciendo tonos

rojos.(7)

Ensayo para determinar sesquiter penlactonas:
Redlizar un tratamiento previo a la muestra, para redizar las diferentes

pruebas.

Tratamiento previo del extracto etanaolico:

Precipitar la clorofila del extracto con cantidad suficiente de solucién de
sub-acetato de plomo TS., dgjar reposar por 30 minutos y filtrar. Extraer con
dos porciones de 20 ml de cloroformo, eliminando el exceso de acetato de
plomo con lavados de agua destilada.

Dividir el extracto cloroférmico en tres porciones, evaporar a sequedad

en bafio maria cada una de las fracciones, separadamente.



Hidroximatos Férricos. La fraccion 1, y solucién de clorhidrato de
Hidroxilamina y cloruro férico a 1 % en hidréxido de potasio, da una
coloracion violeta.

Reactivo deBaljet: Lafraccion 2, y € reactivo de Baljet, hay un cambio de
coloracion de anaranjado a rojo oscuro.

Reactivo de Legal: Lafraccion 3,y € reactivo de legal, da como resultado una

coloracion rojo intenso.(7)

2.3.7 Ensayo para determinar Taninos

En este ensayo se le realizaron diferentes pruebas, que a continuacion mencionaremos:

Prueba con solucion de Acetato de Plomo TS:

A 2 ml de extracto, agregar 1 ml de solucion de acetato de plomo, dando un precipitado
amarillo como resultado.

Prueba con la solucion de FeCla:

2 ml de extracto y 3 gotas de la solucién de tricloruro de hierro, observar un virgje de
color que va de azul oscuro — verde — gris oscuro.

Prueba con solucién de gelatina:

2 ml de extracto y 2 ml de solucién de gelatina proporciona un precipitado de color
blanco.

Prueba con solucién de Sulfato de Atropina:



2 ml de extracto y 2 ml de solucion de Sulfato de Atropina, da un precipitado de color
amarillo.

Prueba con solucion de Clorhidrato de Quinina:

Con 2 ml de extracto y 2 ml de solucion de Clorhidrato de quinina, da como resultado
un precipitado blanco amarillento.

Prueba con solucion de Dicromato de Potasio:

2 ml de extracto y 10 gotas de K2Cr204, da una formacion de precipitado de color

café.7)

2.4 Bioensayo

24.1 Preparacion del medio de Cultivo
Pesar 87.5 g. de sal de mar (Sgma Chem. Co.), y disolver en 3.5
L. de agua destilada, verificando la salinidad con € Salinometro. (120-

150 ppt)

2.4.2 Preparacion delos Nauplios
En un vaso de precipitado limpio, colocar 300 ml de agua de mar

(T° ambiente) y aproximadamente 100 mg de huevecillos. Oxigenar la
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mezcla con ayuda de una bomba de aire para acuario durante 24 horas
para una mejor reproduccion de los nauplios.

Después de las 24 horas, separa los nauplios de los huevecillos,
quitandoles e burbujeo y degjar que los nauplios se redinan en la esquina
del recipiente debido a su movimiento fototrdpico, luego remover los
nauplios con la ayuda de una pipeta pasteur y colocarlos en otro
recipiente con agua de mar fresca previamente preparada y burbujeada.

Repetir esta operacion , en caso que hayan pasado muchos
huevecillos. Este paso asegura la edad o estadio de los nauplios
utilizados en €l ensayo.

Con unafuente de luz y una pipeta automética, fijada a 100 ul.

se extraen los nauplios, recomendandose que estos no excedan

de 15 y no sean menores de 10.(16)

Preparacion dela Muestra

Pesar 20 mg del extracto vegeta en un vaso de precipitado de 10
ml. Afiadir 500 ul de dimetilsulfoxido y disolver completamente,
transferir a un balon volumétrico de 10 ml , lavando & vaso de
precipitado con pequefias porciones de agua de mar, pasandolo al balon

y aforando a 10 ml, obteniendo una concentracion de 2000 ug/ml.



244

Tomar 1 ml de la solucidn anterior y colocarlo en un balon
volumétrico de 10 ml y aforar con agua de mar, obteniendo una
concentracién de 200 ug/ml.

Tomar 1 ml de la solucion anterior (200 ug/ml) y aforar con agua

de mar a 10 ml. Obteniendo una concentracion de 20 ug/ml.

Solucién blanco: Colocar en un balon volumétrico de 10 ml,
500 ul de dimetilsulfoxido y adicionar agua de mar hasta aforar a 10 ml.

.(16)

Ensayo

En un plato de 96 micropozos de 300 ul, colocar 100 ul de agua
de mar, excepto en lalinea A. En los pozos A1, A2, A3, colocar 200 ul
de la solucién blanco, en los pozos A4, A5, A6, colocar 200 ul de la
solucién patron de sulfato de cobre (250 ug/ml). En los pozos A7, A8,
A9, colocar 200 ul de la solucion muestra (2000 ug/ml). En los pozos
A10, A1l, A12, colocar una segunda muestra de igual concentracion.

Usando una pipeta de ocho canales(anexo N° 4), alo largo de la
linea A(pozos Al a A8), remover 100 ul de la solucion y colocar en

linea B, mezclar por succiones repetidas la solucion, luego remover 100



ul de estalinea, y colocar en lalinea C, mezclar por succiones repetidas,
descartando 100 ul de la solucion de los pozos C7 a C12 mientras que
en los pozos C1 a C7 pasar 100ul de lasolucion alalineaD1 aD7.
Obteniendo concentraciones de 1000, 500 y 250 ug/ml
respectivamente.

Luego, colocar 100 ul de la misma muestra de concentracion de
200 ug/ml en lalinea D(pozos D7 a D9), en los pozos D10 a D12,
colocar una segunda muestra de igual concentracion (200ug/ml). Usar
una pipeta de ocho canales alo largo de la linea D(pozos D1 a D8),
mezclar por succiones repetidas la solucion y remover 100 ul de esta
lineay colocarlos en lalinea E, realizar e mismo procedimiento parala
linea F, descartando 100 ul de la solucion de los pozos F7 a F12,
mientras que en los pozos F1 a F6 pasar 100pl alalinea G1 a G6.
Obteniendo asi concentraciones de 100, 50 y 25 ug/ml respectivamente.

Colocar 100 ul de la muestra de concentracion de 20 ug/ml en la
linea G (pozos G7 a G9), en los pozos G10, G11,G12, colocar una
segunda muestra de igual concentracion (20 ug/ml). Con la pipeta de
ocho canales, usarlaalo largo de lalinea G (G1 a G8), mezclar por
succiones repetidas y remover 100 ul de estalinea, colocandolaen la

linea H, mezclar bien por succiones repetidas eliminando a final 100 ul
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2.4.6

de la solucién. Obteniendo concentraciones de 10y 5 ug/ml.
respectivamente.

Repetir este procedimiento paralas columnas A9 a A12. ahora
todos los micropozos contienen 100 ul de solucion.

A todos los pozos adicionar 100 ul de la suspension, entre 10y
15 nauplios.

Tapar € plato e incubar a 22 — 29 °C durante 24 horas.(16)

Lecturade Resultado
Luego de las 24 horas, contar |os nauplios muertos usando un
estereoscopio. Anotar este numero en cada casilla de un cuadro

simulando el microplato(anexo N° 9).

Calculo dela Concentracion Letal 50 (LC 50)

L os datos obtenidos anteriormente se introducen a una
computadora, usando un programa Sé Probit(anexo N° 1). También es
muy preciso utilizar regresion lineal, graficando el porcentagje de
muertos versus € logaritmo de la concentracion .

L os datos se expresan como la concentracion letal 50 de un experimento

en triplicado. .(16)



TABLA N° 1. RESULTADOS DE ANALISIS FITOQUIMICO DE ALCALOIDES Y
SESQUITERPENLACTONAS.

PRUEBAS

ESPECIES VEGETALES

A L CALOI

D E S

SESQUITERPENLACTONAS

Dragendorff agner|Mayer[Resultados |Legal BalgetjHidroxilamina |Resultados
NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN
Jatropha curcas
Tempate positivo - - - negativo
Chenopodium ambrosoides Epazote positivo - - negativo
Catharantus roseaus *Chula + + | + |positivo - - - negativo
Sanseviria guineensis Curarina - - - |negativo + + + positivo
Rauwolfa tetraphila * Amatillo + + | + |positivo + + + positivo
Solanum nigrum Hierbamora + + | + |positivo + + + positivo
Murrayapaniculata *Mirto + + | + |positivo - - - negativo
Bursera simarouba Jiote + + | + |positivo - - negativo
Eugenia jambos Manzana rosa - - - |negativo - - - negativo
Tridax procumbens Hierba del toro - - - |negativo - - - negativo
|Lycopersicum esculentum Tomate positivo - - - negativo
Ricinus communis *Higuerillo + positivo - - - negativo
Ocimun bacilicum IAlbahaca - negativo - - - negativo
Zingiber officindis Jengibre + + | + |positivo + + + positivo
Salvia santa - - - |negativo - - - negativo
Eryngium foetidum IAlcapate - - - |negativo - - - negativo
Laandula officinalis IAlhucema - negativo - - - negativo
Cassiagrandis Carao - - - |negativo + + + positivo
Y ucca el ephantipes |zote + + | + |positivo - - - negativo
Wusticia carthaginensis Hierba del susto + + | + [positivo - - - negativo
Plunchea odorata Siguapate + + | + |positivo - - - negativo
Paspalum notatum * Grama + + | + |positivo - - - negativo
Punica granatum * Granado + + | + |positivo positivo
Hymenaea courbaril Copinol - - - |negativo positivo
Guazuma ulmifolia Caulote. - - |negativo - - - negativo




TABLAN® 2. RESULTADOS DE ANALISIS
FITOQUIMICO DE SAPONINAS

ANTRAQUINONAS Y
FLAVONOIDES.

FLAVONOID
PRUEBAS S AP ONINAS IANTRAQUINONAS ES
ESPECIES VEGETALES Espuma Salkowski | lieberman buchar |Resultado | Borntrager | Resultado |Shinoda|Resultado

NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN
Jatropha curcas | Tempate - - - negativo - negativo| + positivo
Chenopodium ambrosoides Epazote - - - negativo - negativo| - negativo
Catharantus roseaus *Chula - - - negativo - negativo| + positivo
Sanseviria quineensis Curarina + + + positivo - negativo| - negativo
Rauwolfatetraphila * Amatillo - - - negativo - negativo - negativo
Solanum nigrum Hierba mora - - - negativo - negativo| - negativo
Murrayapaniculata *Mirto - - - negativo - negativo| - negativo
Bursera simarouba Jiote - - - negativo - negativo| - negativo
Eugenia jambos Manzanarosa - - - negativo - negativo| - negativo
Tridax procumbens Hierba del toro + + + positivo - negativo| + positivo
L ycopersicum esculentum [Tomate + + + positivo - negativo - negativo
Ricinus communis *Higuerillo - - - negativo - negativo| - negativo
Ocimun bacilicum IAlbahaca - - - negativo - negativo| - negativo
Zingiber officinalis Jengibre - - - negativo - negativo + positivo
Lippiaaba Salvia santa - - - negativo - negativo| - negativo
|Er§n§ium foetidum Alcapate - - - negativo - negativo| - negativo
Laandula officinalis Alhucema - - - negativo - negativo| - negativo
Cassiagrandis Carao - - - negativo - negativo| + positivo
Y ucca el ephantipes |zote + + + positivo - negativo| - negativo
Justicia carthaginensis Hierba del susto - - - negativo - negativo| - negativo
Plunchea odorata Siguapate - - - negativo - negativo| + positivo
Paspalum notatum *Grama - - - negativo - negativo| - negativo
Punica granatum * Granado - - - negativo - negativo - negativo
Hymenaea courbaril Copinol positivo - negativo| - negativo
Guazuma ulmifolia Caulote. positivo - negativo| - negativo




TABLA N° 3. RESULTADOS DE ANALISIS FITOQUIMICO DE TANINOS.

PRUEBAS TANINOS
PLANTAS
ANALIZADAS Agquade bromo FeCl3_|K2Cr204 _|SIn. de Gelatina |Quinina. HCI_[Atropina. SO 4Subacetato de Pb|Resultados
NOMBRE CIENTIFICO cN:ngﬁE
Jatropha curcas Tempate + + + + + + + positivo
Chenopodium ambrosoides ~ |[Epazote + + + + + + + positivo
Catharantus roseaus *Chula + + + + + + + positivo
Sanseviria quineensis Curarina + + + + + + + positivo
Rauwolfa tetraphila * Amatillo + + + + + + + positivo
Solanum nigrum Hierba mora + + + + + + + positivo
Murrayapaniculata *Mirto + + + + + + + positivo
Bursera simarouba Jiote + + + + + + + positivo
Eugenia jambos Manzana rosa - - - - - - - negativo
Hierba del
Tridax procumbens toro + + + + positivo
L ycopersicum esculentum [Tomate + + + + + + + positivo
Ricinus communis *Higuerillo + + + positivo
|Albahaca - - - - - - - negativo
Zingiber officinalis Jengibre - - - - - - - negativo
Salvia santa - - - - - - - negativo
Eryngium foetidum |Alcapate - - - - - - - negativo
Laandula officinalis IAlhucema - - - - - - - negativo
Cassiagrandis Carao + + + + + + + positivo
Y ucca el ephantipes | zote + + + + positivo
Hierba del
Justicia carthaginensis susto + + + + + + + positivo
Plunchea odorata Siguapate + + + + + + + positivo
Paspalum notatum *Grama + + + + + + + positivo
Punica granatum * Granado + + + + + + + positivo
Hymenaea courbaril Copinol + + + + + + + positivo
Guazuma ulmifolia Caulote. + + + + + + + positivo




TABLA N°4 RESULTADOS DE ANALISIS FITOQUIMICO DE GLICOSIDOS

CARDIOTONI

COsS.

PRUEBAS GLICOSIDOS CARDIOTONICOS

ESPECIES VEGETALES Kedde Keller-Killiani |Legal |Lieberman Burcherd|Resultados

NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN
Jatropha curcas Tempate - - - - negativo
Chenopodium ambrosoides Epazote - - - - negativo
Cathar antus r oseaus *Chula + + + + positivo
Sanseviria quineensis Curarina - - - - negativo
Rauwolfa tetraphila * Amatillo - - - - negativo
Solanum nigrum Hierba mora - - - - negativo
Murraya paniculata *Mirto + + + + positivo
Bursera simarouba Jiote - - - - negativo
Eugenia jambos Manzana rosa - - - - negativo
Tridax procumbens Hierba del toro - - - - negativo
L ycopersicum esculentum Tomate - - - - negativo
Ricinus communis *Higuerillo - - - - negativo
(Ocimun bacilicum IAlbahaca - - - - negativo
Jengibre - - - - negativo
Salvia santa - - - - negativo
IAlcapate - - - - negativo
IAlhucema - - - - negativo
Cassiagrandis Carao + + + + positivo
Y ucca el ephantipes Izote - - - - negativo
Justicia carthaginensis Hierba del susto - - - - negativo
Plunchea odorata Siguapate - - - - negativo
Paspalum notatum *Grama - - - - negativo
Punica granatum *Granado - - - - negativo
|Hymenaea courbaril Copinol - - - - negativo
Guazuma ulmifolia Caulote. - - - - negativo




Tabla N° 5 CUADRO RESUMEN DE COMPONENTES QUIMICOS DE LASESPECIES

ESTUDIADAS

ESPECIES VEGETALES

METABOLITOS SECUNDARIOS

NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN JALCALOIDES |JANTRAQUINONAS [GLICOSIDOS CARDIOTONICOS [FLAVONOIDES [TANINOS [SAPONINAS|SESQUITERPENLACTONAS
Jatropha curcas Tempate + - - - + + -
Chenopodium ambrosoides [Epazote + - - - + -
Catharantusroseaus *Chula + - + . + j

Sanseviria quineensis Curarina - - - - + + +
Rauwolfa tetraphila * Amatillo + - + + + - -
Solanum nigrum Hierba mora + - - - + - +
Murraya paniculata *Mirto + - + - + - -
Bursera simarouba Jiote + - - + + -

Eugenia jambos Manzanarosa + - - + -

Tridax procumbens Hierba del toro - - - + + + -
L ycopersicum esculentum [Tomate + - - - + + -
Ricinus communis *Higuerillo - - - + - +
Ocimun bacilicum Albahaca * - - - + - - -
Zingiber officinalis Jengibre - - + + - +
Lippiaalba Salvia santa + - - + . -
Eryngium foetidum Al capate * - - - + - - -
Laandula officinalis IAlhucema + - - + - - +
Cassiagrandis Carao * + + + + + - +
Y ucca el ephantipes | zote + - - - + + -
Justicia carthaginensis Hierba del susto + - - - + - -
Plunchea odorata Siguapate + - - + + . }
Paspalum notatum *Grama + - - - + - -
Punica granatum *Granado + - - - + -

Hymenaea courbaril Copinol - + - + + +

Guazuma ulmifolia Caulote. - - - + + + .







RESULTADOS DEL BIOENSAYO

Tabla N° 6 RESULTADOS DE BIOENSAYO EN TRIPLICADO CON ARTEMIA SALINA (expresados en %)

EXTRACTOS VEGETALES QUE POSEEN TOXICIDAD A ESTAS CONCENTRACIONES.

ESPECIES VEGETALES CONCENTRACIONES ug/m
NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN 1000 500 250 100 50 25 10 5
Jatropha curcas Tempate 97.5 96.4 66.4 49.5 49.9 40.3 26.2 | 12.9
Catharantus r oseaus *Chula 77.3 16 0 0 0 0 0 0
Sanseviria quineensis Curarina 36.6 2.2 0 0 0 0 0 0
Rauwolfa tetraphila * Amatillo 98.3 82.6 91 21.3 10.3 0 0 0
Solanum nigrum Hierba mora 98.2 80.6 44.7 6 0 0 0 0
Murraya paniculata *Mirto 10.5 2.1 1.5 0 0 0 0 0
Bursera simarouba Jiote 71.6 58.8 38.6 22.1 18.4 3.1 0 0
Tridax procumbens Hierba del toro 37.6 33.3 31.5 29.4 15 15.5 7 0.7
L ycopersicum esculentum 'Tomate 34.3 5.5 0 0 0 0 0 0
Ocimun bacilicum IAlbahaca 98.5 77.8 66.5 28.5 20.3 12.8 105 | 0.8
Zingiber officinalis Jengibre 95.3 49.6 10.9 1.1 0 0 0 0
LiEEiaalba Salvia santa 82.6 54.2 35.1 0 0 0 0 0
Y ucca el ephantipes | zote 51.7 455 40.1 27.2 10.1 4.2 2 0
Justicia carthagi i Hierba del susto 38.6 6.4 2.2 0.9 0 0 0 0
Plunchea odorata Siguapate 19.6 7.5 0 0 0 0 0 0
Paspalum notatum *Grama 18.5 8.3 0 0 0 0 0 0
Punica granatum * Granado 43.9 25.4 0 0 0 0 0 0
Hymenaea courbaril Copinol 42.2 30.1 13.6 0 0 0 0 0
EXTRACTOS VEGETALES QUE NO POSEEN TOXICIDAD A ESTAS CONCENTRACIONES
Chenopodium ambrosoides Epazote 0 0 0 0 0 0 0 0
Eugenia jambos Manzana rosa 0 0 0 0 0 0 0 0
Ricinus communis *Higuerillo 0 0 0 0 0 0 0 0
Eryngium foetidum Alcapate 0 0 0 0 0 0 0 0
Laandula officinalis Alhucema 0 0 0 0 0 0 0 0
Carao 0 0 0 0 0 0 0 0
Guazuma ulmifolia Caulote. 0 0 0 0 0 0 0 0




TablaN° 7 CALCULO DE LA CONCENTRACION LETAL 50 (LC50)

NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN | LC(50) (UG/ML) | VALORT
Jatropha curcas Tempate 54.24 0.98
Rauwolfiatetraphyla * Amatillo 115.73 0.91
Ocimun bacilicum Albahaca 122.34 0.95
Solanum nigrum Hierba Mora 172.54 0.88
Zingiber officinalis Jengibre 259..32 0.78
Lippiaalba Salvia santa 301.84 0.85
Bursera simarouba Jote 338.74 0.96
Catharantus roseaus *Chula 414.39 0.65
Y uca el ephantipes |zote 768.31 0.97
Punica granatum *Granado 2264.68 0.74
Hymenaea courbaril Copinoal 3045.67 0.84
Tridax procumbens Hierba del toro 3533.91 0.97
Sanseviria quineensis Curarina 3635.46 0.59
Justicia carthaginensis Hierba del susto 4427.71 066
L ycopersicum esculentum Tomate 6457.16 0.64
Plunchea odorata Siguapate 483909.23 0.71
Paspalum notatum *Grama 846717.6 0.72
Muralla paniculata *Mirto 2936887675 0.70
Chenopodium ambrosoide Manzanarosa 0 0
Recinus communis *Higuerillo 0 0
Eryngium foetidum Alcapate 0 0
La Achillea millefolium Alhucema 0 0
Cassa gradis Carao 0 0
Guazuma ulmifolia Caulote 0 0
Chenopodium ambrosoide Epazote 0 0

r: factor de correlacion




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Jatropha curcas(Tempate).

CONCENTRACION ug/mlPorcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracion

1000 97.5 3

500 96.4 2.698970004

250 66.4 2.397940009

100 495 2

50 49.9 1.698970004

25 40.3 1.397940009

10 26.2 1

5 12.9 0.698970004

Valor der log. LC 50

0.976021751 1.734390991 54.24890683
LC 50 Artemia

100 4
0 -

Porcentaje de mortalidad
n
=

1 10 100 1000

Log Concentracidn




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Rauwolfia tetrafylla (Amatillo).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 98.3 3
500 82.6 2.698970004
250 91 2.397940009
100 21.3 2
50 10.3 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r log. LC 50
0.913122706 2.063465686 115.7352586
LC 30 Artemia
100 - .
- a0 4 » 4
= B0 f_?
E ]
g 501
w 40 4
: 30
-F 2|:| 4
€ 10 4
B 04— . .
s -10 4 1 1
g o 00 000
R

Log Concentracidn




CALCULO DE LC50 con Artemia salina para Ocimun Bacilicum (Albahaca)

CONCENTRACION mg/ml

Porcentaje de Mortalidad

Logaritmo de la concentracién

1000 98.5 3
500 77.8 2.698970004
250 66.5 2.397940009
100 28.5 2
50 20.3 1.698970004
25 12.8 1.397940009
10 10.5 1
5 0.8 0.698970004
Valor de r LC 50
0.955882477 2.087570779 122.3406488
LC 50 Artemia
100 ¢ #E.5
= 90 >~
= 80 77T H
wm /0 -
=
S & —
g &0 -
-] a0 /.."'
- _,// 7
2 30 g ﬁ{!—iﬂ‘ﬁi
‘E 20 —+=H-3
S 0 99/ ;
& -10 18] OO oo
o0 4 = &%
Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Solanum nigrum (Hierba mora).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 98.2 3
500 80.6 2.698970004
250 44.7 2.397940009
100 6 2
50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.880124609 2.236892927 172.5412447
LC 50 Artemia
100 4 #0.2
= 90 -
S 80 4 # a0
= 70
- r
e AD # 447
: 30 4
= 20 4
£ 104
8 04—+ 0+ .
e -10 4 ;
& o i 100 1000
TR
Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Zingiber officinalis (Jengibre).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 95.3 3
500 49.6 2.698970004
250 10.9 2.397940009
100 1.1 2

50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1

5 0 0.698970004

Valor de r log LC 50
0.781771094 2.413849054 259.3277867
LC 50 Artemia
100
ap 4 .-'EE 3

BO 4
70 4
B0 4
50 1
40 4

20 -
10 4
|:| -
-0 4
20 A
R

Porcentaje de mortalidad
(58]
=

Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Lippia alba (Salvia santa)

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 82.6 3
500 54.2 2.698970004
250 35.1 2.397940009
100 0 2
50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.859940374 2479777244 301.8403141
LC 50 Artemia
3
- 4
S 80 .__rEE.E
£ @l |
w 40 4
: 30 4
= 20 4
£ 104
B 04— [ &0 +H .
s -10 4 1 1
& 0 oo ooo
R
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CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Bursera simarouba (Jiote).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 71.6 3
500 58.8 2.698970004
250 38.6 2.397940009
100 22.1 2
50 18.4 1.698970004
25 3.1 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.960647801 2.529874192 338.746013
LC 50 Artemia
100 4
= 904
= B0 -
wm 70 4
t &0
E &0
240 +
2 304
‘E 20 4
=] v L= T i
e ;3 1 ’/'TI':I 100 1000

Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Catharantus roseaus (Chula).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 77.3 3
500 16 2.698970004
250 0 2.397940009
100 0 2
50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.656407101 2.617412036 414.3926424
LC 50 Artemia
100 5
= 90 4
= 80 - 73
s 70
5 604
E &0
2 40 -
2 30 4 /
£ 201 416
g 10 4 ,_,_frf"/—
5 04—+ +0—0—0—
= +105 0 100 1000
-0 -

Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Yucca elephantipes (Izote)

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 51.7 3
500 45,5 2.698970004
250 40.1 2.397940009
100 27.2 2
50 10.1 1.698970004
25 4.2 1.397940009
10 2 1
5 0 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.970426318 2.885537916 768.3125307
LC 50 Artemia
100 4
= 904
= B0 -
wm 70 4
t &0
E 504 1.7
240 +
2 304
‘E 20 4
§ 10 4 -*d_2'1D1
=] D * = T i
S -10 4 10 100 1000
220 -

Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Punica granatum (Granado).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 43.9 3
500 25.4 2.698970004
250 0 2.397940009
100 0 2
50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.744837388 3.355008636 2264.689342
LC 50 Artemia
100 4
= 80 1
= B0 -
w™ 70
S &0
£ 504
2 a0 A3
& 30 4
‘E 20 4
2 10 4
= 0 -—4:1; +0—0—e0——
= 10N 10 100 1000
220 4
Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Hymenaea courbaril (Copinol).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 42.2 3
500 30.1 2.698970004
250 13.6 2.397940009
100 0 2
50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.846875238 3.483683828 3045.676891
LC 50 Artemia
100 +
= 80 1
= B0 -
w™ 70
S &0
£ 504
< 40+ 422
& 30 4 301
‘E 20 4
2 10 4
s 04—b CRRRE RER e .
= =10 10 100 1000
220 4
Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Tridax procumbens (Hierba del toro).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 37.6 3
500 33.3 2.698970004
250 315 2.397940009
100 29.4 2
50 15 1.698970004
25 155 1.397940009
10 7 1
5 0.7 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.975023484 3.548256203 3533.915843
LC 50 Artemia
3 ‘5
=
= B0 1
E 70 1
E BDA
£ &0
'HEJ' 40 4
= 304
o
ﬁ -
= 07 : ;
1 10 100 1000

Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Sanseviria guineensis (Curarina).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 36.6 3
500 2.2 2.698970004
250 0 2.397940009
100 0 2
50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.594035831 3.560559818 3635.463745
LC 50 Artemia
100 4
= 90 4
= B0 -
w™ 70
5 60
£ 504
< 404 865
& 30 4
‘E 20 4
8 10 4 /
s 0 "_‘W
= +105 10 100 1000
220 4
Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Justicia carthaginensis (Hierba del susto).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 38.6 3
500 6.4 2.698970004
250 2.2 2.397940009
100 0.9 2

50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1

5 0 0.698970004

Valor de r log LC 50
0.665228897 3.646179592 4427.714315

LC 50 Artemia

100
a0 +
BO 4
70 4
BO 4

40 5 #35
30 - 7
20 4 ;

10 g

-10 + 10 100 1000
_2|:| .

Porcentaje de mortalidad

Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Lycopersicum esculentum (Tomate).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 34.3 3
500 55 2.698970004
250 0 2.397940009
100 0 2
50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.638100879 3.810042127 6457.168605
LC 50 Artemia
100 4
= 80 1
= B0 -
w™ 70
5 60
£ 504
2 404
=
2 30 .__.34.3
‘E 20 4 iy
g 191 $55
5 04————0 * e —eg—
= =10 10 100 1000
220 4
Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Plunchea odorata (Siguapate).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 19.6 3
500 7.5 2.698970004
250 0 2.397940009
100 0 2
50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.710978611 5.68476391 483909.2347
LC 50 Artemia
100 4
B 490 4
= 80 1
£ 70 1
e 601
E
a Al 4
=
o 404
= 30 4
g 201 406
s 101 — T
& 0— B s FT 0 e
-10 4 10 100 1000
Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Paspalum notatum (Grama).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 18.5 3
500 8.3 2.698970004
250 0 2.397940009
100 0 2
50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.725426309 5.927738587 846717.6
LC 50 Artemia
100 4
B 490 4
= 80 1
£ 70 1
2 BD
E
o o0 4
=
o 404
= 30 4
s 20 485
E 10 4
& 0 -—-O,D.LME—u&?
-10 4 10 100 1000
Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 CON Artemia salina para Murraya paniculata (Mirto).

CONCENTRACION ug/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 10.5 3
500 2.1 2.698970004
250 15 2.397940009
100 0 2
50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r log LC 50
0.702404483 9.467887337 2936887675
LC 50 Artemia
100 4
B 490 4
= 80 1
£ 70 1
e 601
E
a Al 4
-
o 404
= 30 4
E 20 4
= 10 4 405
& ()t e R L]
-10 4 10 100 1000
Log Concentracidon




CALCULO DE LC50 con Artemia salina para Chenopodium ambrosoide (Epazote)

CONCENTRACION mg/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracidn
1000 0 3
500 0 2.698970004
250 0 2.397940009
100 0 2
50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r LC 50
#iDIV/0! #iDIV/0! #DIV/0!
LC 50 Artemia
;5
=
= B0
'E 70
E ED
£ &0
.ﬂé, 40
= 30
§ 20
e 10
= 0 0 #0 +0 e0 ¢0 0 +0 40
1 10 100 1000
Log Concentracidn




CALCULO DE LC50 con Artemia salina para Eujenia jambos (Manzana rosa)

CONCENTRACION mg/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién
1000 0 3
500 0 2.698970004
250 0 2.397940009
100 0 2
50 0 1.698970004
25 0 1.397940009
10 0 1
5 0 0.698970004
Valor de r LC 50
#iDIV/0! #iDIV/0! #;DIV/0!
LC 50 Artemia
;5
=
= B0
'E 70
E ED
£ &0
.ﬂé, 40
= 30
§ 20
e 10
= 0 0 #0 +0 e0 ¢0 0 +0 40
1 10 100 1000
Log Concentracidn




CALCULO DE LC50 con Artemia salina Ricinos comunis (higuerillo)

CONCENTRACION mg/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 0 3

500 0 2.698970004

250 0 2.397940009

100 0 2

50 0 1.698970004

25 0 1.397940009

10 0 1

5 0 0.698970004

Valor de r LC 50

#iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0!
LC 50 Artemia
15
=
= 80
E 70
E B0
£ a0
.“E-". 40
= 30
§ 20
a 10
042090 +0 e+ o0+ 0
1 10 100 1000
Log Concentracidn




CALCULO DE LC50 con Artemia salina Eryngium foetidum (Alcapate)

CONCENTRACION mg/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 0 3

500 0 2.698970004

250 0 2.397940009

100 0 2

50 0 1.698970004

25 0 1.397940009

10 0 1

5 0 0.698970004

Valor de r LC 50

#iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0!
LC 50 Artemia
15
=
= 80
E 70
E B0
£ a0
.“E-". 40
= 30
§ 20
a 10
042090 +0 e+ o0+ 0
1 10 100 1000
Log Concentracidn




CALCULO DE LC50 con Artemia salina Achillea millefolium (Alhucema)

CONCENTRACION mg/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 0 3

500 0 2.698970004

250 0 2.397940009

100 0 2

50 0 1.698970004

25 0 1.397940009

10 0 1

5 0 0.698970004

Valor de r LC 50

#iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0!
LC 50 Artemia
15
=
= 80
E 70
E B0
£ a0
.“E-". 40
= 30
§ 20
a 10
042090 +0 e+ o0+ 0
1 10 100 1000
Log Concentracidn




CALCULO DE LC50 con Artemia salina Cassia grandis (carao)

CONCENTRACION mg/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 0 3

500 0 2.698970004

250 0 2.397940009

100 0 2

50 0 1.698970004

25 0 1.397940009

10 0 1

5 0 0.698970004

Valor de r LC 50

#iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0!
LC 50 Artemia
15
=
= 80
E 70
E B0
£ a0
.“E-". 40
= 30
§ 20
a 10
042090 +0 e+ o0+ 0
1 10 100 1000
Log Concentracidn




CALCULO DE LC50 con Artemia salina Guazuma ulmifolia (Caulote)

CONCENTRACION mg/ml Porcentaje de Mortalidad Logaritmo de la concentracién

1000 0 3

500 0 2.698970004

250 0 2.397940009

100 0 2

50 0 1.698970004

25 0 1.397940009

10 0 1

5 0 0.698970004

Valor de r LC 50

#iDIV/0! #iDIV/0! #iDIV/0!
LC 50 Artemia
15
=
= 80
E 70
E B0
£ a0
.“E-". 40
= 30
§ 20
a 10
042090 +0 e+ o0+ 0
1 10 100 1000
Log Concentracidn




1 DISCUSION DEL ANALISISFITOQUIMICO PRELIMINAR.

Posterior a analisis fitoquimico preliminar, es importante destacar que: De las
25 plantas ensayadas, e 92% dan positivas las pruebas de Taninos, mientras que
Unicamente e 8% dan positivo las pruebas de Antraquinonas. En cuanto a los demas
metabolitos estan presentes en porcentajes intermedios, por gemplo: los Alcaloides se
encuentran en un 76% en los 25 extractos vegetales; los Flavonoides en un 48% a
igua que las Sesguiterpenlactonas ; las Saponinas en un 28% Yy los Glicosidos
Cardiotonicos en 16%.

En cuanto a las plantas que mayor metabolitos posee: se encuentra el Carao,
con 6 metabolitos exceptuando las Saponinas; mientras que e Alcapate y Albahaca,
presentan Unicamente positivas las pruebas de Flavonoides. Y con las demas especies
vegetales. el Copinol posee 5 metabolitos secundarios(ver Tabla N° 5); € Jiote,
Manzana Rosa, Chula, Amatillo, Jengibre, poseen 4 metabolitos(ver Tabla N°5); el
Tempate, Epazote, Curaring, Hierba mora, Mirto, Hierba del Toro, Tomate, Higuerillo,
Salvia Santa, Alhucema, 1zote, Siguapate, Granado y Caulote poseen 3 metabolitos
secundarios cada uno de ellos.(ver TablaN°5) Y 2 metabolitos la Hierba del Sustoy la

Grama.(ver Tabla N°5)



INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL ANALISIS FITOQUIMICO
PRELIMINAR.

Sin duda alguna la presencia o ausencia de metabolitos secundarios, es la
responsable no solo de la actividad téxica, y por consiguiente de cualquier efecto que
pueda provocar en €l ser humano; por tal razon e estudio de la presencia de estos se
convierte en una de las bases de la investigacion, los metabolitos investigados fueron:
Taninos, Glicosidos saponinicos, Glicosidos cardiotonicos, Antraquinonas,
Sesquiterpenlactonas, Alcaloides y Flavonoides, para los cuales se utilizaron técnicas y
procedimientos especificos para cada uno de €llos.

En latabla N° 5 de resultados fitoquimicos de las especies estudiadas, se puede
observar que la mayoria contiene Taninos, esto es porgue los taninos son metabolitos
que le sirven a la planta como mecanismo de defensa y para la formacién de los acidos
de los frutos, en cuanto a Glicdésidos Cardiotonicos y Antraquinonas, la mayoria de
plantas carecen de ellos, ya que estos compuestos son mas escasos en la naturaleza.

L os resultados de Flavonoides son positivos en € 50% aproximadamente de las
plantas; estos le proporcionan €l color 6 la pigmentacion a los diferentes 6rganos de la

planta, especificamente alas flores.



Saponinas y Sesquiterpenlactonas dieron positivas en algunas especies, ya que
estos compuestos son especificos para ciertas especies los cuales le confieren a la
planta sus usos farmacol 6gicos.

Dichos procedimientos identifican los metabolitos presentes en forma general
por gemplo: los Taninos se dividen en Hidrolizables como los galitaninos y
elagitaninos, Condensados y Pseudotaninos. Las pruebas redlizadas con Agua de
bromo, Tricloruro de hierro, solucion de gelatina,... y subacetato de plomo(Tabla N°3)
son para identificar a los taninos en forma general y no especificamente a un tipo de
ellos, como pueden ser los galitaninos 0 elagitaninos, por tal razén no se puede
especificar de que metabolito depende la actividad citotdxica, ya que también existe la
posibilidad de un sinergismo entre todos los componentes de todos los metabolitos

secundarios.



3 DISCUSION DE RESUL TADOS SOBRE EL BIOENSAYO.
Es importante mencionar que de los 25 especies vegetales estudiadas, 18 de

ellas presentaron actividad citotoxica; por consiguiente 7 extractos vegetales no lo
hicieron.(Tabla N°6)

De los 18 extractos con actividad citotoxica, solamente 9 poseen una
concentracién letal 50 menor de 1000 ng/mi(Tabla N° 7), la cual se considera toxica;
los 9 restantes aungque con actividad toxica, no es lo suficiente para poseer una
concentracion letal 50 toxica, ya que ésta excede de 1000 ng/ml. Osea que se
necesitaria una cantidad de extracto mucho mayor para poder acanzar una
concentracién que sea toxica.

Se grafican e porcentgje de mortalidad en el gje de las ordenadas, en una escala
lineal y la concentracion de los extractos en € ge de las abscisas, en una escaa
logaritmica; por |o que hay que obtener € logaritmo de los valores de 1, 10, 100, 1000
que se observan en el gréfico (siendo entonces 10°, 10,10?, 10°, respectivo); para
trazar los puntos.

Se usa la escala logaritmica porque se han obtenido valores elevados y minimos
del porcentgje de mortalidad, dando exactitud y precision a obtener la grafica.

Plantas que presentan una LC 50 menor de 1000 ug/ml (toxica):
Chula, Tempate, Amatillo, Hierba mora, Jiote, Jengibre, Salvia santa e |zote
Plantas que presentan una LC 50 mayor de 1000 ug/ml (no toxica):
Curaring, Mirto, Hierba del toro, Tomate, Hierba del susto, Siguapate, Grama, Granado
y Copinoal.



4 INTERPRETACION DE LOSRESULTADOSDEL BIOENSAYO.

Esta es la parte medular de la investigacion, ya que determinara s €l uso de
una planta es seguro 0 no como tratamiento medico, por tal razén este procedimiento
debe ser estricto y minucioso en cada una de las partes que |o conforman.

El valor de la LC50 es @ parametro que nos determinara € peligro de una
especie vegetal, bibliogréficamente se conoce que s € valor numérico de la LC 50 de
una especie vegetal es menor de 1000 ug/ml, se considera citotoxicay s |os excede no
citotéxica, ya que se necesita una concentracion mayor de la necesaria para poder
acanzar el nivel de toxicidad.

Dicho procedimiento para conocer la LC 50 es un programa computarizado
[lamado “Se probit” Para utilizar dicho programa unicamente se introducen datos de
concentracion con su respectivo porcentagje de mortalidad; obteniéndose una grafica de
concentracion letal 50(LC 50) con su respectivo valor (TablaN° 7).

Es apremiante mencionar que una LC 50 considerada no toxica, no significa que €
extracto a concentraciones diversas no haya matado, ya que existen muestras con LC
50 no toxicas (mayores de 1000 ng/ml) que han matado a concentraciones tanto de
1000 como a 5 ug/ml, con la caracteristica que lo han hecho en bagos porcentajes
(menores de 50 %) en las diferentes concentraciones; también existen casos donde a
existido actividad citotéxica solo en las primeras tres concentraciones(1000, 500 250

ng/ml) con la caracteristica de ser en un alto porcentgje, obteniéndose una LC 50



toxica, en este ultimo caso € valor de “r’ no es tan proximo a la unidad, por no existir

una secuencia entre el porcentaje de mortalidad y su respectiva concentracion.

Este procedimiento determina la capacidad de las especies vegetales en destruir
0 matar un organismo vivo(Artemia salina.), y alavez si una planta es citotdxica o no,
dicha relacion es debida, 6 esta fundamentada en resultados de experimentos que

determinaron que la Artemia salina es semejante en comportamiento a las células

humanas; por tal motivo si una planta presenta resultados citotoxicos en € Bioensayo,
esta podria ser capaz de destruir células humanas a bajas dosis, 10 cua es perjudicial,
pero benéfico en el caso de destruir células humanas malignas como las cancerigenas,
por tal razén los siguientes resultados son una pauta para estudios posteriores sobre la
peligrosidad o beneficio que involucra la utilizacion de especies vegetales como
tratamientos médicos.

En & caso dd Tempate y Amatillo, segun & cuadro se observa que son las
plantas cuyo valor de toxicidad se considera bien alto; en el caso del Tempate es una
planta utilizada méas que todo para uso externo. Pero en €l caso de la semilla, muestra
toxicidad ya que existen antecedentes de muerte ocasionada por la ingesta de estas.
Con este resultado se previene también € uso de talo y hojas en forma oral, por los

dafios que ocasiona a humano.



El Amatillo segin bibliografia no hay datos de utilizacion medicinal solo del
aspecto toxico de €lla, lo cual se comprueba con los resultados obtenidos.

En el caso de la Salvia Santa no se han encontrado estudios toxicol 6gicos para
esta planta, pero si posee efecto toxico €l aceite esencial, €l cual puede estar presente
en pocas cantidades, pero a ser utilizada en altas dosis puede ocasionar nauseas,
diarreas y vomitos. Sin embargo se necesitan més estudios de toxicidad ya que esta es
una planta muy utilizada para efectos medicinales.

La Hierba Mora segun la bibliografia se reporta como toxica en algunos paises,
por ser causante de envenenamientos en nifios. Sin embargo se necesitan més estudios
de toxicidad como para no ser recomendadas en el uso humano desde e punto de vista
alimenticio por su riqueza en hierro y por consecuencia €l fortalecer la sangre. Igual
consideracion debe hacerse para el caso del Jengibre, Jiote, Chula y Albahaca quienes
numéricamente estén mas bajos en toxicidad que el Tempatey el Amatillo.

Hay factores que por su importancia en las graficas (ver pag. 65, 66,..., 89), son de
mucho interés, como graficar porcentgje de mortalidad vrs logaritmo de la
concentracion, €l valor de la concentracion letal 50 se obtiene en ug/ml, y su respectivo
logaritmo, dicho programa presenta el coeficiente de relacion “r”, e cua expresa la
certeza que € valor de LC 50 obtenido es € correcto s, y solo s € coeficiente “r” se
encuentre |o mas proximo a la unidad, 1o cual es e reflgo de la relacion descendente

gue existe entre el porcentaje de mortalidad y las concentraciones.



CONCLUSIONES

El método de maceracion es el mas adecuado para obtener los extractos vegetales,

por no existir la posibilidad de destruccién de los componentes termol abiles.

El andlisis fitoquimico preliminar se realizd de forma cualitativa, por lo que se
utilizaron técnicas y procedimientos de identificacion especificos para cada

metabolito secundario.

L os puntos criticos, que se deben tomar en cuenta paralarealizacion del Bioensayo
son:

Periodo de incubacién de la Artemia (Nauplio)

Condiciones optimas del agua..

Tiempo de lectura de resultados.

Se determino la actividad bioldgica in vivo a concentraciones de 1000, 500, 250,
100, 50, 25, 10, 5 wWml. En cuanto a citotéxicidad que presentan 25 especies
vegetales de uso materno infantil mediante el ensayo simple con Artemia salina

debido a uso excesivo de dichas especies vegetal es.



Se realizd € bioensayo de citotoxicidad utilizando Artemia salina por € método
de los micropozos, porque proporciona resultados rapidos, confiables y

reproducibles.

El estudio realizado con Artemia salina es Util para la seleccidn de aquellas plantas
gue poseen actividad téxica en células humanas, sean malignas ¢ benignas, pero
debe ser complementado con bioensayos in vitro, para recomendar su

administracién como aternativa segura en el area materno infantil.

Los extractos obtenidos de las especies vegetales. Punica granatum(Granado),

Hymenaea courbaril(Copinol), Tridax procumbens(Hierba del toro), Sanseviria

quineensis(Curarian), Justicia carthaginensis(Hierba del susto), Lycopersicum

esculentum(Tomate), Plunchea odorata(Siguapate), Paspalum notalum(Grama),

Murraya paniculata(Mirto), pueden ser utilizados, ya que no presentaron una LC50

menor de 1000 ug/ml., pero con la debida precaucion en € uso oral de las especies

vegetales.

El uso en el é@rea materno infantil de los extractos vegetales por via ora: Jatropha

curcas(Tempate), Rauwolfia tetraphilla(Amatillo), Ocimun bacilicum(Abahaca),

Solanum nigrum(Hierba mora), Zingiber officinalis(Jengibre), Lippia alba(Savia




santd), Bursera simarouba(Jiote), Catharantus roseaus(Chula), Yucca

el ephantipes(Izote), no son seguras por presentar citotoxicidad, segun & bioensayo

de Artemia salina.

No se encontré una relacion directa entre algin componente de las especies
vegetales con su respectiva toxicidad, ya que las pruebas de andlisis Unicamente
determinan e metabolito secundario existente, en ningin momento €l tipo de ese

metabolito y mucho menos la cantidad presente de este.



RECOMENDACIONES

Debido a que las especies vegetales poseen componentes termoldbiles es
conveniente utilizar métodos de extraccion en los cuales la temperatura sea la mas

baja posible (40°C); como el méodo de maceracion 6 percolacion.

Para conocer de forma certera, cual y que cantidad de metabolito secundario es €l
causante de la actividad citotoxica de una especie vegeta, es necesario la
realizacion de otras investigaciones las cuales determinen €l tipo de metabolito que

causa dicha accion.

El estudio con Artemia salina es la etapa primaria de una serie de investigaciones
gue en conjunto nos determinardn S una especie vegetal presenta citotoxicidad, por
tal razon se recomienda realizar estudios mas especificos en cuanto a mecanismo
por el cual la especie vegetal actla en las células humanas, y poder determinar asi

de forma més certera la toxicidad de estas.

Se recomienda realizar programas educativos que vayan encaminados a
concientizar a las personas de € peligro que significa la maa utilizacion de

especies vegetales en procesos preventivos o curativos de enfermedades.



Por los resultados obtenidos en esta investigacion, se recomienda no utilizar por via

oral las plantas que presentaron una LC 50 toxica, Jatropha curcaqTempate),

Rauwolfia tetraphilla(Amatillo), Ocimun  bacilicum(Abahaca),_Solanum

nigrum(Hierba mora), Zingiber officinalis(Jengibre), Lippia aba(Salvia santa),

Bursera simarouba(Jiote), Catharantus roseaus(Chula), Y ucca elephantipes(lzote)

por la posible produccion de procesos degenerativos en células humanas.

En e caso de las especies vegetales que presentan una concentracion letal 50

mayor de 1000 w/ml: Punica granatum(Granado), Hymenaea courbaril(Copinal),

Tridax procumbens(Hierba del toro), Sanseviria quineensis(Curarian), Jugticia

carthaginensis(Hierba del susto), Lycopersicum esculentum(Tomate), Plunchea

odorata(Siguapate), Paspalum notalum(Grama), Murraya paniculata(Mirto), se

recomienda ser precavidos en el uso oral de dichas plantas.

Para obtener un resultado completo del riesgo — beneficio que presenta el uso de
especies vegetales en procesos preventivos y curativos, es recomendable realizarles

otros andlisis a Jatropha curcagTempate), Rauwolfia tetraphilla(Amatillo),

Ocimun  bacilicum(Abahaca), Solanum nigrum(Hierba mora), Zingiber

officinalis(Jengibre), Lippia aba(Savia santa), Bursera simarouba(Jiote),

Catharantus roseaus(Chula), Yucca €elephantipes(lzote), como la utilizacién de




lineas celulares (células KB) para realizarles interaccion con ADN por
cromatografia liquida de alta resolucion y asi determinar s € extracto produce

destruccion o curacion de dichas células.

Lo mas importante que debe tener presente la poblacion es que € uso de cualquier
especie vegetal 0 sustancia quimica para prevenir o curar una enfermedad debe ser
prescrita por profesionales en la rama y no convertirse en una cifra mas como

estadistica de muertes por automedi cacion.
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GLOSARIO

Alcaoide: Base sdlificable nitrogenada, de procedencia organicay propiedades alcalinas.

Alcaloide:  Nombre que reciben diversas sustancias de origen vegetal que, en pequefias
dosis, gjercen efectos farmacol 6gicos sobre € organismo.

Antifungica: Que evitael desarrollo de hongos o los destruye.

Antihelmintica: Que destruye o expulsa gusanos.(Generalmente los del intestino).

Basca Ansia, inquietud en e estomago, cuando se quiere vomitar.

Carminativa. Medicamento que favorece la expulsion de |os gases intestinales.

Carminativo: Agente gque previene la formacion de gases en € tuvo digestivo o provocan la
expulsion de los mismos.

Catarro: Inflamacion de una mucosa de |as vias respiratorias acompafiada de secrecion.

Citotoxico: Agente toxico para las células, no muestra efecto selectivo sobre células de
cancer y células normales.

Cocimiento: Coccidn, liquido cocido con hierbas u otras substancias medicinales.

Emético: Sustancia que induce a vomito. Vomitivo.

Empacho: Ingestion.

Glucésido:  Molécula derivada de la glucosa, mucha de las cuales gercen alguna accion
farmacol 6gica sobre € organismo.

Infeccion: Enfermedad



Inflorescencia: Agrupacion de flores en las ramificaciones de la planta.
Maceracion: Operacion consistente en mantener la planta sumergida en un liquido (agua,

vino, acohol, vinagre u otros), a temperatura ambiente durante un tiempo

determinado.
Perenne: Se dice de las plantas que viven mas de dos afios.
Taninos: Sustancia astringente que abunda en los frutos verdes (no maduros), y se

confieren su caracteristico sabor.

Terpenos: Sustancias aroméaticas que forman parte de la composicion de esencias y
resinas.

Metrorragia: Cualquier sangrado aciclico irregular del Gtero entre periodos.

Blenorragia: Es toda descarga mucosa, especiamente de la uretra ala vagina.

Emenagoga: Agente que induce o aumenta el flujo menstrual.

Galactogoga: Agente que promueve la secrecién y €l flujo de leche.



ANEXON° 1
PROGRAMA DE COMPUTADORA PARA CALCULO “PROBIT"PARA ARTEMIA
SALINA

Estudiar simultaneamente dos o0 mas variables con el objeto de determinar s dichas variables
guardan algun grado de relacidn o asociacion, es lo que mide la Regresion y la Correlacion.
Laregresion mide, através de una ecuacion, la posible relacion entre las varibles con e objeto
de predecir una de dlas en funcién de la o de las otras variables; s se trata de dos variables la
regresion y la correlacion son simples.

El objeto principal del andlisis de la regresion linea es establecer una relacion funcional entre
dos variables relacionadas, tomando datos muéstrales que constituyen buenos estimadores de
la correspondiente relacion poblacional. Una vez que se a establecido cuantitativamente esta
relacion (mediante la correspondiente ecuacién) es posible predecir o estimar el valor de una
de las variables (la dependiente) en funcidn de la otra.(independiente)

La correlacion mide la intensidad o fuerza con que estan relacionadas las variables, y sera
expresada como coeficiente de relacion (r). La correlacion perfecta entre las variables esta
indicada por un valor de r = 1, esto es cuando por aumentos en la variable independiente
ocurre también aumentos en la variable dependiente, 0 s disminuye la variable independiente,
ocurren disminuciones en la variable dependiente.

Laregresion y la correlaciéon guardan una intima relacién, ya que entre mayor sea € valor del
coeficiente de correlaciéon r, mayor serd la utilidad de la ecuacion de regresion para hacer
estimaciones de la variable dependiente, y viceversa, entre menor sea €l vaor de r (valor
absoluto), menos Util es la ecuacion de regresion para efectos de estimaciones de la varible
dependiente. Se recomienda que antes de calcular la ecuacion de regresion entre dos variables,
se debe calcular primero el coeficiente de correlacion entre dichas variables, y s €l valor der
es del orden de r=0.70 6 més se recomienda €l calculo de la ecuacion de regresion, yaque si €

coeficiente de correlacion es menor de r=0.70 e calculo de la ecuacidén de regresion no



estimara acertadamente el valor de las variables dependientes que interesen conocer, porque
las variables no estaran relacionadas adecuadamente entre si.

El procedimiento para calcular la ecuacion de regresion y e vaor del coeficiente de
correlacion para obtener la concentracion letal 50 (LC50) de los extractos vegetal es ensayados
se puede evitar s se utiliza el Programa de computadora para Calculo “Probit”, el cual
con la simple introduccién de las concentraciones de los extractos(variable independiente) y
los respectivos porcentajes de mortalidad de Artemia salina (variable dependiente), calcula los
logaritmos base 10 de cada concentracion para dar un vaor mas exacto tanto de la
Concentracion Letal 50 como del coeficiente de Correlacion, e cua indica la confiabilidad
gue € vaor calculado como Concentracion Letal 50presenta tanto mas cercano este a la
unidad.



ANEXO N° 2

JERINGAS, Utilizadas parafiltrar €l extracto etanolico.



ANEXO N°3

MICROPOZOS, Utilizados para €l Bioensayo de Mortalidad de Artemia Salina.



ANEXON°® 4

MICROPIPETA DE OCHO CANALES Utilizada para €l llenado de las placas de micropozos
en los Bioensayos de Citotoxicidad con Artemia salina.



ANEXON°® 5

MICROPIPETA REGULABLE Y FIJA, Utilizadas para el Bioensayo de mortalidad de
Artemia salina.

PUNTAS Para micropipetas Utilizadas en €l Bioensayo de Citotoxicidad con Artemia salina.



ANEXON° 6

HIDROMETRO O SALINOMETRO, usado paramedir € grado de salinidad del agua de mar
utilizada para la eclosion de los huevos de Artemia salina



ANEXON° 7

ESTEREOSCOPIO Utilizado pararealizar € recuento de Artemia salina muerta y/o viva en
cada bioensayo realizado para los extractos vegetales.



ANEXON° 8

de los extractos.

on

ROTAVAPOR, utilizado parala obtenci



ANEXON° 9

INDICE DE ABREVIATURAS

am. Centimetro.

mt. Metro.

mg. Miligramo.

min. Minuto.

ml. Mililitro.

ul. Microlitro.

ug. Microgramo.

mm. Milimetro.

DMSO Dimetilsulfoxido.

ADN Acido Desoxirribonucleico.
UES Universidad de El Salvador.
LC50 Concentracion letal 50.

sp. Especie.

ppt. Partes por trillon

ppm. Partes por millon.

mg/l. Miligramo por litro.

ug/mi Microgramo por mililitro.
KOH Hidroxido de potasio.

Asterisco. Plantas que presentan sus monografias
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ANEXO N° 12

NOMBRE CIENTIFICO| NOMBRE COMUN PARTE RECOLECTADA | LUGAR DE RECOLECCION
Jatropha curcas Tempate Taloy Hojas UES
Chenopodium Hojas San Salvador
ambrosoides Epazote
Catharantusroseaus | *Chula Talloy Hojas SantaAna
Sanseviriaquineensis Curarina Hojas Santa Ana
Rauwolfa tetraphila * Amatillo Taloy Hojas La Libertad
Solanum nigrum Hierbamora Taloy Hojas San Salvador
Murraya paniculata “Mirto Hojas LaLibertad
Bursera simarouba Jiote Hojas San Salvador
Eugenia jambos Manzana rosa Talloy Hojas San Salvador
Tridax procumbens Hierba del toro Talloy Hojas Santa Ana, UES
Lycopersicum Taloy hojas Santa Ana
esculentum Tomate
Ricinus communis *Higuerillo Talloy Hojas Sonsonate
Ocimun bacilicum Albahaca Hojas San Salvador
Zingiber officinalis Jengibre Rizomas San Salvador
Lippiaalba Salvia santa Taloy hojas La Libertad
Eryngium foetidum Alcapate Hojas Santa Ana
Laandulaofficinalis Alhucema Hojas San Salvador
Cassiagrandis Carao Taloy hojas San Salvador
Y ucca elephantipes Izote Talloy hojas San Salvador
Justicia carthaginensis | Hierba del susto Talloy Hojas LaLibertad
Plunchea odorata Siguapate Hojas San Salvador
Paspalum notatum *Grama Tdlo SantaAna
Punica granatum *Granado Talloy Hojas San Salvador
Hymenaea courbaril Copinol Hojas San Salvador
Guazuma ulmifolia Caulote. Hojas San Salvador
Jatropha curcas Tempate Taloy hojas San Salvador




ANEXON°® 13
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MODELO DE MICROPOZOS para anotar la mortalidad de la Artemia salina.
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