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Resumen

Cestrum roseum es una especie distribuida en el estado de Michoacan que ha
recibido poca atencién en cuanto al andlisis de sus caracteristicas farmacoldgicas y
toxicoldgicas. Estudios fitoquimicos previos realizados con los extractos organicos
obtenidos de Cestrum roseum demuestran la presencia de moléculas como el acido
clorogénico, &cido ursdlico y lupeol, reconocidas por sus efectos positivos a nivel
dermatoldgico. Lo anterior sugiere que extractos de esta planta podrian ser
explorados como candidatos terapéuticos por via topica. El desarrollo farmacéutico
se basa en un conjunto de estudios que conducen al desarrollo de un nuevo
medicamento. Dentro de las etapas mas importantes de este proceso se encuentran
los estudios toxicologicos.

El objetivo general del presente trabajo de investigacion es estudiar los efectos
toxicoldgicos por via dérmica del extracto etandlico de la raiz de Cestrum roseum en
ratas Wistar. Para ello, se realizo la colecta e identificacion botanica de la planta. La
extraccion de la raiz seca y pulverizada se sometié a maceracion con etanol al 96%
por 5 dias. La toxicidad dérmica aguda se evalué segun la guia 402 de la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE) usando las
dosis de 200, 1000 y 2000 mg/kg. Los resultados obtenidos muestran que las dosis
probadas generaron dermatitis a las 24 h después de la administracion, aunque no
se constaté mortalidad en los animales, cambios en el peso corporal ni otros signos y
sintomas de toxicidad. El andlisis histopatolégico no evidencié dafios en los 6rganos
estudiados excepto en el rifidn, donde se presentaron alteraciones dependientes de
la dosis. Las pruebas hematolédgicas y perfil bioquimico no demostraron diferencias
significativas entre los grupos experimentales respecto al control. Este estudio
demuestra que el extracto etandlico de la raiz de Cestrum roseum debe ser probado
en estudios toxicolégicos a dosis repetida de mayor duracién, antes de ser

considerado como candidato terapéutico dermatologico.

Palabras clave: Toxicologia, piel, dosis, diferencias significativas, extracto etanolico.
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Abstract

Cestrum roseum is a distributed species in Michoacan that has received little
attention regarding the analysis of its pharmacological and toxicological
characteristics. Previous phytochemical studies performed with extracts obtained
from Cestrum roseum demonstrated the presence of molecules such as chlorogenic
acid, ursolic acid and lupeol, recognized for their positive effects on the skin. The
above suggests that extracts of this plant could be explored as dermatological
therapeutic candidates. Pharmaceutical development consists on a set of studies
leading to the development of a new drug. The toxicological studies are among the
most important stages of this process. The aim of this research is to study the dermal
toxicological effects of ethanolic extract of roots of Cestrum roseum in Wistar rats. For
this purpose, the collection and botanical identification of the plant was carried out.
Afterwards, the extraction of the dry and pulverized roots was performed by
maceration extraction with 96% ethanol for 5 days. The acute dermal toxicity was
evaluated according to the guideline 402 from the Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD) at doses of 200, 1000 and 2000 mg/kg. The
obtained results show that 24 h after the administration, the doses tested generated
dermatitis, although no mortality was observed in the animals, neither changes in
body weight or other signs and symptoms of toxicity. The histopathological analysis
showed no damage in the organs studied except on the kidney, where dose-
dependent alterations were observed. The hematological tests and biochemical
profile did not show significant differences between the experimental groups with
respect to the control. This study demonstrates that the ethanolic extract of roots of
Cestrum roseum should be tested in other long-term toxicological studies before

being considered as a dermatological therapeutic candidate.
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1. INTRODUCCION

La piel es un érgano complejo con mdltiples funciones necesarias para mantener la
homeostasis de nuestro organismo. El papel que desempefia es integral y abarca un
espectro que va desde una funcidbn de barrera protectora, pasando por sus
propiedades inmunoldgicas, enddcrinas, sensitivas, metabdlicas y termorreguladoras
(1). La piel estd formada por tres capas distintas: epidermis, dermis e hipodermis,
con variados grados de especializacién (2). Multiples enfermedades que causan
perturbacion de la homeostasis cutanea han sido descritas, por lo que resulta de vital
interés buscar nuevos candidatos terapéuticos que puedan ser utilizados por via

topica sin ocasionar efectos toxicologicos relevantes.

El desarrollo de un nuevo candidato terapéutico ocurre mediante un largo y costoso
proceso que tiene como finalidad demostrar mediante diferentes estudios su eficacia,
seguridad y calidad con el fin de satisfacer los requisitos exigidos por las entidades
regulatorias para poder ser comercializados y administrados a seres humanos (3).

El proceso clasico de desarrollo de un medicamento incluye diversas fases: 1) Fase
de descubrimiento; 2) Fase preclinica; 3) Fase clinica; 4) Fase de aprobacion y
registro y 5) Fase de desarrollo quimico farmacéutico (3). En este esquema clasico el
traslado de conocimientos se realiza desde la investigacion basica hacia la clinica en
un sentido unidireccional. Durante la fase preclinica los estudios toxicoldgicos
constituyen piedra angular, ya que permiten demostrar la seguridad del candidato
terapéutico y las dosis a las que puede ser utilizado en estudios farmacodinamicos

ulteriores.

Desde la antigledad el ser humano ha utilizado las plantas por sus propiedades
curativas y aunque no se conocian los mecanismos farmacologicos exactos por las
que revertian las enfermedades, de esta manera fue que en cada region del mundo
se comenzaron a utilizar las plantas nativas de la zona para curar las enfermedades,
lo que brindé caracteristicas Unicas a cada una de ellas debido a que cada region
poseia una diversidad de plantas diferentes (4).
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El género Cestrum de la familia de las Solanaceae, esta ampliamente distribuido en
México, siendo Cestrum roseum una de las especies del estado de Michoacan.
Estudios fitoquimicos previos realizados con extractos obtenidos de Cestrum roseum
mostraron la presencia importante de moléculas como &cido clorogénico, acido
ursélico y lupeol, reconocidas por sus efectos positivos a nivel dermatoldgico (5). Lo
anterior sugiere que extractos de esta planta podrian ser explorados como
candidatos terapéuticos por via topica, siendo para ello necesario probar en una

primera etapa su toxicologia antes de realizar estudios farmacodindmicos ulteriores.

Tomando en cuenta todos estos factores, la presente investigacion tiene como
objetivo global estudiar la toxicidad dérmica aguda del extracto etandlico obtenido a
partir de la raiz de Cestrum roseum en ratas Wistar, utilizando para ello la guia 402
de la OCDE.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Lapiel

La piel es la cubierta externa del cuerpo humano y uno de los O6rganos mas
importantes del mismo, tanto por tamafio como por sus funciones. La piel separa al
organismo del medio ambiente externo y, al mismo tiempo, permite su comunicacion
con él, tiene una superficie de alrededor de 2m? (depende de la altura y peso de la
persona) y un peso de 4 kg, lo que supone aproximadamente el 6% del peso corporal
total. Es una envoltura completa, que en las regiones donde se encuentran los

orificios naturales del organismo, se transforma paulatinamente en una mucosa (2).

La piel sana es una barrera contra agresiones mecanicas, quimicas, toxicos, calor,
frio, radiaciones ultravioletas y microorganismos patégenos. Puede actuar como una
barrera ambiental que protege los érganos principales, como una barrera de difusion
gue minimiza la pérdida de agua que podria resultar en deshidratacion, y como una
barrera metabdlica que puede metabolizar un compuesto para eliminar mas

facilmente los productos después de que haya ocurrido la absorcién (1).

La piel puede funcionar en la regulacion de la temperatura, en la que los vasos
sanguineos se contraen para conservar el calor y se dilatan para disipar el calor. El
cabello y la piel actian como aislantes, mientras que la sudoracion facilita la pérdida
de calor por evaporacion. También constituye un eje inmunolégico configurando una
respuesta inflamatoria a un insulto extrafio. Ademas, la piel tiene un estroma bien
desarrollado, que soporta todos los demas organos. La piel tiene propiedades
neurosensoriales por las cuales los receptores detectan las modalidades del tacto, el
dolor y el calor. Adicionalmente funciona como un organo endocrino al sintetizar la
vitamina D, siendo una diana para los androégenos que regulan la produccién de sebo
y un objetivo para la insulina, en su regulacién del metabolismo de los carbohidratos
y los lipidos. La piel posee varias glandulas sebaceas que secretan sebo,
considerado como una mezcla compleja de lipidos que funcionan como agentes

antibacterianos o como un escudo repelente al agua en muchos animales. Las
16



glandulas sudoriparas apocrinas y ecrinas producen una secrecion que contiene olor
y funciones en la demarcacion territorial. La piel desempefia un papel en la
metabolizacion de la queratina, el colageno, la melanina, los lipidos, los
carbohidratos y la vitamina D, asi como en la respiracion y en la biotransformacion de

los xenobioticos (6).

Anatdomicamente, este 6rgano se compone de tres capas distintas (Figura 1):
e La epidermis.
e La dermis o corion.

e El tejido subcutaneo o también denominado hipodermis o subcutis

estrato basal

4 wstrato licido
. astrato granuloso EPIDERMIS
s estrato espinoso
ot S

papila dérmica

iamina reticular DERMIS

gldndula
sebices
glandula A=
sudoripara ( - '
misculo /RS = HIPODERMIS
N . (Tejido
subcutines)

Figura 1: La piel y su composicién (7).

2.1.1. Epidermis

La epidermis se compone de epitelio escamoso estratificado queratinizado derivado
del ectodermo y forma la capa mas externa de la piel (Figura 2). Dos tipos de células
primarias, los queratinocitos y los no queratinocitos, comprenden esta capa. La
clasificacion de las capas epidérmicas de la superficie externa hacia la interna es la

siguiente: estrato cOrneo (capa cérnea), estrato lacido (capa transparente), estrato
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granuloso (capa granular), estrato espinoso (capa espinosa o0 espinosa) y estrato
basal (basal capa) (6).

Dead
keratinocyte - f;g::t::\
Lamellar - s " = o . 1 Granular
granules A cell layer
Langerhanscell | @ .“ 20, . 00 a © |
' o }‘“, 20,2 =
- ® ¢ ®.% '
Keratinocyte >. - - 9. & @ Spinous
3 " L ‘® layer
Melanin @ @
L | ‘
Melanocyte
Merkel cell |
Basal layer
Basal lamina

Figura 2: Capas que componen la epidermis (8).

Ademas de los queratinocitos, existe otra poblacion de células; comunmente
conocido como los no queratinocitos e incluye los melanocitos, las células de Merkel
(células epitelioides tactiles) y las células de Langerhans (macréfagos
intraepidérmicos) que residen dentro de la epidermis, pero no participan en el
proceso de queratinizacion. La epidermis es avascular y experimenta un patron
ordenado de proliferacién, diferenciacion y queratinizacion. Varios apéndices
cutaneos, como pelo, sudor y glandulas sebaceas, érganos digitales (ufias) son
especializaciones de la epidermis. Debajo de la epidermis se encuentra la dermis,

gue es de origen mesodérmico y consiste en un tejido conectivo irregular denso.

2.1.2. Dermis

La dermis o el corio se encuentra directamente debajo de la membrana basal y

consiste en un tejido conectivo irregular denso con un fieltro de colageno, elastico y
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fibras reticulares incrustadas en wuna sustancia fundamental amorfa de
mucopolisacaridos. Los tipos de células predominantes de la dermis son fibroblastos,
mastocitos y macrofagos. Ademas, las células plasmaticas, los cromatoforos, las
células grasas y los leucocitos extravasados a menudo se encuentran en asociacion
con los vasos sanguineos, los nervios y los linfaticos. Glandulas sudoriparas,

glandulas sebéaceas, foliculos pilosos estan presentes dentro de la dermis (6).

De manera arbitraria, la dermis se puede dividir en una capa papilar superficial que
se mezcla en una capa reticular profunda. La capa papilar es delgada y consiste en
tejido conectivo suelto, que esta en contacto con la epidermis y se ajusta al contorno
de las crestas y surcos epiteliales basales. Cuando sobresale en la epidermis, da
lugar a la papila dérmica. Cuando la epidermis se invagina en la dermis, se forman
las clavijas epidérmicas. La capa reticular es una capa mas gruesa formada por

tejido conectivo denso irregular con menos ceélulas y mas fibras (Figura 3) (6).

TN
»
A

AT T

\l
ERGY
A

Papillary dermis
Reticular dermis

Figura 3: Capas de la Dermis (9).

2.1.3. Hipodermis

La hipodermis (subcutis), es una capa de tejido conectivo suelto que se encuentra
debajo de la dermis. No es parte de la piel, sino la fascia superficial, como se ve en

las disecciones anatomicas generales. La hipodermis ayuda a anclar la dermis al
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musculo o hueso subyacente. La disposicion suelta de colageno vy fibras elasticas
permite la flexibilidad de la piel y el movimiento libre sobre las estructuras

subyacentes (6).

El limite entre la dermis reticular profunda y la hipodermis es una transicion abrupta
de un tejido conjuntivo dérmico predominantemente fibroso a un tejido subcutaneo
fundamentalmente adiposo, las dos regiones estan integradas de forma estructural y
funcional, mediante redes de nervios y vasos, y mediante la continuidad de los
apéndices epidérmicos. Los foliculos pilosos en crecimiento activo tensan la piel y se
extienden hacia la grasa subcutanea, y las glandulas sudoriparas apocrinas y ecrinas

se encuentran normalmente confinadas a esta profundidad de la piel (6).

Los adipocitos forman la masa principal de células de la hipodermis. Estan
organizados en lébulos definidos por tabiques de tejido conjuntivo fibroso. Los
nervios y vasos linfaticos estan localizados dentro de los tabiques e inervan, nutren y
drenan la region. La sintesis y almacenamiento de grasa continda por la acumulacion

facilitada en las células adiposas, o por el reclutamiento de nuevas células (10).

2.2. El desarrollo farmacéutico

La llamada “explosion terapéutica” que se origind después de la Segunda Guerra
Mundial, fue un parteaguas para encontrar la cura a diversas enfermedades que
hasta ese momento se encontraban sin tratamiento. A raiz de esto se originaron
muchos problemas relacionados con la eficacia y seguridad de estos medicamentos,
debido a la falta de control y conocimiento de los problemas que podrian ocasionar,
lo que generd que se permitiera la comercializacion de muchos farmacos ineficaces y
de muchos otros que eran muy perjudiciales para la salud provocando verdaderas

tragedias.

Uno de los casos mas conocidos por la historia fue el de la Talidomida,
comercializado como sedante y calmante de nauseas en el embarazo, que debido a
uno de sus enantidmeros generdé malformaciones en neonatos. A partir de este
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momento se cred una preocupacion entre las autoridades sanitarias de todo el
mundo que desembocd en una mayor profundizacion de los estudios toxicoldgicos
para todas las moléculas candidatas a convertirse en medicamentos. En efecto, un
nuevo farmaco debe someterse a diversos estudios que comprueben su relacion
beneficio-riesgo, entendiéndose como tal a la contraposicion de los riesgos
potenciales y los beneficios para el paciente después del analisis de su eficacia y

toxicidad y el resultado a esperar si no se administra (5).

Para evaluar esta relacion es necesario considerar que el uso de un medicamento en
la practica clinica solo se justifica si los posibles beneficios superan a los riesgos
potenciales, lo que se determina en base al conocimiento de la enfermedad, la
historia del paciente, las caracteristicas del farmaco y sus efectos adversos. De toda
evidencia, para tal evaluacién, el farmaco en cuestion debe seguir multiples etapas
dentro de su desarrollo con el objetivo de poder emplearse adecuadamente en seres

humanos.

Una vision convencional de este proceso implica varias etapas que se presentan a
continuacion (Figura 4):
a) el establecimiento de hipotesis relacionadas con la patogénesis de la
enfermedad.
b) laidentificacién de dianas farmacoldgicas.
c) la seleccion de moléculas capaces de interactuar con las dianas (hits).
d) la optimizacion quimica de los compuestos seleccionados (leads).
e) las pruebas preclinicas en animales de experimentacion.
f) la evaluacién de la seguridad en seres humanos y el establecimiento de las
propiedades farmacocinéticas (fase 1).
g) las pruebas de eficacia en pequenos grupos de pacientes (prueba de
concepto; fase II).
h) los ensayos clinicos multicéntricos a mayor escala para evaluar la seguridad y

eficacia (fase ).
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El desarrollo farmacéutico es un proceso muy largo y costoso en el cual la industria
puede durar hasta 12 afios con una nueva molécula, con una inversién que oscila
entre los 500 y 1000 millones de dolares (11).

Para ello, los requerimientos de eficacia y seguridad deben cumplirse cabalmente
afin de obtener la aprobacién de las agencias reguladoras entre las que se
encuentran: 1) la Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA) en Estados Unidos,
2) la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) en Europa y la 3) la Comision

Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en México (12).

| Enfermedad

- Identificacion de dianas
{} - Desarrollo de ensayos screening

= = Colecciones de compuestos de
| High Throunghput Screening |_

Hits — | Diseno in silico I

sintesis o naturales

- Evaluacion biolégica

| eads
- Quimica médica (optimizacién de leads)

iL - Evaluacién bioldgica y farmacolégica ‘e ADME/ tox int vitro |

Candidatos
afarmacos - Estudios de seguridad preclinicos
l - Estudios de formulacion

Farmacn
experimental

- Ensayo clinico

U - Registro
Farmaco

Figura 4: El proceso de descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos. Modificado
de (11).

2.2.1.Etapas del desarrollo farmaceéutico

2.2.1.1 Etapa de descubrimiento
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La fase de descubrimiento se relaciona con la busqueda de moléculas como

candidatas para el tratamiento de una determinada patologia. Se plantea un objetivo

terapéutico dirigido a un padecimiento especifico que se pretende tratar o curar con

la intervencion del farmaco a desarrollar, asi que para ello se establece una

blusqueda secuencial de compuestos que presenten actividad biolégica sobre dianas

terapéuticas que han sido identificadas como relevantes para la etiologia de la

enfermedad. La fase de descubrimiento a su vez se divide en 4 sub-fases (7).

1)

2)

3)

4)

Identificacién de la diana: En la actualidad el proceso de desarrollo de un
nuevo farmaco se basa en la identificacion de dianas terapéuticas,
entendiéndose como tal el lugar en el organismo donde el farmaco va a
ejercer su accion. Esta sub-fase busca identificar y comprender las dianas de
tal manera de establecer cdmo estas influyen en la patologia, algo que no es
tan simple considerando que existen alrededor de 8000 dianas caracterizadas.
Entre los métodos para identificar dichas dianas en la actualidad se destacan:
los estudios de asociacion del genoma completo, la genémica comparada y el
andlisis diferencial de la expresion génica (7).

Validacién de la diana: La diana se valida cuando se comprueba que el
farmaco demuestra una gran afinidad a la diana y este provoca un efecto
clinicamente relevante sobre ella. Una vez validada la diana se procede a
investigar si se puede elaborar un farmaco que sea seguro y eficaz sobre la
diana en cuestion (13).

Identificacién de los compuestos prometedores (HITS): En esta etapa se
estudian un gran namero de moléculas, utilizandose para ello la técnica de
cribado de alta capacidad (High Througtput Screening), la cual permite
determinar de una manera muy rapida las moléculas prometedoras (Hits). Un
“hit” es aquel que tiene el potencial para tratar la enfermedad a través de su
interaccién con la diana, pudiendo ser obtenido por sintesis quimica, a partir
de un compuesto natural, o por via biotecnoldgica (13).

Validacién de los compuestos lider: En este paso se optimizan a los hits
mediante ensayos de afinidad y modificaciones de su estructura para mejorar

la afinidad a la diana, y aquellos que posean mejores caracteristicas seran los
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candidatos a farmacos (leads). Habitualmente estos ensayos de validaciéon

son llevados a cabo en modelos in vivo e in vitro (13).

2.2.1.2 Desarrollo preclinico

En la fase preclinica se llevan a cabo los estudios farmacoldgicos y toxicoldgicos del
farmaco en sistemas biol6gicos diferentes al ser humano. Una vez seleccionados los
leads se debera disefiar un programa para reducir y anticipar los efectos adversos
gue se puedan presentar en humanos. En concreto lo que se pretende averiguar en
esta fase es la distribucién o eliminacién que presenta el farmaco en el organismo,

asi como su eficacia, efectos adversos y régimen de dosificacion (11).

En la preclinica se realizan ensayos in vivo (animales de laboratorio) e in vitro
(células o tejidos). Estos ensayos se realizan para conocer los efectos toxicos y
farmacolégicos que presenta el candidato a medicamento y los resultados son
normalmente entregados a los organismos regulatorios. También en esta fase se
lleva acabo el disefio de la fase clinica, duracion del tratamiento, la via de
administracion del farmaco, la pauta de administracion y el tipo de poblacion que

serd empleada durante el estudio clinico (8).

2.2.1.3 Desarrollo clinico

Los ensayos clinicos son realizados para comprobar la eficacia y seguridad de los
nuevos medicamentos previamente evaluados en la fase preclinica en seres
humanos con la finalidad de poder ser registrados y comercializados. Estos estudios
son financiados por la industria farmaceéutica, aunque también algunos estudios son
apoyados por instituciones gubernamentales. Una vez autorizado el uso en humanos
del candidato terapéutico por el organismo regulatorio que compete al sitio donde se
realiza el estudio, se inicia el estudio clinico el cual a su vez se divide en cuatro sub-

fases que se describen a continuacion (14).
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Fase |

Esta fase tiene una duracion de entre 1y 2 afios, siendo la primera vez que el nuevo
candidato es administrado en el ser humano. El estudio es realizado en un pequefio
grupo de voluntarios sanos (20-80 individuos). En esta fase se evalla la seguridad, la
tolerancia a dosis clinicas y la dosis maxima tolerada, asi como también la
farmacocinética en humanos. En esta etapa el estudio no es ciego. Es aqui donde se
tiene que hacer una solicitud que incluya los datos quimicos de manufactura y los
resultados obtenidos en la fase preclinica, esta solicitud es conocida como IND

(nuevo farmaco en investigacion) por la FDA (5).

Fase Il

El medicamento en esta etapa es administrado por primera vez en un pequefo
ndamero de pacientes (cientos de individuos). En esta etapa se evalla la eficacia y
seguridad del medicamento frente a la enfermedad y se establece la relacion
dosis/respuesta. Los resultados obtenidos son muy importantes para continuar con el
estudio, si la eficacia es buena se continta con el estudio y se pasa a la fase Il pero
si el nuevo candidato no presenta eficacia frente a la enfermedad o es muy poca por
lo general el proceso de desarrollo del nuevo farmaco ya no continua a la siguiente
sub-fase (11, 14).

Fase lll

Los datos obtenidos sobre eficacia y seguridad son presentados ante las entidades
regulatorias con el objetivo de obtener la aprobacion del medicamento para realizar
estudios de fase Ill en una mayor cantidad de individuos. Estos estudios son
multicéntricos, y controlados y siguen las guias internacionales publicadas por la
conferencia Internacional de Armonizacién (ICH). Una vez obtenidos los resultados
de la fase Ill y cuando el patrocinador esta convencido de su eficacia y seguridad
para ser comercializado, solicita a la agencia regulatoria competente que el
candidato sea considerado como un nuevo farmaco. En Estados Unidos la FDA es
quien otorga y aprueba la NDA (New Drug Application). Estos estudios son muy

costosos y tienen una duracién promedio de 5 afos, para evitar errores este ensayo
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regularmente es a doble ciego y cruzado, es aqui donde muchas veces se presentan
las primeras reacciones adversas (11).

Fase IV

Aun no hay una definicion totalmente aceptada para esta fase, pero en ella los
patrocinadores y las agencias regulatorias monitorean al nuevo medicamento
aprobado y comercializado en un contexto real. El patrocinador debe informar a las
agencias regulatorias si hay algun efecto colateral, dafios, reacciones alérgicas, o
toxicas o si el medicamento funciona o no en el nuevo ambiente no controlado en el
gue se usa, reportando los datos obtenidos cada 3 meses durante el primer afio,
cada 6 meses en el segundo afio y posteriormente cada afio. Esta fase implica una
vigilancia continua y en ella se puede proceder a retirar el producto del mercado si es
necesario (11).

2.2.2 Particularidades del desarrollo farmaceéutico para el disefio de
medicamentos topicos

En terapéutica topica dermatoldgica intervienen tres elementos fundamentales que
condicionan la eficacia y seguridad de un producto topico: la piel, el vehiculo y el
principio activo. En la piel, el grado de hidratacion desempefia un papel relevante
para facilitar la penetracion de los farmacos y la absorcion es variable en funciéon de
la regién anatémica. En cuanto al vehiculo, su eleccién depende del tipo de farmaco
que puede trasportar, del grado de absorcion necesaria, el tipo de patologia a tratar y
la localizacién anatomica. Respecto al principio activo, su eleccion depende de la
patologia a tratar, de su farmacocinética, de la concentracion utilizada, asi como de
la forma de aplicacion y tiempo de exposicion. Estos aspectos, unidos al
metabolismo cutaneo también condicionan el grado de toxicidad que un producto

téxico puede presentar.
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La eleccion de la terapéutica topica requiere del conocimiento de los aspectos
cinéticos que regulan el paso de los farmacos a través de la piel y de su

comportamiento cuando se mezclan con los vehiculos que los trasportan (15).

2.2.3 Estrategias utilizadas en el desarrollo farmacéutico a partir de
plantas

Desde la antigiiedad el ser humano ha utilizado las plantas por sus propiedades
curativas y aunque no se conocian los mecanismos farmacologicos exactos por las
que revertian las enfermedades, su utilizacion fue pasando de generacion en
generacion. Las arcillas de Babilonia, los papiros de Egipto, y los grabados
americanos son las pruebas mas fidedignas que permiten constatar la utilizacion de
las plantas medicinales en las culturas antiguas. En esta época, las plantas eran
usadas como remedios 0 en ritos magicos, donde se preparaban como material

seco, pulverizado, mascado o en extractos las raices, hojas, flores y semillas (16).

De esta manera fue que en cada region del mundo se comenzo a utilizar las plantas
nativas de la zona para curar las enfermedades, lo que brindd caracteristicas Unicas
a cada una de ellas debido a que cada region poseia una diversidad de plantas
diferentes. Al pasar del tiempo este tipo de practicas de terapias locales fue
denominada “medicina tradicional”’. A la utilizacion de plantas medicinales con fines
terapéuticos el médico francés Henri Leclerc, le llamo fitoterapia a principios del siglo
XX. A diferencia de la medicina sintética o convencional, esta se caracteriza por la
utilizacion de matrices vegetales complejas, como lo son la planta completa o alguna
de sus partes (hojas, raices, etc.) o productos de estas obtenidos por un método de

extraccion determinado, llamados extractos (17).

Hoy en dia este tipo de terapias siguen siendo muy utilizadas de manera folklérica o
popular y han ido en aumento principalmente por la poblacion de bajos recursos o
aquellas que viven apartadas de la sociedad y no tienen acceso a medicamentos,
pero a pesar de esto pocas especies vegetales han sido estudiadas siguiendo los

parametros modernos apegados a las normas éticas y protocolos internacionales
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definidos, por lo que nuevas investigaciones son necesarias afin de explorar la gran

biodiversidad existente a nivel global.

Una de las limitaciones del uso extensivo de plantas en la medicina moderna ha sido
la falta de investigaciones fitoquimicas, farmacoldgicas y toxicoldgicas, siguiendo
rigurosos disefios experimentales apegados a las normas éticas y protocolos
internacionales definidos. Por ello, se ha sefialado, que nuevas investigaciones son
necesarias para explorar la gran biodiversidad de la flora existente a nivel global. De
hecho, se estima que solo entre 20000 y 50000 especies vegetales se han utilizado
para curar enfermedades, de las cuales una pequefia cantidad de ellas ha sido
estudiada con el fin de desarrollar medicamentos. De todas las especies terrestres
solo entre 15 y 20% han sido analizadas, por lo que en consecuencia el resto de las
plantas aun no estudiadas son una gran oportunidad para poder encontrar principios
activos novedosos. La OMS sefala que los estudios existentes dirigidos a las plantas
medicinales aln son insuficientes y que el desarrollo farmacéutico a partir de
recursos naturales debe realizarse bajo bases cientificas que sustenten la seguridad,

efectividad y calidad de los nuevos productos(18) (4).

A pesar de este desconocimiento existente, algunas plantas han sido desde hace
muchos afios fuente para la obtencién de agentes farmacéuticos. De hecho, los
metabolitos secundarios, considerados como aquellos compuestos quimicos que
sintetiza la planta sin relacion directa con funciones de crecimiento y reproduccion
han sido usados para el desarrollo de nuevos farmacos. Estas moléculas son el
resultado de diversas rutas metabolicas, destacandose entre ellos los compuestos
fendlicos, terpénicos, alcaloides y acidos grasos los cuales sirven como defensa de
la planta contra patégenos, proteccién de los rayos UV, entre otras funciones (18).

Una de las grandes desventajas de la busqueda de farmacos a partir de plantas es la
baja disponibilidad que los metabolitos secundarios presentan, debido a que su
aislamiento casi siempre resulta en la obtencion de cantidades muy pequefias de
moléculas. Ademas, desde el punto de vista quimico es en ocasiones muy complejo

realizar la sintesis quimica de compuestos de origen natural para uso industrial,
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aunque la novedad que presentan sus estructuras le confiere una gran ventaja
debido a la existencia de numerosos centros estereogénicos con gran afinidad por
las dianas farmacolégicas, que dificilmente podrian reproducirse usando sintesis
qguimica convencional. De hecho, de los 1010 farmacos nuevos aprobados por la
FDA desde enero del 1981 hasta julio de 2006, 43 eran de origen vegetal sin ser
alterados en su estructura y 232 eran derivados de productos naturales. Pero a pesar
de esto con la llegada de la robdtica, la bioinformatica, la biotecnologia, el modelado
molecular (in silico), el cribado de alto rendimiento (HTS) y los métodos de sintesis
combinatorios, ha habido una gran disminucion en la utilizacién de productos de
origen vegetal para desarrollar nuevos medicamentos (19).

Hoy dia son tres las estrategias mas utilizadas para el desarrollo de farmacos a partir

de plantas, las que seran explicadas a continuacion:

2.2.3.1 Estrategia quimiotaxonémica

Consiste en la sistematizacion de las relaciones filogenéticas de los diferentes taxa y
las rutas biosintéticas mediante las que se forman los metabolitos secundarios. La
presencia de diferentes compuestos como marcadores biosintéticos es empleada por
los botanicos en sus estudios de taxonomia; pero también sirve como herramienta en
la seleccion exitosa de familias, subfamilias y géneros para ser investigados en
funcién de los metabolitos que se prevé producen y que pueden ser fuente de
nuevos medicamentos. Es por ello que se pueden seleccionar especies bien
relacionadas filogenéticamente de plantas con actividad conocida o plantas que

contienen el mismo tipo de entidad quimica conocidas por su actividad (18).

2.2.3.2 Estrategia etnofarmacoldgica

La investigacion etnofarmacoldgica la podemos definir como una integracion de
diferentes especialidades (botanica taxonémica, etnobotanica, quimica extractiva y
estructural y farmacologia experimental y clinica), que estudia de un modo cientifico
las propiedades terapéuticas atribuidas por el saber tradicional a todo tipo de
productos naturales que han estado en uso y se aplican actualmente (20).
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Esta etapa multidisciplinaria se desarrolla en dos etapas fundamentales:

1. Un estudio de campo, que consiste en recoger los usos terapéuticos de las
plantas prescritas por los sanadores, médicos tradicionales y la poblacion
local, validadas por una rigurosa identificacion botanica y el célculo de
parametros estadisticos que indiquen las especies mas prometedoras.

2. Un estudio farmacoldgico en laboratorio que evalla la eficacia de las
medicinas tradicionales. Esta via de investigacion puede llegar a seleccionar
unos tratamientos eficaces mediante la evaluacion de las indicaciones
terapéuticas tradicionales, y a la vez contribuir a enriquecer el universo
terapéutico al permitir el descubrimiento de nuevos medicamentos a base de
extractos vegetales.

En la actualidad, en muchos paises en desarrollo ha ocurrido una pérdida importante
del conocimiento tradicional sobre el uso de plantas medicinales y de otras plantas
Gtiles, transmitido de generacion en generacion. Aunado a ello, la disponibilidad de
tales plantas se ha visto reducida por la degradacién de los bosques y su conversiéon
a bosques secundarios y campos agricolas. En consecuencia, la cadena de
transmision de dicho conocimiento se encuentra en riesgo, por lo que resulta de vital
importancia rescatar el conocimiento tradicional a través de investigaciones

etnofarmacoldgicas (21).

2.2.3.3 Estrategia al azahar

Los métodos de prospecciéon al azahar de la flora, seguida de tamizajes fitoquimicos
cualitativos, siguen teniendo preferencia en la busqueda de compuestos activos por
parte de la industria farmacéutica, aunque en los Ultimos afios se ha prestado
especial atencion a la utilizacion de la informacion etnobotanica para la seleccion de

plantas en la busqueda de compuestos con actividad biologica (18).

La estrategia al azahar no sigue, como en el caso de las dos previamente explicadas
un algoritmo que implique el analisis de los metabolitos secundarios presentes en las

taxas o el conocimiento tradicional acumulado, sino que la planta se elige, como lo
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indica su nombre, siguiendo otros parametros, como su disponibilidad, cercania, falta

de informacion en la literatura, etc.

2.2.3 La evaluacion toxicolédgica preclinica: una etapa esencial del
desarrollo farmacéutico

En la fase preclinica del desarrollo de un medicamento es necesario que se realicen
estudios toxicologicos in vitro o in vivo. Estos estudios tienen como finalidad
proporcionar la informacion necesaria para decidir si se prosigue a la fase clinica y
para ello se utilizan diversos modelos experimentales. La toxicidad que presentan las
sustancias analizadas puede observarse de diferentes formas: a) estudiando la
exposicion accidental al compuesto ; b) realizando estudios in vitro utilizando
células/lineas celulares; c¢) analizando la exposicién in vivo en animales de

experimentacion (22).

Estas pruebas toxicologicas son realizadas para eliminar posibles riesgos de
genotoxicidad, asi como determinar las dosis maximas del farmaco no toxicas,
ademas de verificar que en el estudio los animales de experimentacién no presenten
pérdidas de peso o cualquier comportamiento fuera de lo normal ya que esto puede
indicar algun efecto adverso. Una vez finalizado el estudio, los animales son
sacrificados y examinados a fondo realizandoles examenes histolégicos, bioquimicos

y de lesiones tisulares (23).

Las investigaciones toxicolégicas son en consecuencia extremadamente importantes
en la fase preclinica ya que permiten anticipar posibles efectos secundarios o téxicos
en la fase clinica, ademas que estos estudios son requisito obligatorio exigido por
todos los organismos regulatorios a nivel mundial para que un nuevo farmaco

continde con su desarrollo clinico en seres humanos (24).

2.2.3.1 Consideraciones regulatorias en la evaluacion preclinica
toxicologica
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El objeto de la fase preclinica es caracterizar la eficacia y seguridad del medicamento
en animales o sistemas “in vitro”. Es requisito indispensable para obtener la
autorizacion por parte de las entidades reguladoras a proceder al ensayo en

humanos presentar en un expediente toda la informacién preclinica obtenida.

Cada farmaco particular necesita su propio desarrollo preclinico debiendo tenerse en
cuenta diversos factores: tipo de compuesto, mecanismo de accidon e indicaciones
clinicas. Es especialmente importante conocer el ambito regulatorio y las guias que
aplican. En este sentido es fundamental contemplar donde se va a realizar el
desarrollo clinico, ya que en ocasiones los requisitos regulatorios de EEUU (FDA,
EMA (Agencia Europea de Medicamentos) o COFEPRIS) pueden diferir. lgualmente,
resulta importante para definir el desarrollo preclinico mas adecuado tener en cuenta
el disefio del ensayo clinico, asi como duracién del tratamiento, via y pauta de
administracion, tipo de poblacion sujeta a estudio, etcétera (3).

2.2.3.2 Evaluacion de la toxicidad aguda

La toxicidad aguda es la capacidad de una sustancia de presentar efectos adversos
en una sola administracién utilizando dosis relativamente elevadas, estos efectos
pueden llegar a ser débiles como una irritacion cutanea o pueden provocar hasta la
muerte. En un sentido convencional los estudios de toxicidad aguda buscan
determinar la dosis letal media (DLso), aunque esta tendencia ha variado en los
altimos afios, con la llegada de los métodos toxicolégicos alternativos.

Los principales ensayos para evaluar la toxicidad aguda por via oral son: 1) el
ensayo de dosis fija; 2) el método de clases de toxicidad y el 3) procedimiento arriba
y abajo (25).

1) Dosis fija: Este método fue admitido por la Unién Europea en 1990 y por la

OCDE en 1992. Este estudio no calcula la DLso si no que permite clasificar las

sustancias estudiadas como toxica o no toxica. Se administra una dosis
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2)

3)

establecida (5, 50, 500 o 2000 mg/kg) hasta que se observen efectos tdxicos
pero sin producir necesariamente la muerte de los animales (25).

Clases de toxicidad: En 1996 la OCDE adopt6 este estudio que, aunque en
algunos casos no puede calcular la DLso, de forma exacta si permite la
clasificacion de la sustancia en cuanto a su letalidad. Se utilizan por lo general
3 animales del mismo sexo por dosis (25, 200 y 2000 mg/kg). Este método
reduce considerablemente el nUmero de animales utilizados. Intenta que se
produzca la mortalidad de por lo menos un animal en la primera dosis, de no
ser asi se prosigue con la siguiente, teniendo como méxima la dosis de 2000
mg/kg (25).

Arriba y abajo: Este procedimiento solo utiliza un animal por etapa, lo mas
comun es gue se utilice una rata hembra aplicando el factor 3.2 hacia arriba o
hacia abajo de la dosis previa segun se produzca o no la muerte del animal.
Se inicia con una dosis menor a la letal media. A las 48 horas se administra al
segundo animal modificando la dosis segun produzca la muerte o no del
primer animal y esto asi hasta que se presente una de esta tres posibilidades:
que 3 animales de forma consecutiva sobrevivan a la administracion a dosis
altas, ocurran 5 cambios de sentido en 6 animales o por lo menos 4 hayan
seguido el primer cambio de sentido y el cociente sobrepase un determinado
valor (25).

2.2.3.3 Evaluacion de la toxicidad subaguda

En los estudios de toxicidad subaguda se utilizan dosis mas bajas que las empleadas
en los estudios agudos, pero la administracién por periodos repetidos (semanas,
limite 90 dias).

En estas pruebas, la administracion del farmaco se lleva a cabo diariamente durante
periodos que oscilan entre 15 dias y 4 semanas. Los principales organismos de salud
requieren, antes de autorizar la administracion de una dosis Unica de la sustancia al
ser humano, que se hayan realizado estudios de toxicidad subaguda en dos especies

animales, una de las cuales debera ser no roedora. En ambas especies, se suelen
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utilizar entre 4 y 5 dosis de sustancia (vehiculo, dosis baja, media, dosis alta o
vehiculo, dosis baja, dosis media baja, dosis media alta y dosis alta) (26).

A partir de estos estudios se pueden calcular parametros como el nivel sin efecto
adverso observable (NOAEL) definida como la maxima concentracion o nivel de una
sustancia, hallada experimentalmente o por observacién, que no causa alteraciones
adversas detectables en la morfologia, capacidad funcional, crecimiento, desarrollo o
duracién de la vida de los organismos diana, distinguibles de los observados en
organismos normales (control) de la misma especie y cepa, bajo condiciones
definidas de exposicion (25). Es posible también determinar otros parametros como
la LOAEL, considerada como el nivel de minimo efecto téxico observable y entendida
como la menor concentracion o cantidad de una sustancia, hallada
experimentalmente o por observacion, que provoca una alteracion adversa de la
morfologia, la capacidad funcional, el crecimiento, el desarrollo, o duracion de la vida
atil de los organismos diana, distinguibles de los observados en organismos
normales (control) de la misma especie y cepa, bajo condiciones definidas e

idénticas a las de exposicion (25).

2.2.3.4 Evaluacion de la toxicidad subcrénica

Los estudios toxicolégicos subcrénicos de las sustancias permiten evaluar el
potencial toxicolégico y obtener informacion sobre la toxicidad acumulativa de una
sustancia en los 6rganos diana, asi como la tolerancia fisiolégica y metabdlica de un
compuesto a una exposicion de mayor duracién que la utilizada en un estudio
subagudo a bajas dosis. Para estos estudios existen regulaciones establecidas para

el disefio, la conduccidn del ensayo y la interpretacién de los resultados (27).

Los obijetivos del estudio tipico subcrénico se dividen en tres categorias. El primero
es definir ampliamente la toxicidad (y, si se sabe, la farmacologia) de dosis repetidas
de un agente terapéutico potencial en un modelo animal. Esta definicion es tanto
cualitativa (cuales son los organos diana y la naturaleza de los efectos vistos) como
cuantitativa (a qué niveles de dosis, 0, mas importante, a qué niveles plasmaticos y
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tisulares, los efectos se ven y no se ven definitivamente). Ademas, busca caracterizar
la toxicidad acumulada del farmaco en estudio. Dicha toxicidad acumulativa rara vez

se predice por una dosis Unica de toxicidad aguda (28).

El segundo objetivo (y el que en la industria farmacéutica generalmente obliga tanto
el tiempo como el compromiso de disefio y ejecucion) es brindar apoyo para el inicio
y/o la continuacion de la realizacion de ensayos clinicos en humanos. Como tal, los
estudios subcrénicos deben proporcionar no solo un aclaramiento adecuado (margen
terapéutico) de los niveles de dosis iniciales y la duracién de la dosis, sino también
una guia para tomar medidas especiales o tomar precauciones en los ensayos
clinicos iniciales. Establecer niveles de dosis inapropiados (demasiado bajos o

demasiado altos) puede llevar a la falla de un estudio (28).

El tercer objetivo permite proyectarse en los estudios toxicolégicos posteriores. El
estudio subcrénico debe proporcionar informacion suficiente para permitir un ajuste
prudente de las dosis para estudios posteriores mas largos (incluidos, en dltima
instancia, estudios de carcinogenicidad). Al mismo tiempo, este tipo de estudios
también debe proporcionar una guia para las otras caracteristicas de disefio (a
excepcion de la dosis) de los estudios a mas largo plazo (como qué parametros
medir y cuando medirlos, cuantos animales usar y cuanto tiempo usar) para realizar
el estudio (28).

2.2.3.5 Evaluacioén de la toxicidad cronica

La toxicidad crénica es la propiedad de una sustancia de causar dafios a largo plazo.
Estos efectos tienen un periodo de latencia y se manifiestan después de un largo
tiempo. Los efectos toxicos cronicos pueden resultar de una exposicion simple
severa 0 repetidas exposiciones a lo largo de un periodo. Los efectos cronicos
pueden ser: neurolégicos (dafio al Sistema Nervioso), mutagénicos (dafio al material
genético que puede ser transmitido a futuras generaciones), cancerosos (que pueden

causar cancer), o pueden estar dirigidos hacia el sistema Reproductor (dafio al
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sistema reproductivo femenino/ masculino), pudiendo ademas ocasionar efectos

teratogénicos (dafio al embrion/ feto) (29).

Los estudios cronicos pueden durar seis, nueve meses 0 un afio y también persiguen
los mismos propositos de los estudios subcrénicos, pero se realizan principalmente
para cumplir con los requisitos de registro para medicamentos que estan destinados
a un uso continuo a largo plazo (de por vida) o un uso frecuente e intermitente (28).
Los requerimientos en cuanto al nUmero de animales varian segun la duracion del
estudio (Tabla 1).

Tabla 1: Numero de animales por sexo en los estudios subagudos, subcronicos y
cronicos (25).

Duracion del estudio Ratas por sexo Perros por sexo Primates por sexo
2-4 semanas (Subagudo) 5-10 3-4 3
3 meses 20 6 5

(Subcronico)

6/9/12 meses

(Crbnico) 30 8 S

Carcinogenicidad

(24 meses) 50 10 10

2.2.3.6 Métodos de evaluacion de la toxicidad dérmica

La toxicidad dérmica aguda es el efecto adverso causado por un producto quimico de
prueba después de una exposicion ininterrumpida por aplicacion cutanea durante un

corto periodo de tiempo, 24 h o0 menos (30).

En interés tanto de la ciencia como del bienestar animal, las pruebas de toxicidad
dérmica aguda in vivo no deben considerarse hasta que todos los datos disponibles
relevantes para la toxicidad dérmica potencial del producto quimico de prueba se
hayan evaluado en un analisis de la sustancia en estudio. Toda la informacion

disponible sobre el producto quimico de prueba debe considerarse antes de realizar
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el estudio. Dicha informacion incluira la identidad, el pH, poder tampén y la estructura
quimica del producto de prueba, sus propiedades fisicoquimicas , los resultados de
cualquier otro ensayo de toxicidad in vitro o in vivo en el producto quimico de prueba,
los datos que indiquen la relacién estructura/actividad disponibles y los datos
toxicologicos sobre sustancias relacionadas estructuralmente; el uso o usos
anticipados del producto quimico de prueba, el potencial de exposicion humana
relevante y el uso esperado de los datos generados. Esta informacion ayudara a
justificar la realizacién de este estudio y, de ser asi, a la seleccion de una dosis inicial
adecuada. Un principio del método es que solo se usan las dosis que se espera que
sean moderadamente téxicas, y que se debe evitar la administracion de dosis que se

espera que sean letales (30) para evitar el sufrimiento de los animales.

En los estudios de toxicidad dérmica se emplean diferentes modelos animales siendo
los mas conocidos la rata, el ratén y el cerdo (31). Aunque estos modelos son de
gran utilidad para predecir el comportamiento de un determinado compuesto en la
piel, existen diferencias importantes con respecto a la piel humana en cuanto al
grosor de los estratos cutaneos, el dimetro y densidad de los foliculos pilosos y por
consiguiente en la permeabilidad de los compuestos (Tabla 2), por lo que debe

tomarse especial cuidado con la extrapolacion de los resultados a la piel humana.

Tabla 2: Diferencias de la piel humana con respecto a la piel de modelos animales
utilizados en los estudios toxicoldgicos.

Grosor Grosor Grosor
. del : Numero de  Diametro de
Tipo de de la de la piel . .
. estratum . . foliculos los foliculos
piel epidermis completa . ) .
corneoum pilosos/cm pilosos (um)
(pm) (mm)
(um)
11
Humana 16.8 46.9 2.97 (Abdomen) 97 (Abdomen)
Cerdo 26.4 65.8 3.43 11 (Region 177 (Region
dorsal) dorsal)
Rata 18.4 32.1 209  289(Region 25 (Region
dorsal) dorsal)
Raton 58 12.6 0.84 658 (Region 26 (Region
dorsal) dorsal)

Modificado de (31).
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La guia 402 de la OCDE proporciona una metodologia eficaz para estudiar la
toxicidad dérmica de un determinado compuesto o de mezclas de compuestos. En
este procedimiento, las cohortes de animales del mismo sexo estan expuestas a la
sustancia de prueba en un procedimiento secuencial de escalado de dosis. La dosis
se elige de modo que se esperen signos claros de toxicidad con esta concentracion,
pero sin efectos tdxicos graves ni mortalidad. Otros grupos de animales reciben dosis
mas altas o menos fuerte segun la ausencia o presencia de efectos toxicos o
mortalidad. De esta manera, se continla hasta que se identifique la dosis que causa
un efecto toxico o la muerte de un solo animal. El procedimiento también se
interrumpe cuando la dosis mas alta no produce ningun efecto observado o cuando
la dosis mas baja provoca la muerte de un animal. En esta prueba, el modelo de
eleccion es la rata adulta. Con respecto al sexo mas apropiado, se considera que hay
poca diferencia en cuanto al sexo siendo las hembras mas sensibles. Por eso se

recomienda trabajar en hembras (30).

2.3 Importancia del uso de las plantas para el desarrollo de
medicamentos

Los medicamentos han formado parte de la vida del ser humano desde los tiempos
remotos. Ellos hacen que nuestras vidas sean mejores por el efecto curativo que
presentan ayudando a la recuperacion del organismo debido a los desequilibrios
producidos por las enfermedades, reduciendo los dolores, ayudando a combatir
infecciones, quitando la fiebre y permitiendo la mejoria de alteraciones de salud
como la presion alta o la diabetes. Ademas, pueden prevenir la aparicion de
enfermedades, impidiendo que estas lleguen a afectarnos. Su impacto en la sociedad
moderna ha sido tan grande que a ellos puede atribuirseles, junto con otros factores,

el que hoy tengamos una esperanza de vida que supere los 70 afios (32).

Asi, nos remontamos a la época antigua, los medicamentos se usaban
fundamentalmente como preparados a partir de plantas u hongos medicinales. La
historia de la medicina y la farmacia comienzan con las grandes civilizaciones de la

antigiiedad provenientes de Egipto, Mesopotamia, Iran y por supuesto las de la
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América precolombina (Incas, Mayas y Aztecas). Sin embargo, no fue hasta 1805
que se logro aislar el primer alcaloide natural, la morfina, a partir de la planta Papaver
somniferum y a partir de entonces se extendio por todo el mundo occidental el uso de
compuestos puros los que se preferian en lugar de preparaciones a partir de plantas
y hongos. Este sencillo hecho revolucioné el mundo de la quimica y dadas las
propiedades analgésicas del compuesto, sentd las bases para el nacimiento de la

industria farmacéutica moderna (32).

Mas adelante los avances tecnoldgicos permitieron la obtencion de medicamentos a
partir de la sintesis quimica como los derivados del alquitran con efectos antipiréticos
(Aminopirina y Fenacetina) y el Acido Acetil Salicilico, sintetizado en 1897 gracias a
los experimentos de Félix Hoffman de Bayer quien, a partir de la salicilina presente
en la corteza del sauce, logr6 una modificacion estructural, convirtiéndose en el
analgésico méas popular del mundo conocido como la aspirina. En todo el mundo se
estudid el uso de productos naturales, entendiéndose como tal a compuestos
(metabolitos) producidos por plantas, hongos, microrganismos y organismos marinos
con el objetivo de descubrir nuevos antibioticos. Asi salieron a la luz otras antibiéticos
de origen natural actualmente utlizados tales como la estreptomicina, el

cloranfenicol, la cefalosporina C, la eritromicina y la vancomicina (32).

A pesar de la importancia que tuvieron los productos naturales en el descubrimiento
de nuevos medicamentos hasta los afios 80 del pasado siglo, a inicio de los afios 90
las grandes industrias farmacéuticas comenzaron a desligarse de este tipo de
investigaciones. Ademas, a inicios de los 90 la quimica combinatoria se desarrolla a
gran velocidad. De hecho, a diferencia de los métodos de sintesis de la quimica
tradicional, la quimica combinatoria permite producir de manera deliberada y
simultdnea una gran cantidad de moléculas (llamadas colectivamente bibliotecas) en
forma muy eficiente, siendo capaz de suplir las necesidades cada vez mas crecientes
de la industria a un menor precio. Esto provocé que las grandes compariias
farmacéuticas invirtieran en el desarrollo de estos métodos en lugar de costear la
larga investigacion que conlleva al aislamiento e identificacion de compuestos a partir

de matrices naturales (32).
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Sin embargo, en los ultimos afios se ha retomado la importancia de estos productos
en el desarrollo de medicamentos dada la disminucion importante del nimero de
medicamentos registrados derivados de la quimica combinatoria. Algunas de las
ventajas que se han sefalado a los productos naturales para el desarrollo de
medicamentos se relacionan con el gran tamafio de sus estructuras quimicas,
encerrando en si varios centros estereogénicos. Ademas, las mismas poseen una
gran flexibilidad molecular, comparadas con las creadas por sintesis combinatoria, lo
que les permite adoptar diferentes conformaciones espaciales, de forma de
garantizar una unién Optima a biomoléculas implicadas en la patogénesis de

enfermedades, también conocidas como dianas farmacoldgicas.

Si consideramos que el numero de plantas superiores es aproximadamente de
500,000 especies y que solo el 15% de ellas han sido analizadas desde el punto de
vista farmacolégico y fitoquimico resulta I6égico pensar que hay todo un universo de
ellas disponibles para el descubrimiento de nuevos medicamentos en el futuro. Esto
resulta mas significativo en el caso de los organismos marinos y microorganismos, ya
gue se cree que menos del 1% de los microorganismos visibles al microscopio ha
sido cultivado, y el mundo marino es casi completamente inexplorado, por lo que nos

encontramos frente a un tesoro inestimable de nuevas moléculas por descubrir (32).

2.4 Estudios fitoguimicos y farmacoldgicos realizados con Cestrum
roseum

México es un pais con una gran diversidad de plantas medicinales, siendo la familia
Solanaceae una parte importante de la biodiversidad, ya que algunas especies
poseen gran interés economico. Esta familia encuentra es especialmente rica en
especies y endemismos en los géneros Solanum, Physalis, Lycianthes y Cestrum,
asi como en géneros restringidos como Nectouxia, Datura, Tzeltalia o Plowmania
(33). Una especie que se encuentra distribuida en el estado de Michoacan es
Cestrum roseum (Figura 5) aunque ha recibido poca atencion en cuanto a su analisis

fitoquimico y exploracion de caracteristicas farmacologicas y toxicologicas.
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Figura 5: Cestrum roseum.

Se trata de un arbusto hasta de 2 (5) m de alto que se caracteriza por poseer ramas
jovenes de color gris-verdoso, o bien, morado pardo con peciolo de 0.6 a 2.2 cm de
longitud, verde o morado; limbo ovado lanceolado u oblongo-lanceolado, de 7 a 13
cm de longitud y de 3 a 5.3 cm de ancho, apice acuminado y base subredondeada,

C. roseum es conocida comunmente como “Hediondilla” (34).

Un estudio realizado previamente con la especie ha mostrado la presencia de
saponinas, coumarinas y antraguinonas en el extracto metandlico de la planta
completa (35). Dicho extracto también resultdé ser rico en fenoles totales (419
mg/EAG), flavonoides totales (510 mg/EQ) y acido caféico (1.6 mg/g dw). Sin
embargo, el resultado mas importante de este estudio fue la presencia en dicho
extracto de &cido clorogénico (614.9 mg/g dw). El acido clorogénico posee
importantes propiedades farmacolégicas a nivel dermatolégico pudiendo inhibir el
desarrollo de tumores cutaneos (36), proteger a la piel contra el dafio causado por

las radiaciones ultravioletas (37) y actuar como antinflamatorio topico (38).

En un estudio ulterior, se realiz6 un andlisis fitoquimico completo de extractos de la
planta por tejidos y se observo la presencia en los extractos hexanicos de cadenas
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hidrocarbonadas correspondientes al acido pentanoico, acido hexanoico, &cido
octanoico, acido dodecanoico, &cido tetradecanoico, acido hexadecanoico, acido
octadecanoico, acido-9-octadecenoico, acido 9,12- octadecadienoico, pentacosano y
al octacosano (Tabla 3). También se identific6 como compuestos mayoritarios a los
triterpenos B-sitosterol, estigmasterol, lupeol, &cido oleandlico y &cido ursdlico (Figura
6) (39), los cuales muestran una tendencia aparecer en los extractos de baja
polaridad, asi como en menor cantidad en los extractos de mayor polaridad. Cabe
mencionar que estos compuestos tienen actividad biologica como antiinflamatorios,

antibacterianos, antifingicos y antimicrobianos (31).

En los extractos metandlicos de tallo y raiz se identificaron los compuestos 4’-hidroxi-
fenetil-trans-ferulato y 4’-hidroxi-3’-metoxi-fenetil-trans-ferulato, considerados ésteres
fenilpropanoides. Cabe resaltar que fueron aislados por primera vez en el género
Cestrum (41).

B-sitosterol Estigmasterol

Acido oleandlico Acido ursélico

Figura 6: Compuestos mayoritarios aislados durante el estudio fitoquimico de
Cestrum roseum (41).
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Tabla 3: Compuestos en mayor abundancia de los extractos crudos de cada una de
las partes de Cestrum roseum (41).

Nombre Nombre Flores  Fruto Tallo Hojas Raiz
comun
Acido pentanoico Acido 4 4
CsH1002 valérico
Acido hexanoico Acido v
CeH160:2 caproico
Acido octanoico Acido v
CgH160:2 caprilico
Acido Acido v
dodecanoico laurico
Ci12H240: )
Acido Acido 4 v v
tetradecanoico  miristico
C14H280>
Acido Acido 4 v v 4 v
hexadecanoico  palmitico
C16H3202 ]
Acido Acido 4 v 4
octadecanoico  estearico
C18H360>
Acido-9- Acido v v v
octadecenoico  oleico
C18H340>
Acido 9,12- Acido v 4 4
octadecadienoico linoleico
C18H320;
Pentacosano v
CosHs2
Octacosano 4 v v
CogHsg
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3. JUSTIFICACION

Cestrum roseum es una especie distribuida en el estado de Michoacan que ha sido
pobremente estudiada con respecto a su bioactividad. A pesar de esto, estudios
anteriores demuestran la presencia en sus tejidos de moléculas bioactivas tales
como el acido clorogénico, acido ursélico y lupeol lo que la convierte en una especie
interesante a ser explorada por via tOpica para el tratamiento de mudltiples

enfermedades dermatoldgicas.

Considerando que, durante el desarrollo farmacéutico, la evaluacion toxicolégica por
la via pretendida de administracién del candidato terapéutico resulta esencial para
determinar las concentraciones seguras con las que podra ser evaluado en estudios
farmacodinamicos y farmacocinéticos, en el presente estudio se llevdo a cabo un
estudio de toxicidad dérmica aguda en ratas Wistar siguiendo los lineamientos de la
OCDE. Los resultados de este estudio resultan cruciales para definir el potencial
toxico del extracto por via cutanea, realizar estudios ulteriores de toxicidad y

determinar las dosis de partida para estudios farmacoldgicos futuros.
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4. HIPOTESIS

El extracto etandlico de raices de Cestrum roseum presenta una baja toxicidad
dérmica aguda en ratas Wistar, lo que le permitira proseguir con etapas sucesivas de

su desarrollo farmacéutico como candidato terapéutico dermatolégico.
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5.1

5.2

OBJETIVOS

Objetivo general

v

Determinar la toxicidad dérmica aguda de un extracto etandlico de raices de

Cestrum roseum en ratas Wistar segun los lineamientos de la OCDE.

Objetivos especificos

v

Determinar la presencia de signos y sintomas de toxicidad sistémica y
dérmica en ratas Wistar expuestas a concentraciones de 200, 1000 y 2000

mg/kg de un extracto etandlico de raices de Cestrum roseum.

Determinar el impacto de la administracion topica del extracto de la raiz de
Cestrum roseum sobre el peso corporal de los animales tratados.

Determinar la alteracién consecuente a la administracion topica del extracto

respecto al analisis macroscopico e histopatoldgico de 6rganos diana.

Determinar la influencia de la exposicion topica del extracto en parametros

hematolégicos y bioquimicos.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Colecta e identificacidn botanica de Cestrum roseum

Cestrum roseum fue colectada en Miguel Hidalgo, Las Cruces, Michoacan el 11 de
junio de 2017. La especie se distingue facilmente por sus pelos ramificados en forma
de estrella. Tiene las flores tubulares y su olor caracteristico de Cestrum (41).

6.2 Obtencion del extracto etandlico

El material vegetal colectado se sometié a secado a temperatura ambiente por 15
dias a la sombra. La raiz de Cestrum roseum se molié mediante métodos mecénicos
y fue macerado con etanol al 96% por 5 dias. Completado el tiempo de extraccion, el
extracto se filtré6 y secd a presién reducida con un rotoevaporador a 40 °C para
eliminar el etanol. Posteriormente este extracto seco se pesd y se almacend en
viales de vidrio ambar refrigerados y protegidos de la luz (42). Para la realizacién de
la prueba de toxicidad, los extractos fueron redisueltos en agua a las

concentraciones adecuadas tal y como establece la guia 402 de la OCDE.

6.3 Evaluacién de la toxicidad dérmica aguda en ratas Wistar

La evaluacion de la toxicidad dérmica aguda del extracto etandlico de raices de
Cestrum roseum se realizd siguiendo la guia 402 de la OCDE (30). Para ello se
utilizaron grupos de animales, de un solo sexo (hembras), quienes se expusieron por
via topica al extracto en un procedimiento por etapas utilizando dosis fijas
apropiadas. La eleccion de las hembras se realiza siguiendo la guia 402, dado que
en general las hembras presentan una mayor sensibilidad a los efectos toxicos
agudos que los machos (30). El nivel de dosis inicial se seleccioné a 2000 mg/kg,
siguiendo las indicaciones de la guia 402 que establece esta concentracion como
una dosis donde se espera que se produzcan signos claros de toxicidad sin causar
efectos toxicos graves ni mortalidad. Otros grupos de animales se probaron a dosis

inferiores de 1000 y 200 mg/kg. Este procedimiento intenta identificar la dosis que
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causa toxicidad y la concentracion. La prueba establece ademas que los animales
gue mueran durante el ensayo se sometan a una autopsia y, al final de la prueba, los
animales supervivientes se sacrifiquen, realizando luego un analisis macroscopico e
histopatolégico a los dérganos para detectar los 6rganos diana de toxicidad. La
clasificacion del producto quimico de prueba se define luego en funcion del resultado

observado.

6.3.1 Especie animal

Se utilizd6 como modelo biolégico ratas Wistar de 8 a 10 semanas de edad, se
mantuvieron en el bioterio de la Facultad de Quimico Farmacobiologia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo bajo las siguientes condiciones:
22°C + 3°C, Humedad 30-70%, luz artificial con periodos de 12 h de luz y 12 h de

oscuridad, alimento y agua ad libitum.

6.3.2 Seleccidn de las dosis, via de administraciéon y procedimiento
experimental

Aproximadamente 24 horas antes del inicio del ensayo el pelo fue cortado y afeitado
en una proporcion de no menos del 10% de la superficie corporal del area dorsal de
cada animal, tal y como especifica la guia 402 de la OCDE. Se asignaron cuatro
ratas al grupo control y el mismo nimero a los tres restantes grupos de estudio
denominados G1, G2 y G3. El grupo control (Ctrl) recibi6 el vehiculo (agua destilada)
en aplicacion topica en la region dorsal, al grupo G1 se le administré6 una dosis de
200 mg/kg de la solucion acuosa del extracto de Cestrum roseum, posteriormente se
administré al grupo G2 con una dosis de 1000 mg/kg mientras que el grupo G3
recibi0 una dosis de 2000 mg/kg. La sustancia se aplic6 por via dérmica
manteniendo en contacto la piel con una gasa porosa que contenia el extracto y una

cinta no irritante durante al menos 24 horas.
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6.3.3 Periodo de observacion

Los animales se mantuvieron en observacion constante la primera media hora, cada
media hora las primeras 4 horas, cada hora durante las siguientes 24 horas y 1 vez
al dia durante los proximos 13 dias para determinar muerte o0 presenciar signos y

sintomas de toxicidad.

6.3.4 Determinacion de signos y sintomas de toxicidad

Durante el periodo de exposicién se determiné si los animales presentaban signos de
toxicidad tales como cambios en piel (irritacion) asi como en el aspecto fisico
(posiciones extrafias, piloereccion, posicibn de la cola, lagrimeo, excretas),
comportamiento  (consumo de agua y alimentos, actividad/inactividad,
comportamiento exploratorio, agresividad, sedacioén). Del mismo modo se prestd una
atencion especial a la deteccion de temblores musculares, convulsiones, paralisis,
alteracion de los reflejos, tamafio de pupila y opacidad corneal ya que los mismos
son indicativo de dafo a nivel del Sistema Nervioso Central como consecuencia de

una accion sistémica del producto de prueba.

6.3.5 Analisis macroscopico

Al culminar los ensayos las ratas fueron sacrificadas, por dislocacion cervical. Se
realizo la necropsia, procediéndose a la observacién macroscopica de las superficies
externas del cuerpo, todos los orificios y cavidades (craneal, toracica y abdominal) y
sus contenidos. Ademas, se extrajeron y se pesaron los siguientes érganos: corazén,
higado, bazo, timo, rifiones, glandulas adrenales, encéfalo y piel por considerarse las

dianas mas frecuentes de efectos toxicos.

6.3.6 Analisis histopatoldgico

Para el analisis histopatologico los organos (corazén, higado, bazo, timo, rifiones,
glandulas adrenales, encéfalo y piel) se fijaron con formaldehido al 4%, se
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prepararon con parafina, se tifieron con hematoxilina-eosina y se observaron bajo un
microscopio Optico. El andlisis histopatologico fue realizado por dos patdlogos
independientes entrenados del Laboratorio de Citologia y Patologia, CYPAT, S.A.,
ubicado en Morelia, Michoacan, México. El andlisis de las diapositivas de patologia
fue ciego a los patélogos para confirmar la concurrencia en la interpretacién de los

resultados.

6.3.7 Determinaciones hematoldgicas y biogquimicas

Las muestras de sangre se tomaron mediante una puncion cardiaca y se utilizaron
para las determinaciones hematoldgicas siguientes: leucocitos totales, linfocitos,
bandas, segmentos, monocitos, eosinoéfilos, basdfilos, eritrocitos, hemoglobina,
hematocrito, volumen corpuscular medio, volumen corpuscular medio de la
hemoglobina, concentracibn hemoglobina corpuscular media, amplitud de
distribucion de globulos rojos, conteo de plaquetas, volumen corpuscular medio de
las plaquetas y ancho de distribucion de las plaquetas. Ademas, se realizaron las
determinaciones bioquimicas siguientes: glucosa, creatinina, urea, fosfatasa alcalina,
proteinas totales, bilirrubina total, alanina amino-transferasa (ALT), aspartato amino-
transferasa (ALP) y gamma glutaril-transferasa (GGT). Estas pruebas se llevaron a
cabo en el laboratorio Edulab, ubicado en Morelia, Michoacan, México. Antes de
realizar los experimentos, se estandarizaron las técnicas para el uso del plasmay el
suero de la rata. Las pruebas hematolégicas se determinaron por impedancia
eléctrica utilizando el equipo CELL-DYN Emerald, Abbott, mientras que el analisis
bioquimico se determiné mediante una técnica colorimétrica con el analizador Cobas

c111 de Hoffman-La Roche Ltd. No se realizaron pruebas de coagulacion.
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7/ RESULTADOS

7.1 Colecta e identificacion botanica

La raiz de Cestrum roseum tiene un gran interés por sus metabolitos secundarios
(poco polares y polares) con gran importancia para la investigacion farmacoldgica. La
identificacion boténica realizada permitié constatar que efectivamente se trataba de
le especie en cuestion. La planta fue identificada por el Dr. J. Rzedowski,
conservandose un ejemplar en el Instituto de Ecologia de Patzcuaro (voucher
#00243992).

7.2 Obtencion del extracto de Cestrum. roseum

El procedimiento de extraccion realizado permiti6 obtener un rendimiento de
extraccion de 1.17% lo que permiti6 que se tuviera una cantidad de extracto
suficiente para realizar el estudio de toxicidad dérmica.

7.3 Estudio de toxicidad dérmica

7.3.1 Peso corporal y signos de toxicidad

La figura 7 muestra la apariencia de la piel de los animales en los cuatro grupos
experimentales 24 h después de la administracion del extracto. No se presentaron
signos ni sintomas de toxicidad relativos al comportamiento durante el periodo de
tratamiento de los grupos experimentales con respecto al del control. En cuanto a la
observacién de la piel, puede constatarse la presencia de dermatitis dependiente de
la dosis caracterizada por el eritema y vesiculacion que desaparecié posteriormente

72 horas después de la administracion topica.
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Figura 7: Apariencia de la piel en los animales tratados con el extracto etandlico de
C. roseum 24 h después de la administracion. Control (A), 200 mg/kg (B), 1000
mg/kg (C), 2000 mg/kg (D).

En cuanto al peso corporal, la figura 8 muestra la evolucién del peso en los animales
tratados y el grupo control. En todos los grupos experimentales se observo un
incremento del peso corporal al séptimo dia después de la administracion, mientras
gue el dia 14 se evidencio un ligero descenso no significativo en cuando al peso

corporal que también fue constatado para el grupo control.
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Figura 8: Evolucion del peso corporal de los grupos experimentales y el control antes
y después de la administracion tépica del extracto etandlico de la raiz de Cestrum
roseum. Los valores son expresados como media +DE. *Diferencias significativas
estadisticamente comparadas con ANOVA y Prueba de Tukey (p<0.05).

7.3.2 Analisis macroscopico

En términos del analisis macroscopico de los 6érganos no se observaron alteraciones
en cuanto a su posicion, aspecto y/o morfologia de los grupos experimentales en
relacion al control. En la tabla 4 se observan los pesos relativos de los érganos de las
ratas tanto del grupo control con relacion al de cada grupo. Como puede observarse,
no se registraron diferencias significativas en lo relativo al peso de los 6rganos que
pudiera indicar que el extracto de Cestrum roseum causa un efecto toxico

significativo sobre estos 6rganos.
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Tabla 4: Pesos de los tejidos de ratas Wistar grupo control, G1, G2 y G3.

ORGANOS C%FSL#E& (2(%%53/81@) (1o[o)c?rrsl5kg) (208cc))rr815kg)
(9) 9) (9) 9)

Bazo 0.63:0.09  0.80+0.09 0.66+0.05 0.72+0.03
Corazén  0.82+0.19  1.05+0.18 0.79+0.02 0.87+0.08
Encéfalo 1794012  1.64+0.32 1.76+0.08 1.70+0.23
Suprllzqg 0044001  0.16+0.14 0.03+0.01 0.04+0.007
SupriDr  0.04+0.008  0.07+0.04 0.04:0.003  0.05+0.009
Higado  9.01+2.06  9.88+0.79 8.61+1.40 11.18+2.78
RifiGn Izq  0.86+0.07  0.98+0.11 0.90+0.05 1.00+0.100
RifiGn Dr 0924013  1.0240.15 0.93+0.06 1.04+0.11
Timo 0.20+0.15  0.43+0.09 0.39+0.100 0.34+0.02

Los valores son expresados como media +DE. *Diferencias significativas estadisticamente
comparadas con ANOVA y Prueba de Tukey (p<0.05).

7.3.3 Analisis histopatolégico

El analisis histopatologico del encéfalo, higado y corazén no evidencio diferencias
significativas entre los grupos experimentales y el control. La figura 9 ilustra los
cortes de piel luego de la tincion Hematoxilina-Eosina, donde se observa que no hay
presencia de dermatitis, ni ninguna alteracion en los grupos control y los grupos

experimentales G1, G2y G3.
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Figura 9: Histopatologia de la piel. Control (A), 200 mg/kg (B), 1000 mg/kg (C), 2000
mg/kg (D).

Sin embargo, alteraciones histopatolégicas importantes pudieron constatarse en los
cortes de rifidbn en forma dependientes de la dosis correspondiente a cada grupo
experimental (Figura 10), donde se obtuvieron alteraciones que demuestran que el

extracto de Cestrum roseum causa dafio renal. Las alteraciones son las siguientes:

v" Grupo Control. Sin alteraciones.

v" Grupo 200mg/kg: Congestién de los capilares glomerulares con formacion de
microtrombos.

v' Grupo 1000mg/kg: Engrosamiento de las membranas basales glomerulares y
congestion de los capilares glomerulares.

v' Grupo 2000mg/kg: Engrosamiento importante de las membranas basales
glomerulares y congestion de los capilares glomerulares, asi como aumento

del espacio de Bowman con disminucién del penacho glomerular.
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Figura 10: Histopatologia del rifién. Control (A), 200 mg/kg (B), 1000 mg/kg (C), 2000
mag/kg (D).

7.3.4 Analisis hematologico

En la tabla 5 se exponen los resultados correspondientes a la biometria hematica
completa del grupo control y grupos experimentales que recibieron dosis de 200,
1000 y 2000 mg/kg, en los cuales no se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas respecto al control.
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Tabla 5: Biometria hematica completa de los grupos de ratas de ensayo.

GRUPO DOSIS DOSIS DOSIS
HEMOGRAMA " -ONTROL  (200mg/kg)  (1000mg/kg)  (2000mg/kg)
Eritrocitos  6.74+0.21 6.67+0.28 6.58+0.10  6.64+0.37

Hemoglobina 15.1+0.14 15.07+0.63 14.7+0.36 15.22+0.51
Hematocrito 37.85%+0.35 37.02+2.10 37.33+0.94 38.45+1.78

VGM 56+1.41 55.47+1.82 56.73+0.57  57.87+1.43
HCM 22.35+0.63 22.6+0.75 22.36+0.73  22.87+0.47
CMHG 35.95+5.72 40.75+0.93 30.43+1.44  39.57+0.67
RDW 10.9+0.14 10.7+0.14 11.73+0.51  11.22+0.51
Leucocitos 2,550+212.13 4,675%x1532.69 3,333x577.35 2,625+892.09
Neutréfilos 11+5.65 17+7.87 16.66%+6.65 11+6.68
Linfocitos 83.5+3.53 73.75+7.18 81.66+4.93 87.5+7.85
Monocitos 5.5+2.12 8.75+7.13 1.33+2.30 0.75+0.95
Eosinofilos 0+0 0.5+0.57 0.33+0.57 0.75+0.95
Basoéfilos 0+0 0+0 0+0 0+0
V.A 286.5+167.58 776.75+451.97 580+334.51 166.8+115.94
Neutrofilos
V.A Linfocitos 2,126+86.97 3,441+1142.86 2.703+291.94 2,346+962.81
V.A 138+42.42 433+310.03 40+69.28 15.5+21.68
Monocitos
VA 00 23.75:31.30  10#17.32  17.25%20.02
Eosinofilos
V.A Basofilos 0+0 0+0 0+0 0+0
604,667+
898,500+ 791,750+ ’ 617,000+
Plaguetas 160513.23 49753349 46158567 544708 50
Volumen 6.8+0.56 6.77+0.15 7.15+0.070 6.42+0.28
plaquetario

Los valores son expresados como media +DE. *Diferencias significativas estadisticamente
comparadas con ANOVA y Prueba de Tukey (p<0.05).

7.3.5 Analisis biogquimico

La tabla 6, muestra la quimica sanguinea realizada al grupo control y grupos
experimentales, no teniendo diferencias estadisticamente significativas en estos

parametros a nivel experimental.
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Tabla 6: Quimica sanguinea de ratas control, G1, G2 y G3.

QUIMICA GRUPO DOSIS DOSIS DOSIS
SANGUINEA ~ CONTROL (200mg/kg) ~ (1000mg/kg)  (2000mg/kg)

Glucosa 114.63+£18.79 147.7+64.79 98.68+16.43 114.97+27.61

Urea 39.23+5.49 40.24+4.32 46.39+11.90 42.03+12.75
Creatinina 0.32+0.05 0.35+0.05 0.30+0 0.32+0.05
Colesterol 55.83+10.66 64.16+10.45 66.31+13.24 66.97+7.53
Proteinas

totales 6.65+1.12 7.1+0.71 5.96%+0.35 5.97+0.25
AlbUmina 4.84+0.10 4.96+0.35 4.82+0.27 4.92+0.23

Los valores son expresados como media *DE. *Diferencias significativas estadisticamente
comparadas con ANOVA y Prueba de Tukey (p<0.05).

La tabla 7 muestra los valores obtenidos respecto al perfil hepatico de los grupos
experimentales respecto al control. De acuerdo con los resultados obtenidos es
posible constatar que no existen diferencias significativas en cuanto a estos valores

en los grupos experimentales respecto al control.

Tabla 7: Pruebas de perfil hepatico grupo control, G1, G2 y G3.

GRUPO DOSIS DOSIS DOSIS

Perfil Hepatico CONTROL (200mg/kg) ~ (1000mg/kg)  (2000mg/kg)

Aspartato

: 295.77+265.02 341.10+458.13 644.86+225.56 234.42+71.07
aminotransferasa

Alanino

. 67.5+39.02 80.525+70.72 117.43+29.19 62.45+14.66
aminotransferasa

Gamma glutamil

) 5.02+7.20 4.225+2.41 1.53+1.01 0.67+0.40
transpeptidasa

Los valores son expresados como media +DE. *Diferencias significativas estadisticamente
comparadas con ANOVA y Prueba de Tukey (p<0.05).
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8 DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el extracto etandlico de la raiz
de Cestrum roseum presenta una muy baja toxicidad a nivel cutaneo en ratas Wistar
pero dada la toxicidad presentada a nivel renal, otros estudios subagudos,
subcroénicos y crénicos deben realizarse antes de establecer su empleo por via topica

utilizando dosis seguras.

Algunas especies del género Cestrum se han documentado por sus efectos
farmacoldgicos positivos a nivel cutdneo. Es el caso de Cestrum nocturnum quien ha
demostrado su efecto como cicatrizante en un modelo animal de incisién de heridas
(43). Ungluentos al 2 y 5% de extractos etandlicos de las hojas de C. nocturnum
promovieron significativamente la cicatrizacién de heridas comparativamente con el
control, con una alta tasa de cicatrizacion, una disminucién del periodo de
reepitelizacion, una alta resistencia a la fractura cutanea y un elevado contenido de
hidroxiprolina (43). Adicionalmente, esta especie del género Cestrum también ha
mostrado efectos como agente anti-envejecimiento, en varios modelos in vitro (44).
Otras especies como Cestrum parqui, conocidas por su efecto dermatoldgico sobre
alergias cutdneas, herpes e impétigo (45) han demostrado un caracter
antinflamatorio (46) pudiendo ser usadas para enfermedades de la piel donde la

inflamacion esté implicada.

Aunque la actividad farmacoldgica de C. roseum como posible candidato a investigar
para tratar enfermedades dermatologicas no ha sido explorada, el hecho de que la
planta presente concentraciones importantes de compuestos como lupeol, &cido
ursolico y acido clorogénico (5) sugiere que podria mostrar una actividad interesante
a este nivel. El lupeol se ha documentado como un agente inhibidor del cancer
cutaneo en varios estudios (47-49). Adicionalmente, este triterpeno es capaz de
promover la cicatrizacion (50) en ratas. El acido ursélico por su parte posee efectos
antiproliferativos siendo identificado como candidato terapéutico a ser explorado en
el cancer cutaneo (51,52). Ademas, este compuesto se ha sugerido como inductor de
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la sintesis de colageno y ceramidas en queratinocitos y fibroblastos, lo que
demuestra su efecto antienvejecimiento (53). En cuanto al acido clorogénico, es bien
conocida su actividad antioxidante (54), anticancerosa (36) y su efecto como
protector cutaneo contra el dafio inducido por la radiacion UV (37). Aunque estos
estudios farmacolégicos demuestran que especies del género Cestrum poseen
potencial para tratar patologias cutaneas, poco se conoce de su toxicologia, lo cual
es una limitacibn importante para su utilizacion segura en estudios ulteriores

realizados en otras especies 0 en seres humanos por via topica.

La literatura cientifica reporta la intoxicacion del ganado por ingestion de Cestrum
diurnum (55). Adicionalmente, cabras alimentadas por via oral con Cestrum
laevigatum presentaron intoxicacion con dafio hepético caracterizado por necrosis, y
hemorragia coagulativa centrolobular (55). Del mismo modo, ovejas alimentadas con
altas dosis de Cestrum laevigatum mostraron intoxicacion caracterizada por
hepatosis con lobulacion acentuada y necrosis coagulativa centrilobular, hemorragia
y congestién. Ademas, se constataron alteraciones encefalicas con altas dosis de
esta planta (56). Cestrum elegans ha sido reportada como una planta toxica por una
tribu de Indonesia debido a su contenido de alcaloides (57). Estos estudios sugieren
que metabolitos presentes en especies del género Cestrum pueden generar toxicidad
por via oral. Como la toxicidad de una sustancia puede variar en dependencia de la
ruta de administracién por la que sea utilizado, los resultados obtenidos de una via a

la otra no pueden ser extrapolables.

Aunque se realizé una busqueda bibliogréfica exhaustiva acerca de la toxicologia por
via dérmica de especies pertenecientes al género Cestrum, se pudo constatar que
hay ausencia de estudios experimentales con especies de este género por lo que la
investigacion realizada es novedosa y muestra que los metabolitos del extracto de la
planta a altas dosis son capaces de penetrar el estrato corneo, alcanzar la circulacion
sistémica e inducir un dafio renal, sin causar dafos histopatologicos cutaneos. La
penetracién del estrato corneo es el paso que limita la velocidad en la absorcion

percutanea. Si la barrera es dafiada como ocurre durante la dermatitis aguda que se
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presentd cuando el extracto se expuso a la piel, la absorcibn aumentara y por
consiguiente los metabolitos podran alcanzar la circulacion sistémica y causar dafo
en los érganos diana. La capacidad de una toxina para provocar una respuesta
cutanea o sistémica no solo depende de su absorcién, sino de su potencia toxica

relativa.

En general, la toxicologia dérmica debe considerar tanto el efecto directo de las
toxinas sobre la piel como los efectos sistémicos de la absorcion cutdnea (25). Para
ello, debe considerarse que, en ocasiones, la toxicidad sistémica y dérmica pueden
diferir. Por ejemplo, en el caso del agente antifingico itraconazol que se acumula en
la queratina con una afinidad especial por la piel. A la inversa, muchas toxinas
dérmicas absorbidas pueden tener poco efecto directo sobre la funcién cutéanea, pero
poseen profundos efectos sistémicos. Un ejemplo de ello es el plastificante fosfato de
triortocresilo, quien al absorberse por via dérmica se considera como una
neurotoxina con bajo efecto a nivel dermatoldgico (25). El extracto etandlico de
Cestrum roseum tiene un efecto similar, causando una baja toxicidad en piel, aunque

ocasionod efectos nocivos a nivel renal.

Aunque el extracto indujera dermatitis inicial a las 24 horas de administracion, no se
demostraron dafios en piel cuando se realizd el andlisis histopatoldégico 14 dias
después de la exposicion tépica al extracto. Esta baja toxicidad dérmica podria
justificarse por la presencia en el extracto de metabolitos como el acido ursélico y
oleandlico, los que han demostrado poseer efectos cicatrizantes con efectos
positivos sobre el restablecimiento de la funcion de barrera de la piel después de una

lesion y la diferenciacién de los queratinocitos epidérmicos (58).

Desafortunadamente, no se encontraron reportes en la literatura sobre la toxicidad
renal de los metabolitos principales identificados en el extracto de Cestrum roseum.
Sin embargo, al tratarse de un extracto etandlico polar es probable que el mismo sea
rico en compuestos polifenélicos, metabolitos omnipresentes en el reino de las

plantas que pueden ser facilmente extraidos con solventes polares. Se ha
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documentado que compuestos polifendlicos como la quercetina, un flavonoide
ampliamente distribuido en el reino vegetal, pueden inducir nefrotoxicidad (59) (60).
De hecho, se ha sugerido que los conjugados polifenol-glutation que pueden
formarse como resultado de las reacciones metabdlicas tienen alta reactividad
debido a sus propiedades electrofilicas y redox, pudiendo ser transportados a tejidos
capaces de acumularlos como el rifidn, donde puede inducirse toxicidad. Estudios
previos realizados en nuestro equipo de investigacion han demostrado que extractos
ricos en fenoles pertenecientes al género Quercus son capaces de inducir toxicidad
importante a nivel renal (61). Por todo lo anterior, resulta de vital importancia el
estudio toxicolégico de extractos bioactivos afin de establecer las dosis seguras que

permitan su utilizacion en estudios farmacodinamicos posteriores.
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9 CONCLUSIONES

La presente investigacion demuestra que la administracion por via topica de altas
dosis del extracto etandlico de la raiz de Cestrum roseum (200, 1000 y 2000 mg/kg)
gener6 dermatitis a nivel cutdneo que desaparecié 72 horas después de la
administracion, sin ocasionar otros signos y sintomas de toxicidad en ratas Wistar ni
alteraciones del peso corporal. Este extracto tampoco indujo cambios a nivel
macroscopico e histopatoldgico de los 6rganos diana, excepto en el rifion, donde se
observaron efectos nocivos dependientes de la dosis que demuestran que el extracto
es capaz de atravesar la piel, llegar a circulacién sistémica y generar dafio en la
arquitectura renal. Por todo lo anterior se considera que, dado que las dosis
utilizadas son muy elevadas como corresponde a un estudio de toxicidad aguda,
otros estudios toxicoldégicos a dosis repetida de mayor duracion (subagudos,
subcrénicos y crénicos) y menores niveles de dosificacion son requeridos para
establecer las concentraciones seguras a las que el extracto pudiera ser utilizado

como candidato terapéutico por via tépica.

63



10 RECOMENDACIONES

v" Continuar con estudios toxicolégicos subagudos y subcrénicos que permitan
establecer la toxicidad acumulativa del extracto etandlico de la raiz de Cestrum

roseum, luego de su administracion repetida.

v' Si el perfil de toxicidad fuera aceptable, realizar estudios farmacodinamicos
utilizando la via dérmica que demuestren si el extracto etandlico de la raiz de
Cestrum roseum podria ser utilizado como alternativa terapéutica para el

tratamiento de alteraciones dermatoldgicas de impacto en la poblacion.
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