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RESUMEN

En paises como Meéxico, poseedores de una alta biodiversidad, resulta
especialmente importante el estudio de las plantas, extractos o sustancias
puras que presentan significativa actividad terapéutica. Dentro de las multiples
estrategias que se pueden utilizar para la seleccion de especies vegetales
como fuentes de principios activos, el estudio de la letalidad que producen los
extractos sobre larvas de Artemia, ha demostrado ser util para seleccionar
aquellas que producen baja o nula citotoxicidad. Por otro lado, el consumo de
productos de origen botanico no presenta, en general, estudios toxicoldgicos
ni farmacoldgicos, pudiendo circunstancialmente ocasionar efectos
secundarios de alto riesgo sobre la poblacién. Este es el caso concreto de la
corteza de Quercus scytophylla, por lo que en el presente trabajo se realizd
una valoracién de la toxicidad aguda utilizando bioensayos con un
bioindicador representante del zooplancton (Artemia franciscana ) que nos
permite evaluar no solo la citotoxicidad sino también el impacto toxicolégico
agudo sobre el ecosistema acuatico. Los resultados obtenidos del estudio de
la LCso sobre nauplios de Artemia franciscana a 24h muestran en el extracto
acuoso de Quercus scytophylla una LCso de 1.71 g/L y en el extracto etandlico
una LCso de 2.39 g/L, observandose que el extracto acuoso fue mas toxico
que el extracto etandlico, auunque dentro de la clasificacién de la EPA, ambos
extractos se clasificaron como no nocivos mostrando efectos citotoxicos de
una baja toxicidad sobre este crustaceo (>1000 ug/mL). Al realizar el estudio
de la valoracion de la capacidad terapéutica del extracto de Quercus
scytophylla sobre la arteria aorta toracica de ratas Wistar machos, el cual se
obtuvo midiendo la capacidad de actuacion sobre la funcién del musculo liso
vascular con y sin endotelio, los resultados obtenidos muestran que ambos
extractos son vasoconstrictores en presencia de endotelio, pero se observa

un efecto vasodilatador en el extracto etandlico en ausencia de endotelio.

Palabras clave: Quercus scytophylla, bioensayo, endotelio, musculo liso

vascular.




ABSTRACT

In countries such as Mexico, with a high biodiversity, the study of plants,
extracts or pure substances that have significant therapeutic activity is
especially important. Within the multiple strategies that can be used for the
selection of plant species as sources of active ingredients; the study of the
lethality of extracts on Artemia larvae has proven useful for such purposes.
The consumption of botanical products that have not been evaluated
toxicologically or pharmacologically, can cause side effects on the population.
This is the case of the Quercus scytophylla bark, so in this work an assessment
of the acute toxicity was performed using a bioindicator representative of
zooplankton (Artemia franciscana) allowing to evaluate not only cytotoxicity
but also the acute toxicological impact on the aquatic ecosystem. The results
obtained from the LCso study on Artemia franciscana nauplii at 24h show that
the aqueous extract from Quercus scytophylla had a LCso of 1.71 g/ L whereas
the ethanolic extract showed a LCso of 2.39 g / L. According to these results,
the aqueous extract was considered to be more toxic than the ethanolic
extract, although within the EPA classification, both extracts were classified as
non-harmful. Regarding the study of the therapeutic capacity of Quercus
scytophylla extract on the thoracic aortic artery of male Wistar rats, which was
evaluated by measuring the ability to act on vascular smooth muscle function
with and without endothelium, both extracts were vasoconstrictors in the
presence of endothelium, but a vasodilator effect of the ethanolic extract was

observed in the absence of endothelium.

Keywords: Quercus scytophylla, bioassay, endothelium, vascular smooth

muscle.




INTRODUCCION

En el Estado de Michoacan atravesado en parte por la Sierra Madre
Occidental podemos encontrar una amplia diversidad de bosques de pino-
encino (Sanchez-Gonzalez, 2008). Como parte integrante de estos bosques
se encuentra la especie Quercus scytophylla, un encino perteneciente a la
familia Fagaceae (Arambula-Salazar et al., 2010) con un alto valor ecoldgico,
etnofarmacolégico, econémico y cultural (Bello-Gonzales, M., 2009.) por ello
el estudio de esta especie es de relevancia para lograr fortalecer el

conocimiento acerca de sus posibles efectos en la salud humana.

El estudio de los encinos es ademas de gran importancia ya que
constituyen el segundo recurso forestal mas importante de México, generando
ingresos economicos importantes para el pais. Los encinos no son solo
utilizados por la industria forestal, sino que son empleados por la medicina
tradicional mexicana para tratar diferentes padecimientos como problemas
gastrointestinales, trastornos circulatorios, respiratorios y dermatolégicos

(Dominguez-Vazquez and Castro-Ramirez, 2015).

Considerando que la medicina tradicional esta presente como una
alternativa importante en los servicios de atencion primaria de la salud en
México (Barrera-Catalan et al., 2015) resulta de vital importancia reforzar la
investigacion acerca de las propiedades toxicoldgicas y farmacolégicas de las
plantas medicinales con vistas a demostrar sus efectos sobre la salud y/o

anticipar soluciones ante intoxicaciones agudas.

En ese sentido, las pruebas in vitro representan una etapa importante
durante el desarrollo de nuevos medicamentos previo a las pruebas in vivo;
ya que estas pruebas son relativamente mas econdmicas, se pueden efectuar
en un periodo mas corto de tiempo y son altamente sensibles. En la ultima
década, se han incorporado algunos ensayos de gran utilidad y eficacia que
requieren pequefias cantidades de muestras y permiten la evaluacion rapida

de la toxicidad de extractos crudos y fracciones.




Un lugar sobresaliente dentro de estos bioensayos lo ocupa el de
Artemia franciscana., en donde se utilizan organismos vivos para detectar la
presencia y efectos de una o mas sustancias téxicas, asi como determinar el
limite de tolerancia a dichas sustancias. Estos ensayos permiten visualizar la
relacion riesgo-beneficio que implicara el uso de extractos vegetales como

alternativa medicinal.

Ademas del conocimiento de las propiedades toxicologicas de los
extractos naturales, resulta de vital importancia evaluar las acciones
farmacoldgicas con vistas a avalar su uso tradicional por parte de la poblacion.
En la medicina tradicional mexicana se reporta el uso de los encinos para
mejorar la circulacion (Dr6zdz and Pyrzynska, 2018) sanguinea, mientras que
la literatura cientifica demuestra que extractos de especies pertenecientes al
género Quercus presentan propiedades cardioprotectoras, hipotensoras,
antilipidémicas y antiaterogénicas (Dr6zdz and Pyrzynska, 2018). Elrenovado
interés por las especies del género Quercus como fuente de moléculas
bioactivas y la falta de evaluaciones farmacologicas y toxicoldgicas de
especies mexicanas, ha llevado al presente trabajo en el que se planted en
una primera etapa determinar la actividad citotdéxica in vitro del extracto
acuoso y etandlico de cortezas de Quercus scytophylla sobre Artemia
franciscana para luego verificar el efecto vasorrelajante en musculo liso

arterial en ratas Wistar adulto macho.




I. MARCO TEORICO

1.1. Generalidades del género Quercus

La familia Fagaceae comprende entre 8 a 10 géneros y mas de 900
especies donde el género Quercus presenta una gran diversidad con
alrededor de 400 especies que lo conforman (Ruiz-Aquino et al., 2016). Los
encinos son arboles lefiosos de gran importancia ecoldgica y econdmica, y de
amplia distribucion a nivel mundial. Se encuentran en las regiones
montafiosas del hemisferio norte: en Europa, en el Sureste de Asia y en el
Noreste de Africa. En el continente americano su distribucién abarca desde el
sur de Canada hasta Colombia. La mayor diversidad se encuentra en bosques
templados, sin embargo, pueden encontrarse en bosques tropicales,

chaparrales y matorrales (Sabas-Rosales et al., 2015).

Los encinos del continente americano se clasifican en tres secciones:
Quercus (encinos blancos) Lobateae (encinos rojos) y Protobalanus (encinos
de copa dorada).De los encinos antes mencionados Quercus presenta la
mayor diversidad y la mayor distribucidn en el continente americano y en
México en particular (Sabas-Rosales et al., 2015). Son 250 especies que se
contemplan en el continente americano, de las que se tienen registro 61 (Ruiz-
Aquino et al., 2016).Se reconocen dos centros de diversidad de Quercus a
nivel mundial, uno en América y otro en Asia(Sabas-Rosales et al., 2015). El
centro de diversidad de América mas grande se encuentra en México, donde
se estima existen 161 especies (Sabas-Rosales et al., 2015) de las cuales 109
se consideran endémicas (Gorgonio-Ramirez et al.,, 2017), distribuidas
principalmente a lo largo de cadenas montafiosas templadas y subhumedas y
son junto con el género Pinus , los arboles dominantes del dosel en
ecosistemas templados. Por lo anterior, se reconoce su importancia en México
como: 1) especies ejes, en la preservacion de la biodiversidad asociada, 2)
formadores de suelos forestales y reciclaje de nutrientes, 3) preservadores de
mantos acuiferos in situ y a distancia y 4) reguladores del clima y captura de

carbono (Gorgonio-Ramirez et al., 2017).




La mayoria de los encinos en México se encuentran en zonas
montafiosas con clima templado o templados subhumedo, y mas de 95 % de
las especies se encuentran entre los 1200 msnm y 2800 msnm (Ruiz-Aquino et
al., 2016), la mayor riqueza de especies de Quercus se concentra en las

montafias del sur.
1.2. El género Quercus en México

Los encinos, son un grupo de plantas que se distribuye ampliamente a
lo largo del territorio mexicano. Representan un conjunto de arbustos y de
arboles con gran valor ecoldgico, econdmico y cultural, por lo que su adecuado
manejo y conservacion deberian ser considerado como un proposito

primordial.

Los encinos comparten ciertas caracteristicas biolégicas en comun, por
ejemplo: tallos lefiosos, hojas con consistencia similar al cuero (coriaceas o
duras) y presencia de bellotas. Su forma de crecimiento es comunmente como
un arbol (con alturas de 3 a 40 m) aunque algunos son arbustos (con alturas
de 10 a 60 cm). Su desarrollo es lento, causa por la cual son de larga vida, y
crecen principalmente en bosques templados, aunque también pueden
hallarse en matorrales, pastizales y de forma intercalada, en algunas selvas

secas(Bello-Gonzales, M., 2009).

Las hojas se caracterizan por tener diferentes tipos de apice (punta de
la hoja), base de la hoja, numero de nervaduras, margen (o borde de la hoja),
textura, tamano y colores, propiedades morfolégicas que son empleadas en

la taxonomia para su clasificacion cientifica (Bello-Gonzales, M., 2009).

Con alrededor de 161 especies, México es el mayor centro de riqueza y
evolucion de encinos en el continente americano. Se calcula que 109 de ellas
son exclusivas al pais (endémicas), es decir el 68% de los encinos del
continente americano solo se encuentra en México. En contraste, Estados
Unidos y Canada solo poseen 87 especies, 7 de ellas 52 especies cruzan la
frontera encontrandose también en México, es decir, de los bosques
templados de encino, pino-encino, mesofilos de montana y, ocasionalmente,

matorrales y bosques tropicales caducifolios. Los bosques de encinos se
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encuentran ampliamente distribuidos en los macizos montanosos de México,
y cubren, aproximadamente 5.5% de la superficie total del pais, hallandose la
mayor diversidad de especies en un intervalo altitudinal que varia entre los
1,200 a 2,800 metros sobre el nivel del mar, aunque es posible encontrar
especies desde los 200 hasta 3,500 m de altitud (Bello-Gonzales, M., 2009).

Los estados con mayor riqueza de encinos son Nuevo Leon, Veracruz y
Oaxaca (Figura 1). Sin embargo, las entidades con mas informacion cientifica
sobre este tipo de plantas son Jalisco, Guerrero, México y Michoacan. De
manera natural el unico estado sin encinos es Quintana Roo (Bello-Gonzales,
M., 2009).

~STATEg 0 500
kilometers

© Cl 2005

Madrean Pine-Oak Woodlands Hotspot

Figura 1. Distribucién Geografica de los bosques pino-encino en territorio
mexicano

1.3. Laimportancia de los encinos en México

Los encinos poseen multiples aplicaciones entre las que se destaca su
utilizaciéon como materia prima basica para la construccion, elaboracion de
carbon, elaboracion de mangos de diversas herramientas, instrumentos e
implementos agricolas, confeccién de artesanias locales y la elaboracién de

muebles. A nivel mundial, la madera de los encinos es considerada de alta
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calidad, por lo que resulta importante para la economia de algunos de los

paises europeos (Bello-Gonzales, M., 2009).

Los encinos constituyen un recurso natural renovable que sirve de
alimento y para diversas aplicaciones en el sector industrial. En el pasado los
frutos constituyeron una fuente alimenticia importante para el hombre, aunque
su uso ha disminuido. En la actualidad, las bellotas son empleadas como
alimento para el ganado porcino. En ciertos lugares las bellotas de sabor dulce
se consumen crudas, pero su exceso puede provocar una ligera intoxicacion
mientras que en otros lugares son tostados y molidos para fabricar una bebida
parecida al café. Por otro lado, las hojas son utilizadas como condimentos.
También la corteza es ampliamente utilizada en trabajos de peleteria debido
a la alta concentracion de taninos de peleteria debido a la alta concentracion

de taninos que poseen(Bello-Gonzales, M., 2009).

Desde la vision ecoldgica, los encinos son proveedores de servicios
ambientales, dado que: producen oxigeno, capturan biéxido de carbono, filtran
el ruido, reducen la erosion del suelo, infiltran el agua al subsuelo, regulan la
temperatura atmosférica y son hospederos naturales que alojan en sus
cortezas, ramas, hojas y flores, a numerosas especies de ardillas, pajaros,
avispas, abejas, moscas, escarabajos, orquideas, liquenes, bromelias,

helechos y plantas trepadoras(Bello-Gonzales, M., 2009).

Esto hace que un solo encino actue por si mismo como un ecosistema
en miniatura, en donde los diferentes organismos y procesos ecolégicas se
relacionan entre si a través de diversas relaciones como la depredacion, la
herbivora, la simbiosis y la reproduccion. La evolucion biolégica y
conservacion de los encinos afecta de manera directa a todos los demas seres

vivos que en ellos habitan(Bello-Gonzales, M., 2009).

Desde el punto de vista médico, algunas gentes mastican los pedazos
de corteza para curar y endurecer encias o calmar dolencias dentales.
Mientras que algunas regiones, las hojas son empleadas como antidiarreicos
y astringentes. Los amentos de algunas especies son empleados como
calmantes contra el vértigo y la epilepsia. Por ultimo, un aspecto desagradable




de los encinos es que su polen figura entre los mas comunes alérgenos
naturales para personas altamente sensibles a las enzimas que libera el
polen. Sin embargo, no se han realizado estudios para evaluar cuales son las
especies de encino que provocan dichas alergias, lo que esto abre un campo
de investigacion importante en el area médica para entender los mecanismos
de accion y como contrarrestarlos(Bello-Gonzales, M., 2009). Las
caracteristicas de especies mexicanas como Quercus scytophylla se detallan

en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de Quercus scytophylla. (Bello-Gonzales, M.,
2009).

Quercus scytophylla

L'y ..m ' Figura 1.

Quercus sc;/tophylIa(Bello—GonzéIes, M., 2009).
Nombre comun: encino blanco, encino prieto, encino
rosillo y encino yesca.

Tamario del arbol: arbol de 6 a 20 m de altura y con
diametro del tronco de 30 a 50 cm.
Hoja: oblanceolada a lanceolada de 6 a 17

cm de largo por 2.5 a 11.5 cm de
ancho; margen con 3 a 7 aristas a cada
lado; haz verde olivo lustroso; envés
blanquecino y tomentoso.

Corteza: café rojizo a negra.

Fruto: anual y solitario; bellota ovoide de 10 a
15 mm de largo por 9 mm de diametro.

Usos: lefa; fabricacion de tarimas, cajas y

extraccion de celulosa para papel.

Manejo: no hay programas de manejo para su
aprovechamiento.

Mecanismo de propagacion: por bellotas producidas de mayo a
octubre.




Estado de conservacion: en peligro debido a su distribucion
restringida y transformacién del habitat
por tala y huerto de aguacate.

Habitat: barrancas y laderas, en boque de pino-
encino y bosque mesdfilo de montana
entre 1,500 a 2,500 msnm y sobre
suelos pedregosos.

Distribucién geogréfica: endémica de México; se distribuye en
Chiapas, Chihuahua, Durango,
Guerrero, Jalisco, México, Nayarit,
Oaxaca, Puebla, Sinaloa, y Sonora.

1.3.1. Los encinos en la medicina tradicional mexicana

Desde tiempos prehistoricos, los seres humanos han usado productos
naturales, como plantas, animales, microorganismos y organismos marinos,
en medicamentos para aliviar y tratar enfermedades. De acuerdo con los
registros fosiles, el uso humano de las plantas como medicamentos puede

rastrearse al menos 60,000 afios (Yuan et al., 2016).

En la actualidad, el estudio etnobotanico constituye una actividad
importante en el area de la investigacién y desarrollo de farmacos puesto que
algunos reportes afirman que aproximadamente 40% de los productos
farmacéuticos que se consumen en los paises desarrollados proceden de

fuentes naturales (McGonigle, 2016), principalmente de las plantas.

En México, la mayor parte del conocimiento tradicional que se tiene
acerca de las plantas medicinales proviene desde la época prehispanica y
actualmente diversos grupos étnicos lo conservan. Desde hace mas de 30
anos ha surgido la necesidad de integrar las medicinas tradicionales dentro
de los sistemas oficiales para mejorar la calidad de vida de los pacientes esto
por razones de orden cultural y econémico (McGonigle, 2016). Los efectos
terapéuticos se deben al contenido de diferentes metabolitos secundarios
como los aceites esenciales, taninos, acidos fendlicos, sesquiterpenlactonas,

cetonas y flavonoides, entre otros (McGonigle, 2016).

México posee una rica tradicion en el empleo de las plantas medicinales
entre sus varias practicas curativas populares. El primer libro de herbolaria

medicinal azteca y una de las mas importantes fuentes bibliograficas
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histéricas en América en medicina, lleva por nombre “Libro de las yerbas
medicinales de los indios”, que se conociera cuatro siglos después como
Cddice Badiano (Codice De la Cruz-Badiano), es una obra en la que se
describen mas de 150 plantas nativas de México y donde se constata su uso
medicinal. Se calcula que la flora medicinal mexicana contiene entre 3,000 y
5,000 plantas que tienen potencial terapéutico. Un total de 3,000 especies han
sido compiladas en un atlas de plantas medicinales empleadas por diversos
grupos étnicos. Increiblemente, aproximadamente el 1% de las plantas
medicinales han sido estudiadas a fondo en sus propiedades medicinales. Por
lo tanto, es claro que debe realizarse una mayor investigacién clinica y
etnobotanica, en virtud de elucidar el posible beneficio medicinal de estas

plantas (Dominguez-Vazquez and Castro-Ramirez, 2015).

México es uno de los paises de América con mayor tradicion ancestral y
riqueza en el uso de la herbolaria medicinal, donde se registran poco mas de
3 000 especies que se emplean en remedios naturales(Vazquez-Cabra et al.,
2016). No obstante, son pocas las investigaciones en el uso y manejo de las
plantas medicinales, y, por tanto, hay escasa informacion etnobotanica en
este tema(Luna José et al., 2003). La informacion que se pueda recopilar en
las diversas regiones del pais tendria relevancia etnobotanica y serviria para
definir estrategias que mejoren el aprovechamiento y manejo de los recursos

de la flora medicinal.

Los primeros analisis quimicos de la corteza del género Quercus en
México, fueron realizados en la primera década del siglo XX por los médicos
y farmacdlogos del Instituto Médico Nacional, como parte de los esfuerzos que
se hacian entonces para la integracion de la Farmacopea Nacional Mexicana.
La estructura vegetal preferencialmente utilizada que reportan es la corteza
como fuente rica en sustancias astringentes, ademas de la bellota como

sustituto del café.

El uso medicinal de especies del género Quercus ha sido registrado en
la literatura. Es asi que especies como Q. crassifolia, Q. rugosa y Q. affinis se

usan con fines medicinales, fundamentalmente sus cortezas, hojas, flores y
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raices (Gonzales ME, et al., 2004). La tabla 2 muestra algunas de las

propiedades medicinales atribuidas a representantes del género Quercus.

Tabla 2. Propiedades medicinales de representantes del género Quercus. (Valencia,
A. 2004).

Q. castanea Antidiarreico y astringente

Q. crassifolia Antimicrobiano y desinflamatorio

Q. crassipes Amacizar los dientes, antimicrobiano y desinflamatorio

Quercus durifolia Para amacizar los dientes se mastica la corteza o se hacen enjuagues
bucales

Q. eduardii Infusion de la corteza para aliviar el dolor de muelas

Q. emoryi Gargaras con infusién de corteza para aliviar el dolor de garganta
Infusion de las hojas para dolor de pulmones

Q. grisea La médula y la madera son usadas contra el cancer

Q. hartwegii Combatir la presion alta

Q. magnoliifolia Curar granos

Q. obtusata Uso contra los reumas

Q. resinosa Uso junto con flores de mala mujer (Solanum rostratum) para el

cancer. Control de diabetes junto con ramas de hierba del negro
(Sphaeralcea angustifolia)

Los informes etnobotanicos mencionan que las infusiones de algunas
especies de Quercus en combinacion con otras plantas, como flores amarillas
de Solanum rostranum Dunal, muestran efectos anticancerigenos en
pacientes con cancer gastrico, cuando las consumen regularmente (Alonso-
Castro et al., 2011). Algunas personas mastican pedazos de corteza o bellotas
para curar y endurecer encias o calmar dolencias dentales, mientras que en
algunas regiones del estado, las hojas y corteza son empleadas como
antidiarreicos, disenteria, ulcera estomacal, gastritis, hemorragia intestinal e
inflamacion, cancer de estobmago y hemorroides . Asi mismo, la corteza la
utilizan en problemas de la piel como Uulceras, llagas, erupciones, granos,

infecciones, quemaduras, heridas y piel flacida.
1.4. Moléculas bioactivas del Género Quercus

Investigaciones mas especificas en relacion con estudios
antinflamatorios de extractos acuosos de encino se llevaron a cabo por
Gharzouli, Khennouf, Amira, y Gharzouli (1999). Ellos demostraron las

propiedades citoprotectoras de extractos acuosos de la corteza de raiz de Q.
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ilex Liebm. en comparacion con los extractos acuosos de hojas de Punica
granatum Linneo y Artemisia herba-alba Asso. contra dafios causados por
etanol en el estomago, teniendo el acido tanico como control positivo.
También documentaron que el acido tanico junto con otros polifenoles, tales
como quercetina y acido elagico, pueden inhibir la bomba de protones
presente en las células parietales y asi participar en la proteccion del
estdmago contra agentes nocivos. En el mismo estudio, Gharzouli et al. (1999)
obtuvieron contenidos de fendlicos oligoméricos altos de extractos acuosos
de Q. ilex y P. granatum (2.33 a 4.41 mg-mL-1), mientras que en las hojas de
A. alba solo encontraron flavonoides monoméricos (0.33 a 0.51 mg-mL-1).
Estudios sobre la composicion quimica de Quercus infectoria,
tradicionalmente utilizada para el tratamiento de heridas o quemaduras
asociadas con infecciones bacterianas, han reportado galotaninos y acido
elagico en una proporcion de 60 a 70 % (Vazquez-Cabra et al., 2016). Se ha
reportado que estos compuestos tienen actividad astringente, antidiabética,
anestésica local, antibacteriana, antiviral y antinflamatoria, y que actuan como
buenos agentes de proteccion contra el dano oxidativo de los lipidos y

proteinas (Charrier, Marques, & Haluk, 1992).

En estudios adicionales hemos dilucidado el potencial de encino como
fuente sostenible de productos de alto valor anadido, como resultado de sus
propiedades nutracéuticas. Se han reportado actividades antioxidantes y
anticancerigenas de fitoquimicos presentes en infusiones de hojas de encino,
y mecanismos de prevencion del cancer con fitoquimicos de encino que tienen
potencial terapéutico en modelos in vitro de células humanas (Rocha-Guzman
et al.,, 2009) y modelos in vivo utilizando ratas SpragueDawley (Moreno-
Jiménez et al, 2014; Rocha-Guzman et al., 2012). También se han identificado
la actividad antitopoisomerasa en modelos in vitro utilizando levadura mutada,
y actividades antimicrobianas contra patégenos entéricos (Sanchez-Burgos et
al., 2013). Algunas alternativas para la preparacion de productos alimenticios
que contienen compuestos fendlicos provenientes de encinos que han
mostrado un alto potencial cardioprotector han sido investigadas,
especialmente en especies de Q. resinosa (Rivas-Arreola et al., 2010).

Recientemente se demostré un efecto gastroprotector importante contra el
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dafio inducido por productos quimicos en alimentos y medicamentos
antinflamatorios no esteroideos (AINES) en modelos de células intestinales
humanas (Sanchez-Burgos et al., 2013). La edad o grado de madurez de las
hojas de encino determina el contenido de fenoles totales extraibles; Makkar,
Dawra, y Singh (1991) realizaron estudios en varias especies de Quercus y
observaron que las hojas mas jévenes mostraron dos o tres veces mas
contenidos fendlicos (20 a 284 mg-g-1) en comparacién con las hojas
maduras (8 a 125 mg-g-1). Al parecer, el grado de polimerizacion aumenta
con la edad, asi como el contenido de proteina y fendlicos; al mismo tiempo,
las actividades biolégicas cambian a medida que se convierten en hojas
maduras. Por lo tanto, el grado de polimerizacién de los polifenoles determina
la capacidad antioxidante y diversas caracteristicas de la materia vegetal que

se reflejaran en su respuesta bioldgica(Vazquez-Cabra et al., 2016).
1.5. Polifenoles: compuestos con propiedades biolégicas

Los polifenoles son micronutrientes abundantes en nuestra dieta, y esta
surgiendo evidencia de su papel en la prevencion de enfermedades
degenerativas como el cancer y las enfermedades cardiovasculares (Liebeke
et al.,, 2015) (Valencia-Avilés et al., 2017). Los efectos en la salud de los
polifenoles dependen de la cantidad consumida y de su biodisponibilidad(Rtibi
et al., 2017).

Durante los ultimos 10 afios, los investigadores y los fabricantes de
alimentos se han interesado cada vez mas en los polifenoles. La razon
principal de este interés es el reconocimiento de las propiedades
nutracéuticas de los polifenoles, su gran abundancia en nuestra dieta y su
posible papel en la prevencion de diversas enfermedades asociadas con el
estrés oxidativo, como el cancer y las enfermedades cardiovasculares vy
neurodegenerativas(Liebeke et al.,, 2015) (Valencia-Avilés et al.,
2017). Ademas, los polifenoles, que constituyen los principios activos que se
encuentran en muchas plantas medicinales, modulan la actividad de una
amplia gama de enzimas y receptores celulares(Dr6zdz and Pyrzynska,
2018). De esta manera, ademas de tener propiedades antioxidantes, los
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polifenoles tienen otras acciones bioldgicas especificas que aun no se

conocen bien.

El conocimiento de la biodisponibilidad y el metabolismo de los diversos
polifenoles es necesario para evaluar su actividad biolégica dentro de los
tejidos diana. Los tipos y la distribucién de los polifenoles en los alimentos y

la biodisponibilidad de los polifenoles.

Varios miles de moléculas que tienen una estructura de polifenol (es
decir, varios grupos hidroxilo en anillos aromaticos) se han identificado en
plantas superiores, y varios cientos se encuentran en plantas
comestibles. Estas moléculas son metabolitos secundarios de las plantas y
generalmente estan involucradas en la defensa contra la radiacion ultravioleta
o la agresion por agentes patdogenos (Sanchez-Burgos et al., 2013). Estos
compuestos pueden clasificarse en diferentes grupos en funcién del nimero
de anillos de fenol que contienen y de los elementos estructurales que los
unen entre si.Se hacen asi distinciones entre los acidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos y lignanos. Los flavonoides, que comparten una
estructura comun que consta de 2 anillos aromaticos que estan unidos por 3
atomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado, pueden dividirse en
6 subclases en funcidén del tipo de heterociclo involucrado: flavonoles,
flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas y flavanoles (catequinas y
proantocianidinas). Ademas de esta diversidad, los polifenoles pueden estar

asociados con varios carbohidratos y acidos organicos y entre si.
1.5.1. Compuestos polifendlicos del género Quercus

Se sabe que la corteza también acumula grandes cantidades de
compuestos polifendlicos que exhiben una amplia gama de efectos bioldgicos,
que incluyen actividad antioxidante, antibacteriana y antiinflamatoria (Ferreira

et al. 2015 ; Dedrie et al. 2015 ). La corteza de roble, debido a su valiosa

composicién quimica, se ha utilizado para el tratamiento de heridas y
enfermedades de la piel (Drézdz and Pyrzynska, 2018). El género Quercus es
una fuente importante de flavonoides principalmente de catequina,

epicatequina, epigalocatequina, galato de epigalocatequina, gallocatequina,
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kaempferol, luteolina, miricetina, naringenina y quercetin(Arbelaez et al.,
2018)(Esquivel-Garcia et al.,2018). Muchas de estas moléculas son
reconocidas por sus propiedades cardioprotectoras, antioxidantes e

hipotensoras (Arbelaez et al., 2018).

Eso es extremadamente importante teniendo en cuenta que estos
compuestos estan presentes en tejidos como la corteza y las ramitas,
considerados residuos de la explotacién forestal. El uso de estos desechos
como fuente de flavonoides podria contribuir al desarrollo de nuevos
productos farmacéuticos para el tratamiento de enfermedades

cardiovasculares de alta prevalencia.

2.5.2 Propiedades farmacoldgicas de los compuestos

fenolicos de los encinos

Las sustancias responsables de las cualidades astringentes del tejido
vegetal son dadas por compuestos polifendlicos llamados taninos, los que le
confieren el sabor amargo a las plantas. Estos compuestos vegetales del
metabolismo secundario cumplen una funcidn antiséptica y cicatrizante
favoreciendo la curacion de las heridas. Otras de las funciones de estas
sustancias astringentes son sus propiedades hemostaticas al detener el
sangrado, constrictoras (contraen los tejidos) y antiinflamatorias (reducen la

inflamacion).

Los estudios senalan que la funcidn cicatrizante de los taninos se produce por
su capacidad de formar complejos con las proteinas, precipitandolas, lo que
crea un medio seco que impide el desarrollo de las bacterias, favoreciendo asi
la formacién de las costras; también reaccionan con las proteinas
constituyentes de la piel y mucosas, por lo que constrinen a los vasos
sanguineos ayudando en la coagulacion de la sangre, contribuyendo de esta
manera con la curacion de las heridas; misma razon por la que son empleados

en los tratamientos antiinflamatorios.

Se han realizado varios estudios fitoquimicos y biolégicos que revelan
actividades antioxidantes y antidiabéticas de Quercus sp, con compuestos
triterpénicos y fendlicos informados de las flores y la corteza,
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respectivamente (Valencia-Avilés et al.,, 2018) (Youn et al., 2017). Sin
embargo, la actividad antiinflamatoria, la inhibicion de citoquinas y la actividad
anti-urolitiasis de Quercus aun no se han examinado en detalle (Youn et al.,
2017).

2.5.3 Propiedades Toxicoldgicas

A pesar de las caracteristicas beneficiosas para la salud de los
compuestos polifendlicos, la ingesta elevada y cronica de estas moléculas
consumidas normalmente en la diera diaria puede resultar en efectos
adversos negativos para la salud. Por ejemplo, algunos taninos pueden
ocasionar efectos antinutricionales debido a su capacidad como agentes
quelantes. Los polifenoles pueden interferir en la absorcion del hierro

consumido en los alimentos de la dieta diaria y provocar anemia.

Se ha reportado que los polifenoles pueden alcanzar concentraciones
toxicas si su ingesta se encuentra entre el 1% y 5% total de la dieta diaria, no
obstante en condiciones normales, lo habitual en una persona es ingerir,

aproximadamente entre 25 mg y 1 g por dia.

Debido al interés suscitado por estas moléculas en cuanto a su
bioactividad, que las convierte en candidatas para el desarrollo de nuevos
productos, en afos recientes se han realizados diversos estudios
toxicolégicos para determinar su toxicidad con el objetivo de garantizar la

seguridad de su consumo humano.

En 2015, Soto y colaboradores evaluaron la toxicidad de la infusién de
las hojas de Quercus sp., obteniendo como resultado de dicha infusion
administrada en larvas de A. salina una DL50 de 1070.42 mcg/mL. En base a
estos resultados llegd a la conclusién, de que el extracto no es toxico y es
seguro para el consumo como agente terapéutico en el tratamiento de la
diabetes mellitus. Un estudio toxicologico oral subagudo efectuado por
Valencia y colaboradores en 2019 muestra que la fraccién acetato de etilo
derivada del extracto acuosos de Quercus crassifolia es capaz de inducir dafio
renal en ratas wistar administradas diariamente con este extracto durante 28
dias, con una NOAEL de 11 mg/kg (Valencia-Avilés., 2019).
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En los ultimos anos los métodos alternativos de experimentacion animal
han progresado, siendo hoy en dia los métodos in vitro, in silico e in vivo muy
importantes en la evaluacién del perfil toxicoldgico de nuevos compuestos.
Estos métodos son muy utilizados para la evaluacion de moléculas y son
aceptados por las entidades regulatorias como la OCDE, FDA y la EPA,
debido a que pueden reducir, refinar y/o sustituir la experimentacién in vivo en
animales. Los métodos alternativos se fundamentan en el principio de las 3 R

(refinamiento, reduccion y reemplazo).
1.6. Los bioensayos en la toxicologia

Un Bioensayo o ensayo biolégico es un tipo de experimento cientifico que
investiga los efectos de una sustancia en un érgano aislado o en un organismo
vivo. Es esencial en el desarrollo de nuevas drogas y monitorizacion de
poluentes en el medio ambiente. Los bioensayos pueden ser cuantitativos o

cualitativos e incluso a veces, mixtos.

v Bioensayos cualitativos: usados para evaluar los efectos fisicos de
una substancia que no puede ser cuantificada, tales como en un
desarrollo anormal o deformidad.

v Bioensayos cuantitativos: estimacion de la concentracion o potencia
de una substancia por la medida de la respuesta biolégica que ella

produce. Generalmente hay el uso de bioestadistica.

Una prueba de toxicidad es un ensayo en el cual un organismo o grupo de
organismos son expuestos a un agente (quimico, fisico o bioldgico) para
establecer y medir una respuesta previamente seleccionada. En una prueba
de toxicidad, usualmente se mide la proporcion de organismos afectados por
su exposicion a concentraciones especificas de dichas sustancias y aguas
(SEGOB, 2010). Esta respuesta se valora mediante la cuantificacion del
cambio en la caracteristica o la ocurrencia de un determinado fenbmeno
(Barreto & Peralta, 2009). Los efectos observados pueden ser tanto de
inhibicién como de magnificacion, y son evaluados a través la reaccién de los
organismos, como son muerte, crecimiento, proliferacion, multiplicacion,

cambios morfolégicos, fisioloégicos o histolégicos. Los efectos pueden
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manifestarse a diferentes niveles, desde estructuras subcelulares o sistemas
de enzimas, hasta organismos completos, poblaciones o comunidades.
Dichas pruebas sirven como herramientas que al ser usadas juntamente con
las mediciones quimicas y ecoldgicas, permiten identificar, cuantificar y
generar criterios para el control de la descarga de contaminantes toxicos
(Diaz, et al., 2004a). En sentido toxicoldgico, los bioensayos son pruebas para
medir la potencia de una sustancia fisiolégicamente activa, generalmente de
origen desconocido, y son disefiados para medir los efectos bioldgicos de uno
0 mas sustancias quimicas sobre una o mas especies de organismos (Lopez,
2009). También se cuenta con grupos control los cuales no se exponen a la
sustancia quimica en estudio. Se debe considerar que el efecto toxico de una
sustancia sobre los sistemas biolégicos es el resultado de la accion
combinada de todas las sustancias presentes en el medio, incluso aquellas
que no son toxicas por naturaleza, pero que afectan las propiedades quimicas
o fisicas del sistema y en consecuencia, las condiciones de vida de los
organismos. Ademas, se debe tener en cuenta aquellos efectos no
directamente relacionados con la sustancia toxica como el dafio producido por
cambios en la temperatura o por radiacién (Diaz, et al., 2004) y que la
complejidad y heterogeneidad de los materiales dan lugar a una variedad de
problemas experimentales cuando se practican los ensayos. Estos pueden
estar relacionados con la inestabilidad de la muestra debido a diferentes
reacciones y procesos, como separacion de fases, sedimentacion,
volatilizacion, hidrdlisis, fotodegradacion, precipitacion, biodegradacion,
biotransformacion e incorporacion por los organismos (Ronco, et al., 2004).
Aunque existe un limitado alcance de la informacién proveniente de los
ensayos de toxicidad, los estudios con organismos en laboratorio, en
condiciones controladas y estandarizadas para la evaluacion de respuestas,
han venido siendo las fuentes de informacion predominantes para la

evaluacion de los efectos de los toxicos (Ronco, et al., 2004).
1.7. Estudios de citotoxicidad

El término "alternativa a la experimentaciéon animal" puede llevar a

confusién y sugerir que se refiere sélo a aquellos métodos que los sustituyen
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en la investigacion, como, por ejemplo, los métodos in vitro. En realidad, se
consideran bajo este concepto todos aquellos que cumplen con alguno de los

postulados del principio de las tres R. ( Halder, et al; 2002)

Este principio surgio en 1959, cuando Russell y Burch publicaron el libro
"The Principles of Humane Experimental Technique". Las tres R se refieren a
reemplazar los animales de experimentacion por otros métodos que no
impliquen su uso, reducir su numero cuando sea necesario utilizarlos y refinar
las técnicas para aminorar su sufrimiento. Segun dichos autores, lo ideal es
reemplazar los animales por otros métodos, aunque, en muchos casos, por la
necesidad de experimentar con ellos, solo se pueda aspirar a la reducciéon y

el refinamiento.(Huggins.;2003)

Dentro de la bateria de ensayos in vitro como métodos de toxicologia
alternativa utiles y necesarios para el registro o solicitud de ensayos clinicos
de una sustancia dada se encuentran los llamados ensayos de citotoxicidad,
capaces de detectar mediante diferentes mecanismos celulares conocidos,
los efectos adversos de interferencia con estructura y/o propiedades
esenciales para la supervivencia celular, proliferacion y/o funciones. Dentro
de estos se encuentran la integridad de la membrana y del citoesqueleto,
metabolismo, sintesis y degradacion, liberacion de constituyentes celulares o

productos, regulacion idnica y division celular (Repetto.,2002).

La citotoxicidad celular, por tanto, se define como una alteraciéon de las
funciones celulares basicas que conlleva a que se produzca un dano que
pueda ser detectado. A partir de aqui, diferentes autores han desarrollado
baterias de pruebas in vitro para predecir los efectos toxicos de las drogas y
los compuestos quimicos. Dentro de la bateria de ensayos in vitro como
meétodos de toxicologia alternativa utiles y necesarios para el registro o
solicitud de ensayos clinicos de una sustancia dada se encuentran los

llamados ensayos de citotoxicidad55.

La definicion de citotoxicidad generalmente depende de la clase del
estudio, si las células tienen afectado su metabolismo o si mueren. Estos

ensayos son empleados por ser baratos, también porque se pueden
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cuantificar y reproducir. Muchos experimentos in vitro tienen la finalidad de
determinar la potencial citotoxicidad de los compuestos estudiados ya que
estos pueden ser usados como farmacos o cosméticos. Ademas, deben
indicar que no son téxicos para que puedan ser usados como
anticancerigenos. La configuracion de los modelos experimentales
empleados in vitro para valorar la toxicidad de los compuestos quimicos se
fundamenta en dos pilares basicos, que son el sustrato biolégico y los
indicadores de toxicidad. El sustrato es el material generalmente organico
sobre el que se aplica in vitro la sustancia de estudio. Estas alteraciones se
valoran mediante indicadores de toxicidad, que son los parametros que se
determinan para cuantificar las modificaciones producidas en la estructura o

fisiologia de los componentes del sustrato de ensayo56
1.7.1. Artemia en estudios de citotoxicidad

Artemia responde a un amplio rango de compuestos quimica y
farmacolégicamente diversos; es por ello que resulta tan importante su
aplicacion en programas de descubrimiento y desarrollo de nuevos
plaguicidas y medicamentos de origen natural. Ademas, el ensayo permite la
evaluacién rapida de las relaciones estructura-actividad y son facilmente
observables las interacciones entre compuestos. El ensayo de letalidad de
larvas de A. salina ha sido utilizado con eficiencia para detectar componentes
con accion citotéxica (Solis et al ; 1993) y ha demostrado buena correlacién
al evaluar extractos de plantas con la toxicidad aguda oral en ratones.Estos
hallazgos refuerzan la importancia de la utilizacion de este ensayo como

prueba alternativa de toxicidad.

Con vistas a correlacionar la accién toxica mostrada por extractos de
plantas con otras actividades biolégicas o con la presencia de determinados
componentes quimicos, varios autores reportan una clasificaciéon de la
toxicidad segun el valor de la CL50 del extracto. Aunque estas clasificaciones
poseen variaciones entre si, todas coinciden en agrupar los extractos con
CL50 inferiores a 100 pg/mL en las categorias de mayor toxicidad, mientras,
los que muestran valores superiores a 1 000 ug/mL se clasifican como no

téxicos. (lagarto, et al; 2001)
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1.7.2. Artemia: Aspectos biolégicos generales

Artemia spp. son camarones minusculos de cuerpo blando, de color
carmelita y transparentes a la luz; pertenecen al Phylum Arthropoda, clase
Crustaceae, subclase Branchiopoda. Se conocen comunmente por el nombre
de artemia, también llamados "monos de mar" o "brine shrimp" en inglés. El
género Artemia estd compuesto por varias especies, de las cuales se han
identificado al menos cinco especies bisexuales y varias poblaciones
partenogenéticas, entre ellas Artemia salina Leach, Artemia
persimilis Piccinelli y Prosdocimi, Artemia franciscana Kellogg (bisexuales)

y Artemia partenogenetica.

Estas especies se encuentran distribuidas en todo el mundo en aguas
de elevada salinidad, pueden crecer a temperaturas entre 6 y 35°C. Se
alimentan de algas y bacterias y son fuente de alimento para peces, pajaros y
varios invertebrados. Las hembras producen huevos que, en condiciones
externas favorables, eclosionan produciendo larvas de un tamano aproximado
de 1 mm. Los huevos también pueden formar quistes y permanecer en esta
forma por un ano o mas. Las artemias se convierten en adultos transcurridas

6 a 8 semanas, alcanzando un tamano promedio de 7mm (Figura 2).
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Figura 1: Huevos Figura 2: Rotura de la membrana

Figura 3: Estadio de gota Figura 4: Nauplio

(Membrana de eclosién

Unida al corion).

=

Figura 5: Metanauplio (24h). Figura 6: Metanauplio (48;1)

Figura 2. Diferentes estadios del ciclo de vida de Artemia franciscana en

estereomicroscopio.

En general las especies pertenecientes al orden anostraca poseen un cuerpo
dividido en cabeza, térax y abdomen, con apeéndices toracicos no
especializados y semejantes entre si, mientras que el abdomen carece de los
mismos. Los dos segmentos posteriores del térax corresponden a la zona
genital, mientras que el abdomen corresponde a seis segmentos posteriores
a esta y concluye con el telson, el cual a su vez lleva un par de furcas caudales

en su fin.

En la cabeza de los adultos pueden observarse un par de ojos
compuestos y uno simple, los nauplios por su parte constan de un ojo medial
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hacia el final anterior denominado ojo naupliar. EIl apéndice del primer
segmento de la cabeza es el primer par de antenas, las cuales no son
articuladas y presentan quimio-sensores. Seguidamente pueden observarse
un segundo par de antenas de mayor tamafno que las primeras, estas
presentan dimorfismo sexual en adultos y actian como aparato de locomocién

en los primeros estadios larvarios

Artemia es hasta la fecha el unico género animal en todo el mundo cuyo
estado criptobidtico (quistes) esta disponible comercialmente de manera
continua, como fuente de alimentos para peces y crustaceos en acuicultura.
Esto ha constituido un elemento clave en su utilizacién en ensayos bioldgicos
(12). Por razones practicas, las especies con un estado criptobidtico, durante
su ciclo de vida son mas adecuadas para el desarrollo de un bioensayo
estandar. La disponibilidad permanente de huevos (quistes) a partir de los

cuales pueden ser obtenidas las larvas ofrece las siguientes ventajas:
- no hay necesidad de mantener una colonia viva permanentemente,
- las pruebas pueden realizarse donde y cuando sea necesario,

- se dispone siempre de un numero suficiente de individuos de la misma

edad y condicion fisiologica.

En paises como México, poseedores de una alta biodiversidad, resulta
especialmente importante el estudio de las plantas, extractos o sustancias
puras que presentan significativa actividad terapéutica. Dentro de las multiples
estrategias que se pueden utilizar para la selecciéon de especies vegetales
como fuentes de principios activos; el estudio de la letalidad que producen los
extractos sobre larvas de Artemia salina, ha demostrado ser util para tales
propésitos (MEYER et al., 1982; LEWAN et al., 1992 Desde 1982 se han
venido desarrollando bioensayos para la determinacion de la toxicidad con la
utilizacion de “camarones de mar” (Artemia salina); los cuales son utilizados
como via inicial de tamizaje téxico de extractos, fracciones y compuestos
depurados para discriminar aquellas muestras de elevada toxicidad, debido a

que presenta buena correlacion con la toxicidad in vitro, demostrando ser un
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método adecuado para poner de manifiesto metabolitos secundarios

relacionados con actividades bioldgicas interesantes (SANABRIA et al., 1997).
1.8. El endotelio vascular
1.8.1. Funcién del endotelio vascular

Hasta hace poco tiempo, el endotelio que recubre internamente los
vasos sanguineos era visto como una capa de células que soélo cumplia
labores de revestimiento. En los ultimos veinte afios, la investigacion ha
revelado que posee una extraordinaria variedad de funciones, sobre el control
del tono arterial, la coagulacién, la fibrinolisis, y el crecimiento vascular.
Recientemente, la alteraciéon de dichas funciones o "disfuncién endotelial" ha
sido implicada como un evento clave en la patogenia de la ateroesclerosis, la
vasoconstriccion coronaria y la isquemia miocardica. La demostracion que
esta condicion puede ser reversible abre la posibilidad de retardar la
progresion de la aterosclerosis, reduciendo el riesgo de eventos
cardiovasculares. Esto es importante dado la alta prevalencia de
ateroesclerosis, que la convierte en principal causa de muerte en los paises

desarrollados (Irribarra P et al., 2000).
1.8.2. Fisiologia del endotelio vascular

Considerado como una barrera inerte de difusién entre la sangre y el
musculo liso vascular, el endotelio es ahora reconocido como un 6rgano vital
endocrino y paracrino que juega un papel clave en la prevencion de la
ateroesclerosis. Entre las funciones importantes del endotelio estan el
mantenimiento del tono vascular, la regulacién del crecimiento celular
vascular, regulacion de la adhesién leucocitaria y plaquetaria, regulacién de

la trombosis y fibrindlisis y mediacion de la inflamacién (Figura 3).

El endotelio normal detecta cambios en distintos factores
hemodinamicos (p.ej. presion y fuerzas de rozamiento) y hormonales (p.ej
sustancias vasoactivas, asi como mediadores que se producen en las células
sanguineas y plaquetas), y entonces sintetiza y libera sustancias

biolégicamente activas que mantienen la homeostasis vascular. El tono
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vascular estd regulado por la produccién y liberacion de varios factores
dilatadores y constrictores. El factor vasodilatador endégeno mas importante
es el 6xido nitrico (NO). EI NO se genera por la conversion del animoacido L—
arginina en NO por la isoforma de la enzima endotelial NO sintetasa (eNOS,
por sus siglas en inglés). EI NO activa la guanil ciclasa en el musculo liso
vascular, produciendo un incremento de concentraciones de GMPc. El GMPc,
en cambio, activa la proteinquinasa dependiente de la cGMP, que disminuye
las concentraciones de calcio citosolico, causando la relajacion del musculo

liso y disminuyendo el tono vascular.

Ademas de su importancia como vasodilatador, el NO influye en muchos
de los efectos vasoprotectores del endotelio normal. La mayoria de los
indices in vivo de la funcién endotelial evaluan la capacidad vasodilatadora de
los vasos sanguineos, pero reducen la reactividad vascular y probablemente,
la disfuncion endotelial, también refleja una defensa alterada contra el dafo
vascular, la inflamacion y la trombosis (Badimon and Martinez-Gonzalez,
2006).

= Produccién vy liberacion
Control de sustancias vasoactivas
vasomotor

| Transduccion de
fuerzas mecdanicas
=

Adhesion células
mononucleares
y PMN

Migracion células
mononucleares y PMN profibrinolitica

Figura 3. Funciones del endotelio vascular (Nexar-QH & Sillo-Surco, 2013).
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1.8.3. Accion del Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) se genera en diferentes tipos de células por al
menos tres isoformas del oxido nitrico sintasa (NOS). La NOS neuronal
(nNOS) y la NOS endotelial (eNOS) se expresan de forma constitutiva y su
actividad enzimatica es dependiente de Ca 2/ calmodulina. La tercera
enzima es un inducible y Ca 2+- isoforma independiente de NOS (iNOS) que
se expresa en practicamente todos los tipos de células después de la
estimulaciéon con LPS y / o con diferentes citoquinas, como el interferon-
gamma (IFN-y), interleucina-1-beta (IL-1B), o factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a). Las cantidades masivas de NO producidas por iINOS bajo
condiciones patoldgicas (por ejemplo, inflamacién aguda y cronica) son
potencialmente dafiinas, especialmente cuando la regulacion espacial-
temporal de la expresion de iINOS se ve comprometida. Durante la inflamacion
asociada con diferentes patdégenos, la produccion de NO aumenta
significativamente y puede volverse citotoxica. Ademas, la sobreproduccion
de NO también se ha relacionado con la enfermedad inflamatoria de la
piel. Ademas, la naturaleza de radicales libres de NO y su alta reactividad con
el oxigeno para producir peroxinitrito (ONOO-) hace de NO una potente
molécula prooxidante capaz de inducir dafio oxidativo y dafio potencial hacia
objetivos celulares. Por lo tanto, la inhibicion de la produccion de NO en
respuesta a estimulos inflamatorios podria ser una estrategia terapéutica util

en las enfermedades inflamatorias (Youn et al., 2017).

Los radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno son generadas
por quimicos exdégenos o procesos metabdlicos enddégenos en los sistemas
alimentarios o el cuerpo humano. Estos radicales pueden causar dafo
oxidativo que resulta en muerte celular y dafo tisular al oxidar las
biomoléculas. El dafio oxidativo juega un papel patoldgico significativo en la
enfermedad humana. Como ejemplos, la aterosclerosis, el cancer, el
enfisema, la cirrosis y la artritis se han relacionado con el dafio oxidativo. Por
lo tanto, la ingestion de suplementos antioxidantes o alimentos que contienen
antioxidantes puede ser una forma importante de reducir el dano

oxidativo(Youn et al., 2017). Recientemente, se han introducido en los
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alimentos antioxidantes naturales, como las vitaminas C y E, el sesamol y el
acido  carnésico, en respuesta a la demanda de los
consumidores. Actualmente, se exploré la actividad antioxidante de los
compuestos de Quercus evaluando su radical DPPH y sus actividades de

eliminacion de superdxido NBT(Youn et al., 2017).
1.8.4. Fisiopatologia del endotelio y Disfuncion endotelial

El endotelio es un tejido funcionalmente complejo, productor de multiples
agentes que actuan en forma endocrina, paracrina y autocrina que afectan la
vasoregulacion, proliferacion de células del musculo liso vascular, agregacion
plaquetaria y adhesion de monocitos. La vasoregulacidon ocurre como
resultado de un equilibrio entre la liberacion de factores relajadores y
constrictores. El factor relajador predominante es NO, sintetizado desde L-
arginina a través del sistema de enzimas conocido como oxido nitrico sintasas
(NOS) que convierte L-arginina y oxigeno en NO y L-citrulina. Se distinguen
tres isoformas de NOS, dos de ellas constitutivas, que se expresan en
diferentes tejidos en condiciones fisioldgicas o patoldgicas y son dependientes
de calcio, la endotelial (eNOS) y la neural (hnNOS); la isoforma inducible (iNOS)
esta presente en macrofagos y células inflamatorias. Fisiolégicamente, la
isoforma inducible se expresa en muy bajas concentraciones y su
transcripcion puede ser inducida por citokinas como interleukina-1, factor de

necrosis tumoral y factores de crecimiento (Irribarra P et al., 2000).
1.8.5. Vasodilatacién producida por Oxido Nitrico

Los estimulos que activan la eNOS incluyen trombina, ADP, bradicinina,
sustancia P, agonistas muscaronicos, roce tangencial y corriente circular. El
aumento de actividad de eNOS producto del roce tangencial de la sangre
contra la capa endotelial (shear stress), contribuye a la vasodilatacion
mediada por flujo, un importante mecanismo de autorregulacién por el cual
aumenta el flujo sanguineo en respuesta al ejercicio. Una vez producido, el
NO difunde desde la célula endotelial al musculo liso subyacente, en el que
activa el sistema enzimatico de guanilato ciclasa soluble, que al unirse a NO

aumenta la concentracion de GMPc, responsable final de los efectos celulares
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inducidos por NO. El GMPc genera disminucion en la concentraciéon de calcio
intracelular, a través de activacion de proteinas kinasas sensibles a GMPc que
fosforilan proteinas claves como canales idnicos, bombas y enzimas que
llevan a la relajacion del musculo liso subyacente. De este modo la via NO-
GMPc es la mediadora de los efectos relajadores de muchas hormonas,
incluyendo histamina, nitro-vasodilatadores, acetilcolina, estrégenos,
isoproterenol e insulina. Existen otros factores de relajacion que incluyen a
prostaciclina y al factor hiperpolarizante (cuya estructura es desconocida), que
son antagonizados por factores constrictores también liberados por el
endotelio tales como endotelina-1, tromboxano, y prostaglandina Hz (Irribarra
P et al., 2000).

1.8.6. Otras funciones del 6xido nitrico

Ademas de su rol vasodilatador, el NO (entre otras funciones) es un
inhibidor de crecimiento y migracién celular, de la expresion de moléculas
proinflamatorias y de adhesién. Por este motivo, el endotelio normal tiene
funciones anti-tromboéticas y anti-ateroesclerdticas, inhibe la agregacion
plaquetaria, la adhesion de monocitos y la proliferaciéon del musculo liso
vascular, todos factores de importancia en el desarrollo de ateroesclerosis y
disrupcién de la placa aterosclerética. Por el contrario, en el endotelio
disfuncional se induce la sintesis de moléculas quimotacticas y de adhesin
para monocitos y linfocitos T y de factores que inducen diferenciacion de
monocitos a macréfagos. El endotelio disfuncional promueve la agregacion
plaquetaria a través de una menor disponibilidad de éxido nitrico y favorece la
trombosis a través de una alteracion de la relacion entre activador del
plasmindégeno versus su  inhibidor endogeno.  Estudios in  vitro han
evidenciado que las células endoteliales provenientes de un endotelio
disfuncional, presentan un estado protrombotico caracterizado por un
aumento de la actividad de factor tisular y disminuciéon de la actividad de
proteina C (Irribarra P et al., 2000).
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1.9. Mecanismos de relajacion
1.9.1. Oxido nitrico y su mecanismo de relajacion

Furchgott y Zagadski descubrieron en 1980 el papel fundamental del
endotelio como regulador de la vasodilatacion, al describir el fendmeno de la
relajacion del musculo liso vascular dependiente de endotelio. Ellos
demostraron que anillos arteriales previamente contraidos se podian relajar
en respuesta a la acetilcolina sélo si las células endoteliales estaban intactas.
Eliminando el endotelio anulaban la vasodilatacién producida por la
acetilcolina, lo cual sugeria que su efecto estaba mediado por alguna
sustancia derivada de endotelio que se denomind EDRF (factor relajante
derivado de endotelio). Posteriormente, se demostré que el EDRF era el NO
(Vittone y Mundifia- Weilenmann, 2010).

EINO es lipofilico y se forma a parte del grupo guanidina del aminoacido
semiesencial L- arginina en su conversion a L- citrulina, gracias a la accion de
la enzima NO sintetasa (NOS); para su sintesis se requiere la presencia de
cofactores como: flavin mononucleétido (FMN), flavin adenina dinucledétido
(FAD), tetrahidrobiopterina (BH4) y NADPH. Se han identificado tres
isoformas de NOS: la endotelial (NOSe) y la neuronal (NOSn) que son
constitutivas y una inducible (NOSi). Las enzimas se codifican a partir de los
cromosomas 7, 12, y 17, respectivamente. Las formas constitutivas forman
parte de las células y su expresion es dependiente de calcio, en tanto que la
forma inducible es expresada principalmente en condiciones de inflamacion o
infeccion y es independiente de este catidon. La enzima endotelial esta ubicada
en la membrana celular y en algunas ocasiones en el citoplasma, mientras

que la NOSnh es fundamentalmente citosdlica (Benavides y Pinzon, 2008).

A nivel intracelular, el NO activa el guanilato ciclasa soluble (sGC) y
produce un cambio conformacional en el sitio catalitico, lo cual permite la
conversiéon de guanosina-5-trifosfato a guanosina-3,5-monofosfato ciclica
(GMPc) (Figura 4), esta accion incrementa la concentracion de GMPc celular

hasta 100 veces y reduce la cantidad de calcio intracelular, permitiendo la
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relajacion muscular mediada por la proteina cinasa dependiente de GMPc

(Benavides y Pinzén, 2008).
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Figura 4. Mecanismos de relajacion de la funcién endotelial

La activaciéon de la sGC por la uniéon del NO a su grupo hemo origina
diferentes respuestas en las células dinas o efectoras: vasodilatacion,
inhibicién plaquetaria y aumento del GMPc (Leiva y col., 2000). En el musculo
liso vascular, los efectos del GMPc son mediados a través de proteinas
cinasas y canales ionicos. EI GMPc hiperpolariza la membrana celular,
inhibiendo el flujo de calcio y disminuyendo la sensibilidad de los

miofilamentos al mismo (Benavides y Pinzon, 2008).

El efecto vasodilatsador de esta molécula es estimulado por diferentes
factores entre los que se encuentra: la hipoxia, el flujo sanguineo, la tension
de estiramiento, la histamina, la bradiquinina, la trombina, los acidos grasos
insaturados y a PGI2; es inhibido a su vez por las endotelinas. Se han
identificado ademas inhibidores de la sintesis de NO entre los cuales se
destacan: la hemoglobina, el azul de metileno y la N-monometil-L-arginina (L-
NMMA) (Leiva y col., 2000).
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1.9.2. Prostaciclinay su mecanismo de relajacion

Los prostanoides son una familia de mediadores lipidico-bioactivos,
formados por la ciclooxigenasa (COX) a partir del acido araquidénico (AA),
contenido en la membrana celular de todas las células del cuerpo. Estan
involucrados en numerosas actividades fisioldgicas, incluyendo la agregacion
plaquetaria, la vasodilatacién y la vasoconstriccidn, la respuesta inflamatoria

local y la adhesion celular de leucocitos al endotelio (Morita, 2002; Hinz, 2002).

Recientemente, varios tipos de receptores para PGE2, PGF2a, PGI2,
PGD2, y tromboxano A2 han sido caracterizados usando enfoques
farmacolégicos y bioquimicos. Los receptores de prostaglandinas son
miembros de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G que
parece contar con una estructura unica que consta de siete segmentos

transmembranales (Kimura y col., 2009).

La prostaciclina (PGI2) es el prostanoide mas abundante generado por
las paredes vasculares y es producido por las células endoteliales a partir del
acido araquiddnico, derivado de la prostaglandina H2, a través de la accién
de la enzima COX-PGI2 sintetasa. La PGI2 es descrita como un vasodilatador
derivado de endotelio que, por estimulacion del receptor PGI2 (receptor IP) y
la activaciéon del adenilato ciclasa (AC), induce un incremento en la
concentracion intracelular de AMPc a partir de ATP, provocando la activaciéon
de una proteina quinasa especifica llamada proteina quinasa dependiente de
AMPc (PKA), de manera que produce hiperpolarizacion, la cual es causada
por la abertura de uno o mas tipos de canales de potasio. Por lo tanto, la
relajacion inducida por PGI2 puede estar asociada con k- ATP, BK Ca y

canales de potasio rectificadores de entrada (Feletou y Vanhoutte, 2006).

Los principales factores capaces de estimular la sintesis y la liberacion
de PGI2 son la angiotensina I, la acetilcolina (ACh) o la bradiquinina (BK), asi
como productos liberados de las plaquetas como la serotonina y el factor de

crecimiento liberado de plaquetas (Navarro-Cid y col., 1999).
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Il. JUSTIFICACION

La investigacion dirigida a los productos herbolarios con fines
terapéuticos ha recibido mucha atencién por parte de la comunidad cientifica.
México es el segundo centro de biodiversidad de encinos a nivel mundial, por
lo que los encinos constituyen el segundo recurso forestal mas importante de
México. Su explotacion forestal genera una gran cantidad de desechos en
forma de cortezas, en particular Quercus scytophylla, que en Michoacan es
una de las mas abundantes, y estas cortezas pueden ser aprovechadas para
el desarrollo de productos de alto valor agregado como son los medicamentos.
Dada la alta concentracion en sus extractos de polifenoles, moléculas
reconocidas por presentar efectos benéficos a nivel cardiovascular, una
aplicacion que pudiera vislumbrarse es el uso de estos extractos como
hipotensores, aunque para ello es necesario llevar aparejada una evaluacion
de los posibles efectos toxicologicos, siendo necesario recurrir a ensayos de
laboratorio usando modelos de citotoxicidad. La Artemia es un modelo que
permite valorar efectos citotoxicos siendo a la vez facil de manipular con
costos muy asequibles. Por otro lado, es necesario llevar a cabo una
valoracion farmacoldgica de los extractos utilizando modelos biolégicos, ya
que se tiene el conocimiento empirico de las propiedades hipotensoras de la
corteza de encino, pero la evaluacion del efecto constrictor o dilatador sobre
un modelo in vivo no se ha demostrado. Los resultados de este estudio
permitiran evidenciar la posible utilidad terapéutica de este extracto como
hipotensor y comprobar los beneficios cardiovasculares a nivel endotelial que

resultarian en un impacto benéfico de su consumo por parte de la poblacion .
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l1l. HIPOTESIS

El extracto acuoso y etandlico de Quercus scytophilla puede presentar

actividad citotdxica in vitro sobre Artemia franciscana.

La corteza de encino de Quercus scytophilla contiene compuestos
activos que presentan actividad vasodilatadora sobre el musculo liso vascular,

siendo un regulador de este efecto el endotelio vascular.
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V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Estimar el efecto citotoxico y el impacto toxicolégico agudo a los

extractos acuoso y etandlico de Quercus scytophilla (Encino) utilizando un

bioindicador zooplanctonico (Artemia franciscana)

Identificar el efecto vasodilatador del musculo liso vascular con un

extracto acuoso y etandlico de Quercus scytophilla sobre aorta de rata Wistar

4.2 Objetivos especificos

Calcular la CL 50 y su NOEC a 24 horas del extracto acuoso de

Quercus scytophilla sobre A. franciscana

Calcular la CL50 y su NOEC a 24 horas del extracto etandlico de

Quercus scytophilla sobre A.franciscana

Estudiar el efecto citotoxico de los extractos acuoso y etandlico de

Quercus scytophilla sobre A. franciscana

Exponer a concentraciones crecientes del extracto acuoso de Quercus
scytophilla los anillos de arteria aorta toracica con y sin endotelio para

estudiar el efecto vasorrelajante

Exponer a concentraciones crecientes del extracto etandlico de
Quercus scytophilla los anillos de arteria aorta toracica con y sin

endotelio para estudiar el efecto vasorrelajante
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Bioensayo con Artemia franciscana
5.1.1. Sustancia de Ensayo

Los compuestos utilizados fueron extractos acuoso y etandlico de la
corteza del arbol Quercus scytophilla. En cada uno de los extractos etandlico
y acuoso se realizaron diluciones seriadas en 1 mL (1000 uyL) de agua

tridestilada.
5.1.2. Agua marina sintética.

La preparacion de agua marina se realizé a partir 35 g de sal marina de
la Marca Sera PREMIUM, libre de nitratos, fosfatos y silicatos; la cual se
disolvié en 1000 mL de agua tridestilada (J.T.BAKER) hasta alcanzar una
concentracion del 35% de salinidad y se ajusté a un pH entre un rango de 8-
8.6.

Se realizo la dilucion de cada uno de los compuestos en agua marina
sintética para la obtencion de las diferentes concentraciones exponenciales
para el extracto de Quercus scytophilla etandlico , se trabajoé con 1 g/L, 2 g/L,
3 g/L, 4 g/L, 5 g/L; y para el extracto de Quercus scytophilla acuoso 1 g/L, 2
g/L,3gl/L, 49g/L,59lL.

5.1.3. Material Bioldgico

Los ensayos se realizaron con Nauplios de 24 h de Artemia franciscana
obtenidos a partir de la hidratacién de quistes (Argent Chemical Laboratories,
Washington, USA) a 4 °C por 12 h, fueron incubados a 28 °C en agua marina
sintética a 33-35% (33-35 g/L) de salinidad pH de 8.410.2 a 24 h y una
intensidad de fotones de 18.520 pmol/m2s (1000 lux).
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5.1.4. Determinacion de la toxicidad aguda de los extractos
etandlico y acuoso de cortezas de Quercus scytophilla sobre

nauplios de Artemia franciscana.

La metodologia para la determinacion de las concentraciones letales
50% (LC50) es la propuesta por Persoone, et al. (1989) y modificada
posteriormente por Sanchez-Fortun, et al. (1995), consiste en la
determinacion de la concentracion que causa la muerte del 50% de nauplios
de Artemia franciscana en 24 h sobre placas multipocillo de 24 pocillos
(Sarstedt Inc., USA). Primero se pusieron en incubacion los quistes de A.
franciscana descrito en el diagrama 1., después en cada pocillo de las placas
multiposillo se distribuyeron 10 nauplios de 24 h de A. franciscana los cuales
fueron expuestos a las diferentes concentraciones del sulfato de cobre y
cloruro férrico respectivamente en forma ascendente, obteniendo un volumen
total de 1 mL (1000 uL). Para cada concentracién del compuesto quimico se
establecié un control y cuatro repeticiones con un numero de 12 ensayos,
posteriormente se incubaron las placas a 28 °C por 24 h manteniéndolas en
oscuridad y manteniendo humedad a temperatura media de 25 °C. Finalmente
transcurridas las 24 h de exposicion se determin6é el numero de nauplios
muertos en cada pocillo, en la cual se realizé la lectura a través de un
estereoscopio (Zeiss, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Germany) contabilizando
el numero de nauplios vivos y muertos de A. franciscana en cada uno de los
pocillos de cada concentracién, considerandose muertos aquellos que no

presentaron movilidad durante 10 seg observados en el estereoscopio.
5.2. Estudio de contraccion en arterias aisladas.

Los animales se sacrificaron y se expusieron las arterias aorta toracica.
Las arterias se disecaron y se limpiaron de tejido conectivo y graso. Las
arterias aisladas se cortaron en anillos de 3-4 mm de longitud. A los anillos de
aorta y de mesentérica se les removid el endotelio frotando suavemente la
superficie interna de los vasos con un dispositivo metalico rugoso. Los anillos
se introdujeron en camaras para 6rgano aislado que contenian 10 ml de

solucién de Krebs-Henseleit con la siguiente composicion (mM): NaCl, 118;
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KCl, 4.7; KH2PO4, 1.2; MgSO4. 7H20, 1.2; CaCl2.2H20, 2.5; NaHCOs, 25.0;
dextrosa, 11.7; EDTA, 0.026 (Ibarra et al., 2000).

Las camaras para organo aislado se mantuvieron a 37°C, pH 7.4 y con
burbujeo constante con una mezcla de 95% O2y 5% CO2. Cada anillo arterial
se monté en dos ganchos de nikrom; con uno de estos ganchos se fij6 la
preparacion al fondo de la camara y con el otro gancho se fijé a un transductor
de tensién (Grass FTO3 force displacement transducer; Astro-Med, Inc. West
Warwick, Rl, USA), que estaba conectado a un sistema de adquisicion de
datos (MP100; Biopac Systems Inc. Santa Barbara, CA, USA), para registrar

cambios en la tension isométrica desarrollados por los anillos arteriales.

Los anillos se sometieron a una tension inicial de 3 g y se sensibilizaron
3 veces, a intervalos de 30 minutos, con una concentracion submaxima de
fenilefrina (3.1x108 M) y se construyeron curvas concentracion-respuesta a la
fenilefrina (1x10°-3.1x10° M). Después de la primera curva a la fenilefrina
(curva control) se realizaron curvas concentracion-respuesta en presencia de
concentraciones crecientes de los extractos etandlico y acuoso de
(10mcg/mL, 100mcg/mL, 1Tmg/mL, 10mg/mL, 100mg/mL); 30 minutos antes y

durante la curva al agonista.
5.3. Analisis estadistico

Los valores de las LC50 24 h y NOEC sobre A. franciscana fueron
obtenidos por medio de regresion lineal a través de una relacion de
Concentracion-Respuesta calculando los logaritmos de las concentraciones
finales, relacionados con el porcentaje de mortalidad (% mortalidad vs Log
Concentracion). Se utilizé el Teorema de Tchebysheff para expresar la

respuesta de Mortalidad de cada concentracion, el cual se basa en:
ptko
Donde: p= Media

k= es una constante que puede tomar cualquier valor mayor a 1 (en este

caso se trabajé con un valor de 2, que fue tomado de acuerdo con la regla
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empirica para Distribucion normal la cual nos dice que aproximadamente el
95% de los valores caeran dentro de dos desviaciones estandar con respecto

a la media de cada una de las concentraciones).
o= Desviacion estandar .

Se utilizé el modelo de Regresion Lineal la obtencién de las LC50 vy el
ajuste de las curvas fue por medio del Método de Minimos Cuadrados. La
prueba de distribucion normal de los datos se realiza a través de la prueba
D’Agostino y Pearson. Para determinar las diferencias estadisticas entre cada
valor de LC50 24 h fue realizado a través de la comparacion multiple por t-
student utilizando un intervalo de confianza de p<0.05 (95%). Los célculos
estadisticos son realizados por el paquete estadistico Graphpad Prism v7.0
(Graph-Pad Software Inc., USA). La determinacién del efecto de las
combinaciones de los productos quimicos se realizé a través de un sistema
de algoritmos basados en el indice de Combinacién de Chou & Talalay (1984)
y su respectivo grafico Fa-IC (Respuesta indice de Combinacion), mediante
el programa informatico CompuSyn v 1.0 desarrollado por (Chou & Martin,
2005, 2010).
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VI. RESULTADOS

6.1. Resultados de Bioensayo de toxicidad aguda en Artemia

franciscana

Se determiné la toxicidad aguda a 24 h de exposicion de los extractos
acuoso Yy etandlico de Quercus scytophylla sobre nauplios de A. franciscana
por medio de la determinacion de la respuesta LC50 de cada compuesto

ensayado tanto en su forma individual y comparando sus resultados.

Para el extracto acuoso de Quercus scytophylla se observé una toxicidad
leve en bajas concentraciones con respecto a su respuesta de concentracion
letal 50 a 24 h de 1.71 g/L, mientras que para el extracto etandlico Quercus
scytophylla fue de 2.39 g/L siendo mas elevada la concentracion para
provocar la muerte del 50% de la poblacién evaluada presentando una
toxicidad a corto plazo relativamente baja por encima de 1 g/L; en la Tabla 3
se muestran los valores de la 24 h-NOEC, la LC1i0 y LCo0 a 24 h de cada
compuesto respectivamente con sus limites de confianza del 95%. La Figura

5 muestra la relacion concentracion/respuesta de ambos extractos.

Conforme a la clasificacion propuesta por la EPA (Agencia de Proteccién
Ambiental) para categorizar a las sustancias o contaminantes en ambientes
acuaticos en cuanto a su toxicidad aguda (LCso mg/L), se encuentra que en la
categoria o clase | se clasifican las sustancias con una LCso < 1 mg/L, es decir,
en sustancias altamente toxicas para organismos acuaticos, en la categoria Il
se encuentran las sustancias con una LCso >1 - <10 mg/L siendo sustancias
téxicas para organismos acuaticos, en la categoria Ill con una LCs0 >10 - <
100 mg/L se localizan las sustancias peligrosas para el ambiente acuatico y
en la categoria IV con una LCso > 100 mg/L encontrariamos a las sustancias
no nocivas para los organismos acuaticos (Cortés, 2012; Sanchez-Fortun R.
& Barahona, 2002). Por consiguiente, el extracto acuoso como etandlico de
Quercus scytophylla expuesto a nauplios de A. franciscana puede clasificarse
dentro de la categoria IV, es decir, en sustancias no nocivas para el ambiente

acuatico (véase tabla 4). Aunque estas clasificaciones poseen variaciones
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entre si, todas coinciden en agrupar los extractos con CL50 inferiores a 100
Mg/mL en las categorias de mayor toxicidad, mientras, los que muestran

valores superiores a 1 000 pyg/mL se clasifican como no téxicos.

100

—@— Extracto Acuoso Q. scytophylla

—®— Extracto etandlico Q. scytophylla

50

Letalidad

%

Y=219.1X -1.16

Y=153.6X -8.27

T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

log,[]g L™

Figura 5. Relacion Concentracion Respuesta lineal de los extractos
acuoso y etandlico de Quercus scytophylla sobre nauplios de 24 h de Artemia
franciscana. Cada punto () representa la media + su desviaciéon estandar
(MtO)

Tabla 3. Valores obtenidos de CL50 y NOEC, 24hrs después de la exposicion

del extracto etandlico y acuoso de Quercus scytophylla sobre nauplios de
Artemia franciscana

Extracto Acuoso Extracto Etandlico

24h NOEC: 1.01 g/L | 24h NOEC: 1.13 g/L
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CL50(24)Z 1.71 g/L CL50(24): 2.39 g/L

Tabla 4. Clasificacion de toxicidad aguda en ambientes acuaticos marinos de
acuerdo con la EPA.

CATEGORIA
TOXICIDAD AGUDA

(CLso mg L)

<1 CATEGORIA I: Sustancias muy
téxicas para el ambiente acuatico
1-10 CATEGORIA II: Sustancias téxicas
para el ambiente acuatico
10-100 CATEGORIA lll: Sustancias

peligrosas para el ambiente acuatico

2100 CATEGORIA IV: Se consideran no

téxicas
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6.2. Resultados del extracto etandlico y acuoso en Arteria aorta.

En el presente estudio se logré observar que la respuesta obtenida en
los ensayos es diferente y altamente dependiente del extracto probado (ya
sea etandlico o acuoso), existiendo una diferencia debida a la presencia del
endotelio, lo cual se evidencia con la ausencia del endotelio ya que se percibe
un aumento en la respuesta contractil del musculo liso vascular de la arteria
aorta toracica, sin embargo, al aplicar el extracto etandlico en la concentracion

mas elevada se llega a producir un efecto vasodilatador.

En la respuesta observada en el extracto etandlico, con y sin endotelio,
se observo una gran diferencia en la magnitud de la respuesta obtenida, a
partir de las concentraciones mas bajas, resultando en una mayor constriccion
cuando no hay endotelio; sin embargo, en la concentracion mas elevada se

obtiene una respuesta vasorrelajante (Figura 6).
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Figura 6. Contraccién arterial en presencia del extracto etandlico de Quercus
scytophylla
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En cuanto a la respuesta al extracto acuoso es totalmente dependiente
de la presencia del endotelio. Las diferentes concentraciones a las que se
expuso la aorta dan una respuesta similar, pero con magnitud diferente,
siendo la constriccion de la arteria hasta tres veces mayor comparada con la
que se produce en ausencia de endotelio. En este caso, a la concentracion
mas elevada (100 mg/L), no se observa el efecto vasorrelajante que ocurria

con el extracto etandlico (Figura 7).
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Figura 7. Contraccion arterial en presencia del extracto acuoso de Quercus
scytophylla.
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VII. DISCUSION

La deteccion de extractos de plantas medicinales con accidon hipotensora es
el propodsito final de muchas investigaciones. Sin embargo, la fuerte accién
citotoxica de un extracto vegetal o la demostracion de toxicidad in vivo

constituyen limitaciones relevantes para su uso en la practica clinica.

El ensayo de letalidad de larvas de A. franciscana ha sido utilizado con
eficiencia para detectar componentes con accion citotdéxica y ha demostrado
buena correlacion al evaluar extractos de plantas con relacion al ensayo de
toxicidad aguda oral en ratones. Estos hallazgos refuerzan la importancia de
la utilizacién de este ensayo como prueba alternativa de toxicidad. En 1982,
Meyer et al., fueron los primeros en introducir el uso de las larvas de Artemia
spp. en sustitucion de animales superiores en la evaluacion de extractos
vegetales para el descubrimiento de compuestos con actividad antitumoral y
citotoxica(Martinez-Ramirez and Contreras-Esquivel, 2010). Este ensayo se
utiliza para la pre-evaluacion de extractos vegetales en el descubrimiento de
compuestos antitumorales. Inicialmente, se determiné6 que existe una
correlacion positiva entre la mortalidad de las larvas de Artemia y la
citotoxicidad frente a las células 9KB (carcinoma nasofaringeo humano) y la
linea celular 3PS(P388) de leucemia. En general, los valores de EDso para las
citotoxicidades son aproximadamente una décima parte de los valores de LCso

encontrados en los ensayos con Artemia spp.

El ensayo de Artemia ha sido utilizado para la evaluacion inicial de seis
lineas celulares de tumores humanos. De este modo, es posible detectar y
entonces monitorear el fraccionamiento de extractos con actividad citotdxica,
utilizando el ensayo de mortalidad de larvas mas que otros ensayos
antitumorales in vivo o in vitro que resultan mas tediosos y costosos. De este
modo, se han descubierto hasta el momento mas de 300 compuestos
antitumorales y plaguicidas utilizando este bioensayo en la preevaluacién
(Irribarra P et al., 2000)
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En el presente trabajo se investigaron las propiedades toxicolégicas de
un extracto acuoso y etandlico de Q. scytophylla utilizando un modelo
biolégico con el bioindicador Artemia franciscana .Los resultados obtenidos de
la concentracién letal media en Artemia franciscana muestran una baja
toxicidad del extracto acuoso de Q.scytophylla sobre este crustaceo (>1000
Mg/mL) con intervalos cercanos entre la NOEC y LOEC. Es asi que, de
acuerdo con los parametros establecidos por la Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA), el extracto acuoso de cortezas de Q.scytophylla no es toéxico
a corto plazo en representantes zooplanctonicos de agua marina ya que de la

CLso obtenido es mayor a 100mg/L (Categoria IV segun la EPA) (Tabla 4).

El ensayo de letalidad realizado en Artemia sp, aunque no es un método
aceptado aun por las entidades regulatorias en materia de medicamentos, ha
demostrado ser efectivo para analizar la toxicidad de extractos derivados de
plantas. Se trata de un método atractivo porque es muy simple, econémico y
requiere concentraciones pequefias de extractos. Comparando los resultados
obtenidos con los reportados por Tawaha en 2005 (Alali et al., 2005).quien
utilizé dicho método para determinar la toxicidad de numerosos extractos
naturales y establecio que los extractos de plantas con una CLso > 1000ug/ml
en Artemia sp presentan baja toxicidad podria considerarse que el extracto de
Q. scytophylla presenta una pobre toxicidad sobre este crustaceo. Sin
embargo, los resultados obtenidos muestran algunos aspectos que deben ser
analizados como la cercania entre los valores de la NOEC, la LOEC y la CL 1o,
lo que indica que el margen de seguridad del extracto acuoso de Q.
scytophylla es relativamente estrecho, debiendo ser utilizado con cuidado por

parte de la poblacién.

En definitiva, los resultados del presente trabajo son favorables ante el
hecho de que los extractos evaluados mostraron, mayoritariamente, baja
toxicidad en este modelo. Sin embargo, cabe destacar que se observo una
ligera diferencia entre los efectos del extracto acuoso y el extracto etandlico,
al observar una mayor toxicidad producida por el extracto acuoso lo que
sugiere una responsabilidad posiblemente proveniente de la solubilidad
(Duran and Alvarez, 2000) o bien de la composiciéon relativa de ambos
extractos. Valencia y colaboradores evaluaron la concentracion de fenoles
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totales, acidos hidroxicamicos, proantocianidinas y flavonoides en el extracto
acuoso y etandlico de cortezas de Quercus scytophylla, observando que el
extracto acuoso era significativamente mas concentrado en
flavonoides(Valencia-Avilés et al., 2018). Aunque, en lo mejor de nuestro
conocimiento, no se ha realizado una caracterizacion quimica exhaustiva de
los extractos de esta especie otros estudios sugieren que flavonoides como la
santoflavona pueden ser toxicos sobre Artemia sp.(S et al., 2009) Otras
investigaciones deben realizarse para elucidar la composicién quimica de
ambos extractos y tratar de establecer las moléculas responsables del efecto

toxico observado.

La valoracion de los extractos acuoso y etandlico de Quercus
scytophylla, en lo que concierne al estudio del efecto vasodilatador en arterias
aisladas de ratas Winstar mostré6 resultados disimiles. A bajas
concentraciones puede observarse una respuesta constrictora leve, siendo sin
embargo sobresaliente la diferencia en la magnitud de la respuesta cuando el
endotelio de la pared vascular esta ausente, este efecto permite observar que
el endotelio vascular es un modulador de la contraccion vascular sobre el
musculo liso, lo que tendria efectos notables sobre la fisiologia vascular en
diferentes padecimientos como la hipertensién arterial. Dentro de este estudio
la exposicidon al extracto etandlico, en la condicion sin endotelio, en
comparacion con el extracto acuoso da como resultado una vasodilatacion, lo
cual sugiere que los compuestos vasoactivos contenidos en el extracto
etandlico tienen una mayor bioactividad responsable de este efecto
farmacolégico. Si se analiza el estudio anterior de Valencia vy
colaboradores(Valencia-Avilés et al., 2018), puede constatarse que el extracto
etanolico de cortezas de Q. scytophylla presenta concentraciones
significativamente mas importantes en fenoles totales (521 vs. 329 mg
GAE/qg), acidos hidroxicinamicos (173 vs. 113 mg ChAE/g) y proantocianidinas
(48.4 vs. 12.6 mg CChE/qg) que el extracto acuoso por lo que es probable que
la mayor cantidad y diversidad de compuestos polifendlicos del extracto
etandlico esté en relacién con el efecto observado. Estos resultados estan en

concordancia con los de Padilla y colaboradores que evidenciaron una
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relacion directa entre el efecto vasodilatador en aortas aisladas de rata con el

contenido en fenoles de vinos espanoles(Padilla et al., 2005).

Se tiene el conocimiento que el endotelio es el principal regulador de la
vasodilatacién del musculo liso vascular debido a que este libera sustancias
vasodilatadoras como el 6xido nitrico y las prostaglandinas que son liberadas
en procesos que afectan la homeostasia vascular (Badimén and Martinez-
Gonzalez, 2006). De esta manera, este resultado indicaria una accion
favorable para la regulacion del musculo liso vascular, que permitiria la
continuacion de la investigacion sobre esta propiedad particular del extracto

etandlico de Quercus scytophylla.

En estudios realizados por Mamani-Choquepata et al., 2013 se obtuvo
un efecto vasodilatador de un extracto hidroalcohdlico del maiz morado (Zea
mays L.) este efecto se atribuye a la concentracién de antocianinas presentes
en el maiz morado. Lo que confirma, como en nuestra investigacion, que
existe una actividad vasodilatadora debida a la realizacion de extractos

vegetales con solventes hidroalcohdlicos.

Onzaga et al., 2008 le atribuye un efecto vasodilatador a C. prunifolia
cuando realizdé un extracto etandlico de ella, obteniendo una fraccién
flavonoide de la que se presume un efecto vasorrelajante al ser contraidas las
arterias con KCI, en nuestro estudio sin embargo se utilizé L-name como
constrictor, pero en ambos casos se confirma la actividad de sustancias
vasorelajantes presentes al realizar extractos vegetales con solventes

hidroalcohdlicos.

La relajacion dependiente del endotelio se alcanza por una combinacién
de accién de 6xido nitrico, prostaciclina y factor hiperpolarizante derivados del
endotelio (Montes et al., 2005). Los resultados de este estudio no mostraron
una diferencia significativa en el efecto relajante del extracto acuoso y
etandlico de encino Quercus scytophylla en anillos sin endotelio, lo cual indica

que mecanismos dependientes del endotelio no estan envueltos en su accion.

Los estudios en 6rgano aislado se consideran como una técnica util para

evaluar los efectos de farmacos y extractos derivados de plantas en el
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musculo liso. Sin embargo, la técnica de 6rgano aislado vascular presenta
como desventaja la dificultad de mantener el tejido viable para los ensayos
farmacologicos. A pesar de ello, las investigaciones relacionadas con los
efectos vasorrelajantes de algunas especies vegetales utilizadas
principalmente en la medicina tradicional han sido de gran interés para

encontrar una opcién para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

Los resultados obtenidos apoyan la hipotesis que sefiala que estos
extractos acuoso y etandlico de Quercus scytophylla efectivamente poseen un
efecto relajante de la musculatura lisa arterial y por lo tanto, se puede
determinar que efectivamente es un regulador de la actividad musculo liso

vascular, de manera independiente a la presencia del endotelio vascular.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los extractos de Quercus scytophylla mostraron baja toxicidad en el
modelo de Artemia franciscana. Sin embargo, se observo ligeramente una
mayor toxicidad producida por el extracto acuoso y se observé un claro efecto

vasodilatador con el extracto etanolico.

IX. RECOMENDACIONES

Aunque los resultados del trabajo constituyen una primera etapa que
permitié conocer la toxicidad del extracto acuoso y etandlico de cortezas de
Quercus scytophylla, estudios agudos, subagudos y crénicos en roedores y
no-roedores deben ser realizados con vistas a establecer los efectos toxicos

de estos extractos en modelos animales mas complejos.

Estudios ulteriores deben también realizarse para elucidar los
mecanismos de relajacion implicados en la accion del extracto etandlico en
ausencia de endotelio y determinar las moléculas responsables de dicha

actividad.
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