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1. RESUMEN.

Desde tiempos antiguos las plantas han sido utilizadas como medicinales en el
tratamiento de diversas enfermedades, por lo cual grupos de cientificos se han dedicado a
estudiar y evaluar los extractos vegetales como una alternativa terapéutica frente a diferentes
afecciones. El objetivo del presente trabajo fue evaluar los posibles efectos téxicos del extracto
hexanico de Artemisia ludoviciana, mediante los ensayos de toxicidad aguda y a corto plazo, a
fin de conocer los efectos toxicos de la planta y su inocuidad. Se utilizarén 12 ratas macho de la
cepa Wistar para cada uno de los ensayos, las cuales se dividieréon en grupo control (n = 3) y
grupo tratado (n = 9). Los grupos tratados recibierén una dosis de 50 mg/kg (p.o.), mientras que
los grupos control se les administro H,O-DMSO 1:1. Los animales del ensayo de Toxicidad Aguda
fuerén observados por 3 dias, mientras que los del ensayo de Toxicidad a Corto Plazo durante
28 dias. Los resultados de los ensayos no arrojaron muertes ni efectos toxicos histopatolégicos a
las dosis empleadas. Es posible concluir en este trabajo que el extracto hexanico de Artemisia
ludoviciana a dosis 50 mg/kg no produce letalidad ni signos indicativos de toxicidad hepatica en
ratas Wistar.

Palabras clave: Artemisia ludoviciana, Toxicidad aguda, Toxicidad a corto plazo, Ratas Wistar.
ABSTRACT

Since ancient times, plants have been used as medicine in the treatment of various
diseases, so groups of scientists have dedicated themselves to study and evaluate plant extracts
as a therapeutic alternative to different afecciones.! The aim of this study was to evaluate
potential toxic effects of hexane extract of Artemisia ludoviciana through trials and short-term
acute toxicity, in order to know the toxic effects of the plant and its safety. 12 male Wistar rats
were used for each of the trials, which were divided into control group (n = 3) and treated (n =
9) group. Treated groups received a dose of 50 mg/kg (po), while the control groups were
administered DMSO - H20 1:1. The test animals were observed Acute Toxicity for 3 days, while
the toxicity assay Short Term for 28 days. The results of the tests yielded no deaths or
histopathological toxic effects at the doses used. We conclude in this paper that the hexane
extract of Artemisia ludoviciana at doses 50 mg / kg produced no lethality or signs suggesting
liver toxicity in Wistar rats.

Keywords: Artemisia ludoviciana, Acute toxicity Short-term toxicity, Wistar Rats.



2. INTRODUCCION.

El uso de productos naturales con propiedades terapéuticas constituye una nueva
categoria que sin duda revolucioné el esquema del tratamiento medicinal a finales del siglo XX.
Marcando un aporte ascendente en el siglo XXI. La existencia de plantas con un elevado
potencial terapéutico constituye una alternativa farmacolégica de marcado interés en la
terapéutica de muchas enfermedades, de ahi la importancia de la investigacion preclinica con la

finalidad de detectar posibles efectos toxicos post administracion.?

Dentro de la bateria de ensayos de primera barrera se encuentran los estudios de
toxicidad aguda y los estudios de toxicidad a corto plazo imprescindibles en la estimaciéon del

potencial toxico de una sustancia.’

El procedimiento de dosis fijas fue adoptado en la guia No. 420 de la Organizacion para
la Cooperacién y el Desarrollo Econdmico (OECD) como alternativa a la prueba cldsica de
toxicidad aguda. El método se basa en la evaluacion de dosis prefijadas (5, 50, 300 y 2000
mg/kg) para discernir la clasificacién tdxica de una sustancia segun el Sistema Global

Armonizado (SGA).?

El estudio de Artemisia ludoviciana se llevé a cabo con la finalidad de conocer la
inocuidad y toxicidad del extracto hexanico utilizando la dosis de 50 mg/kg de peso corporal,
esta informacidn brindara elementos al perfil toxicoldgico de la planta permitiendo el uso

cientificamente sustentado para ser utilizados en estudios in vitro e in vivo.



3. ANTECEDENTES HISTORICOS.

3.1. La etnobotanica.

Las plantas han acompafiado al hombre desde su origen, el cual descubrié sus
propiedades a prueba y error, en sus largas migraciones. Basandose principalmente en la
observacion de la actividad alimenticia de los animales. Posteriormente formaron relaciones
con otros humanos, transmitiendo los conocimientos sobre identificacidn, seleccién y usos de
diversas plantas en torno a sus propiedades y consumo; es asi como nace la agricultura y con
ella la farmacologia, toxicologia, nutricién, agronomia, ecologia, sociologia, linguistica, historia,

entre otras disciplinas, lo cual permite un amplio rango de enfoques y aplicaciones.’

Actualmente, las plantas juegan un papel importante en la vida del ser humano,
animales y microorganismos. Son fuente importante en la producciéon de oxigeno, regulan el
ciclo de agua y forman parte importante de la cadena alimenticia de humanos, animales e

insectos. Podrian ser incluso, la solucidn futura a la carencia de hidrocarburos y medicamentos.*

Las investigaciones etnobotdanicas han adquirido especial relevancia en las dos ultimas
décadas, debido a la creciente pérdida de conocimientos tradicionales que han llevado en parte
a la degradacién y destruccion de numerosos ecosistemas originados por la deforestacién y
extraccion de recursos de su habitat natural.® La necesidad de vivir en armonia con el
ecosistema, no deriva solo de convicciones morales o éticas, sino que se fundamenta en la
utilizaciéon de sus recursos para la sobrevivencia. Por lo tanto, desde 1957 la Organizacidon
Mundial de la Salud (OMS) promueve la medicina tradicional.> En 1978 se llevd a cabo la
conferencia Alma Ata, donde se fomento el programa “Salud para todos” acordando impulsar la
documentacién y evaluacién farmacoldgica de las plantas medicinales, abriendo las puertas

entre la medicina moderna y la medicina tradicional .’

El conocimiento tradicional de diferentes grupos étnicos sobre el uso y manejo de
recursos naturales, ha demostrado el potencial para aprovechar y conservar de manera integral,

las riquezas vegetales, a fin de integrarlas en sistemas de salud, agropecuarios, agroforestales y



forestales, para su empleo como: fertilizantes, medicamentos y alimento, entre otras, con el
objetivo de determinar su participacion en una cadena econdmica tanto nacional como
internacional que permitan el desarrollo del pais.” Etnobotanica es un inventario del saber
ancestral, encargada del estudio de las relaciones utilitarias de las plantas con el ser humano,
dentro de las cuales se incluyen los usos medicinales. De acuerdo a la OMS la etnobotanica,
posee el objetivo de recopilar el conocimiento ancestral y la busqueda de nuevos compuestos
medicinales, que contribuyan a elevar las condiciones de salud humana. Por su naturaleza
interdisciplinaria abarca muchas dreas, entre las cuales se incluyen: botdnica, quimica,

medicina.”®

3.2. Historia de la etnobotanica en México.

El estudio sistemdtico de las plantas en México, se remonta a épocas mas alld de la
conquista espar”\ola.8 Los indigenas poseian un amplio conocimiento sobre los vegetales y
hierbas medicinales. A la curacién con hierbas se agregaron los minerales de animales que
poseian propiedades curativas. La forma en que administraban sus medicamentos era mediante
cocimientos, maceraciones, emplastos, polvos y aceites. Muchas veces acompafiados de
conjuros, mandas, rezos o Iimpias.9 Los mercados prehispanicos ofertaban una gran variedad de
plantas medicinales, las cuales constituian una de las principales mercancias. En esta época ya
existian los jardines botdnicos especializados en este tipo de plantas como el de Nezahualcéyolt
en Tetzcotzinco del reino de Texcoco, el de Moctezuma Ilhuicamina en Huaxtépetl (Oaxtepec) y

Quauhnahuac en Cuernavaca.”°

Con la conquista de México la herbolaria mundial se enriquecié notablemente. Sin
embargo, la forma tradicional de curar se vio limitada e influenciada por la medicina moderna.
Los espafioles en su afan de la conquista prohibieron algunas formas de curacién por
considerarlas magicas y supersticiosas. La medicina Espafiola introdujo asi el empleo de la
jeringa metdlica y la incorporacidon de otras plantas. No obstante con el progreso de la medicina,
los médicos se olvidaron del uso de las plantas, limitdndose a recetar productos comerciales y a

;s . 11 s . , . . .
veces con efecto toxico.”” Maximo Martinez en 1939, recopila en su obra “Plantas Medicinales



de México”, datos importantes de la medicina botanica de la época. De los principales legados
sobre la herbolaria y medicina de la cultura mesoamericana se encuentra el trabajo de Fray

I “"

Bernardino de Sahagun conocido como el “Cédice Florentino” en ndhuatl y su versién en

espafiol “Historia general de las cosas de la Nueva Espafia”.’? Por su parte Martin de la Cruz
expone sus conocimientos de herbolaria medicinal en “Libellus de medicinalibus indorum
herbis“. La versién en latin fue hecha por Juan Badiano y se le conoce como Cddice De la Cruz-

Badiano, Cédice Badiano o Cddice Barberini.'®

Monardes (1565-1574) elabord la primera, segunda y tercera parte de la “Historia
medicinal de las cosas que se traen de nuestras Indias occidentales que sirven al uso de la
medicina”, a través de sus escritos muchos conocieron los recursos medicinales de América.
Arias de Benavides en 1567 escribié el libro “Secretos de Chirurgia” donde narra declaraciones
sobre el uso de las plantas medicinales y la practica de la herbolaria en México.*
Posteriormente, en 1570 Francisco Herndndez es comisionado por Felipe Il para estudiar la
medicina indigena mexicana de donde resulta la obra “Historia de las Plantas”, donde
nuevamente se destaca el amplio conocimiento en el manejo de las plantas medicinales para el
tratamiento y prevencién de diversas enfermedades. Asimismo, tenemos referencias sobre el
empleo de algunas plantas con fines medicinales en obras histéricas como “La Nueva Crénica” y
“Buen Gobierno” (1587) de Felipe de Guzman Poma de Ayala y “Los Comentarios Reales de los

Incas” (1609-1617) de Garcilaso de la Vega.15

3.3. Historia de la fitomedicina.

3.3.1. Edad Clasica.

Desde tiempos remotos las culturas sabian la importancia de conocer las propiedades
alimenticias, curativas y téxicas de las plantas y animales. Un ejemplo claro son las tablillas
sumerias de Nippur (2,500 a.C.) las cuales mencionan el uso de varias medicinas de origen

4 . . .
vegetal.” Por su parte, Campbell Thompson a partir de diversos estudios, establece que la

cultura Mesopotamica utilizaba tablillas divididas en tres columnas; la primera indicaba el



nombre de la planta, la segunda la enfermedad y la tercera el modo de empleo. Estos
formularios reunian aproximadamente unas 250 plantas, 120 sustancias minerales y 180
sustancias de origen animal, que poseian propiedades medicinales. Uno de los tratados médicos
mas importantes de la medicina, es el Papiro Ebers (1550 a.C.), donde se describen mas de
1,000 recetas. En este papiro los egipcios muestran un grado de conocimiento sobre el
funcionamiento del cuerpo humano, su fisiologia, anatomia, toxicologia y hechizos. El papiro

también hace alusién a mds de 700 sustancias, extraidas en su mayor parte del reino vegetal.16

Otro documento detallado es el cédice de Hammurabi (1730-1685 a.C.), el cual contiene
referencias sobre el uso de plantas curativas. Muestra de ello son los jardines construidos en el
reinado de Mardukapalidine Il (772-710 a.C.) donde se cultivaron alrededor de 64 especies de
plantas con propiedades medicinales.® En la cultura china uno de los compendios mas
importantes es el llamado Pen tsao kang-mou, escrito en el afio 2,697 a.C., donde se describen
aproximadamente 8,160 formulaciones medicinales. Por su parte Los Papiros de Lahun,
fechados en el afio 1800 a.C., muestran grandes avances de la cultura egipcia sobre la medicina

natural.’®

En la antigua Grecia se utilizaban féormulas magicas, conjuros y otros procedimientos de
los que se creia poseian valor terapéutico. De esta cultura surgieron varios autores. Hipdcrates
(entre el siglo IV y Ill a.C.), conocido hoy en dia como el padre de la medicina moderna, senté las
bases de lo que hoy conocemos como la higiene. Mientras que Aristételes (384-322 a.C.), por
otro lado al igual que platon (428-347 a.C.), describié las virtudes de la medicina y las
propiedades tdxicas de un gran numero de plantas conocidas en ese momento. De la misma
manera Teofrasto (372-287 a.C.), realizd grandes estudios en el campo de la botanica. Su obra
es relevante en el desarrollo de la farmacia, farmacognosia y la medicina, pues no sdélo describid
aspectos botanicos sino también los usos terapéuticos.'® Galeno (129-200 d.C.) describe en su
obra aproximadamente 473 medicamentos de origen vegetal, mineral y animal. Mas adelante,
Dioscérides (Siglo 1) fue el médico botanico mas importante e influyente en su tiempo y quizas
uno de los que realizé los mas grandes aportes en el campo de la medicina. Dentro de su obra

“La Materia Médica”, resalta la utilizacion de las plantas en el mantenimiento de la salud,



ademas resulta importante debido a que en ella se encuentran las bases de los grandes
herbarios europeos de la Edad Media. A partir del Siglo X se sucedieron las contribuciones mas
importantes a la farmacoterapia, mediante el texto “Coleccion de medicamentos y alimentos
simples” de Ibn al-Baytar, el cual trata sobre un millar de productos conocidos desde la edad

antigua y otros tantos nuevos, empleados como medicinales.'®

3.3.2. Renacimiento o Revolucion cientifica.

El Siglo XVIII tuvo notables cambios, con la llegada de la revolucién cientifica, la botanica
se declara como ciencia a cargo de médicos y boticarios, encargandose del estudio,
denominacién vy la clasificacion de las plantas®’ y por otro lado la terapéutica cuyos objetivos se
centraron en: 1) estudiar la composicidon quimica de las plantas, los compuestos y sus sustancias
activas, y 2) el andlisis fisiolégico de los mecanismos de accién. Este proceso dio paso a las
ciencias fisioldgicas y consecuentemente a la clinica y patologia. Por su parte el barroco y la
ilustracién se vieron influenciados por tres componentes: la medicina tradicional galénica, el

paracelsismo del Siglo XVI y la nueva botdnica.

La ilustracién supuso dos nuevos cambios a la materia, la eliminacién de compuestos
ineficientes de las farmacopeas y el examen sin prejuicios de remedios de empleo popular. Todo
esto desemboca en el Siglo XIX, con la revolucidn industrial. En esta etapa comienza la carrera
de los médicos y quimicos por el descubrimiento de nuevas sustancias. Se da el descubrimiento
de la narcotina, morfina, cinconina, estricnina, quina y asi una larga lista de alcaloides. La nueva
farmacologia crece con el establecimiento de la toxicologia por parte de los estudios de Mateo
Buenaventura Orfila en el Siglo XVIIl y el comienzo de los programas de tamizaje de extractos de
plantas para evaluar la actividad antibacteriana. Ya para el Siglo XX, hechos transcendentes en
la terapéutica, como los hallazgos de Paul Ehrlich, sobre el uso del salvarsan contra la sifilis
marcan el origen de la antibioterapia especifica y el surgimiento de importantes empresas

farmacéuticas, relegando casi en su totalidad al olvido, el uso de las plantas medicinales.

En los afios 80 del siglo XX, se despiertan una serie de opiniones entre grupos cientificos,

guimicos, farmacobidlogos, industrias farmacéuticas y laboratorios sobre retomar nuevamente



el uso de las plantas.'® Debido a los serios problemas de resistencia que estdn generando casi
todos los microorganismos, la inefectividad asi como los problemas sobre la salud y el medio
ambiente que provocan los compuestos quimicos. Surgiendo asi la etnofarmacologia y la

fitoterapia como materia.*

3.4. La herbolaria y la fitomedicina.

3.4.1 La herbolaria y la fitomedicina en el mundo.

La medicina tradicional es un recurso terapéutico sustentable, factible e integral de gran
uso a nivel mundial. Sus secretos han sido utilizados tradicionalmente transmitiéndose de
generacién en generacion. Con el paso de los afios ha crecido ininterrumpidamente, a pesar de
los obstaculos que se han presentado conforme a su aceptacidn por diferentes grupos
cientificos.’® En la actualidad, mas del 80% de la poblacién a nivel mundial depende de las
pIantas.20 De las 250,000 a 300,000 plantas que se conocen en el mundo, el hombre utiliza del
35-50% principalmente como alimento. Sin embargo se cree que las especies de plantas
medicinales estudiadas fitoquimicamente en todo el mundo, no rebasa el 10%"" mientras que
de las 70,000 especies acreditadas como medicinales, solo se han realizado estudios en un
promedio de 5,000 y las evaluadas farmacolégicamente son menos del 5% mientras que las

estudiadas agronémicamente no llegan al 1%.41°

La OMS define como plantas medicinales a cualquier especie vegetal que contiene
sustancias empleadas con propdsitos terapéuticos, cuyos principios activos puedan servir de
precursores para la sintesis de farmacos.® La proteccidén de la salud a través del uso de plantas
medicinales estd asumiendo un alto valor econémico en paises desarrollados. Esta
transformacion es notable, cuyos ingresos a nivel mundial en el afio 2000 fueron de 30,000 mil
millones de ddlares.” Mientras que los preparados de plantas medicinales proyectaron un
movimiento de 24,180 millones de ddlares en el 2012. A nivel mundial el 50% de las plantas son
usadas como alimentacién tanto en humanos como en animales, 25% en la industria cosmética,

20% en la industria farmacéutica y el 5% en otros rubros. En los paises desarrollados la gente



tiene preferencia por sustancias quimicas o semisintéticas, por su lado, los paises en desarrollo
prefieren los productos naturales o plantas medicinales, debido a su accesibilidad y bajo costo,

estos dos tipos de productos difieren significativamente, uno del otro.**

Tabla 1. Cuadro comparativo de las caracteristicas de las sustancias naturales puras y de los

productos fitoterapéuticos.*?

Caracteristicas Sustancias puras Productos fitoterapéuticos
Composicién quimica Uniforme Variable

Caracter Homogéneo Heterogéneo

Estructura Conocida Desconocida

Origen Sintesis Extraccion

Proceso Aislamiento Procesamiento

Producto Puro Estandarizado

Principio activo Unico Varios

Andlisis Principio activo Marcadores

La produccién proviene principalmente de paises en desarrollo como: América Latina,
Asia, Africa, India y China; comercializdndose a los mercados de paises desarrollados entre los
cuales destaca la unién Europea, Estados Unidos y Japdn. Entre los paises que consumen mayor
cantidad de plantas con propiedades medicinales y aceites esenciales, se encuentra Alemania,
seguido de Francia.?® China registra el mayor ndmero de plantas medicinales certificadas con
5,000 ejemplares, seguido por México (4,500) y Colombia (2,600). Estas naciones cuentan con la
materia prima pero ninguna ha desarrollado la técnica para obtener una variedad de

medicamentos alépaticos.zs'24



3.4.2. La herbolaria y la fitomedicina en el México actual.

En relacion con el uso de plantas medicinales en América Latina, México cuenta con una
gran riqueza bioldgica debido entre otras causas a su ubicacidn geografica entre la zona
templada norte y la zona tropical; con una considerable zona subtropical, por lo que tiene una
de las floras mas variadas de América. Dentro de esta diversidad existen mds de 30,000 especies
de plantas vasculares, de las cuales se calcula que al menos el 50% se utilizan para satisfacer
alguna necesidad humana. En general, su comercializacidon se da principalmente en mercados,
tianguis, puestos ambulantes y tiendas naturistas; ofertandose en diferentes presentaciones;

secas, frescas, en polvo o inmersas en productos (champu, jarabes, cremas, etc.).?

En 1997, el Instituto Nacional Indigenista documenté 3,000 plantas con usos medicinales
en México, esto representaba el 10% de la riqueza floristica del pais.** Actualmente se han
registrado alrededor de 4,500 especies con atributos medicinales y solo 250 estan validadas
clinica y farmacolégicamente. Sin embargo de los 100 millones de habitantes que existen en
México, solo el 40% tiene acceso a la medicina aldpata, debido a su alto costo y baja
accesibilidad, sin que esta logre satisfacer la demanda de la gente. Razén por la cual, el resto de
la poblacién hace uso de las plantas medicinales.?® Se estima que en el pais se procesan mas de
1000 toneladas de plantas medicinales al mes. Actualmente en el mercado de Sonora de la
Ciudad de México se comercializan aproximadamente 200 toneladas, generando
aproximadamente un ingreso de 30,000 mil pesos por tonelada. Esto sin considerar los
mercados de Guadalajara y San Luis Potosi. El interés actual en la medicina herbolaria radica en
la busqueda de opciones terapéuticas, basadas en la creciente insatisfaccién hacia la medicina
convencional, tanto en la cura de algunas enfermedades o padecimientos, como en la
generacion de cepas resistentes a muchos productos quimicos y los efectos negativos sobre el
medio ambiente. Por lo expuesto, la elaboracién y difusién de inventarios de plantas, asi como
el estudio de sus propiedades y efectos toxicoldgicos, permitirdn detectar nuevas fuentes
potenciales de principios activos y materias primas a fin de desarrollar nuevas lineas de

. . 2
Fitomedicamentos.®
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3.5. La fitoquimica.

3.5.1. Extractos vegetales.

Los extractos son preparaciones obtenidas mediante remocion de las plantas que
poseen un bajo contenido de aceite esencial, cuyos compuestos activos presentan una accién
farmacoldgica especifica y cuantificable los cuales deben de cumplir con una serie de exigencias

para ser considerados como fitofarmacos.?®

e Autentificacién de la especie botanica utilizada. Tarea realizada por un especialista en
botdnica a fin de clasificar la planta por género y especie, debido a la gran similitud que

presentan entre especies y otras plantas.

e Partes utilizadas. Definir las partes a utilizar debido a que difieren en compuestos,

concentracion de sustancias quimicas asi como propiedades farmacoldgicas.

e Factores ambientales. La calidad de los recursos herbarios pueden ser modificados por el

clima, altura, fertilidad del suelo, uso de pesticidas y otras variables.

e Contaminacion de la cosecha. Las especies deben de estar libres de hongos, humedad,

insectos, excretas, bacterias, pesticidas, entre otros compuestos.

e Buenas practicas de manufactura. Debe de existir un procedimiento adecuado de

produccién que asegure la calidad del producto.
e Estandarizacion de los extractos. La estandarizacién garantiza la calidad y seguridad del

extracto, por lo cual es necesario conocer la composicion del extracto asi como la

cuantificacién de sus componentes.
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Especificaciones del producto final. El ensayo de control debe de ser tal que refleje la
determinacién cualitativa y cuantitativa de la composicién de los compuestos activos del

extracto o preparado.

Ensayo de estabilidad. Teniendo en cuenta que el extracto se considera en su totalidad
como el ingrediente activo, una determinacién de estabilidad de los constituyentes con
actividad terapéutica conocida no es suficiente, debe demostrase por ejemplo a través
de perfiles cromatograficos que los componentes presentes en la preparacién o

preparaciones son estables y que su contenido permanece constante.®

3.5.2. Consistencia de los extractos.

La clasificacion de los extractos vegetales se lleva a cabo de acuerdo a su consistencia en:

fluidos, blandos y secos , sin embargo se ha mencionado una cuarta consistencia denominada

como firme.?’

Extractos fluidos. Son preparaciones liquidas de origen vegetal, elaboradas de manera,
que una parte por masa o volumen es equivalente a una parte por masa o droga vegetal.

En estas preparaciones pueden ser ajustados los requerimientos del disolvente.

Extractos blandos. Son preparaciones semisélidas obtenidas por evaporacion total o
parcial del disolvente utilizado en la extraccion, poseen un contenido promedio de 60%

22
de agua.

Extractos firmes. También se denominan pilulares, porque su consistencia permite que
sean usados en forma de pildoras, poseen una caracteristica especial, no deben de
adherirse a los dedos. Se utilizan principalmente en la fabricacion de pildoras, pomadas y

supositorios.27
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e Extractos secos. En algin momento se les conocid como sales esenciales. En estos
extractos, el disolvente se elimina por completo, presentan un aspecto sélido o
granulado. Su contenido en agua es de un 5 a 8%, se utilizan en la elaboracién de

capsulas, polvos o comprimidos.zg’22

3.5.3. Caracteristicas de los extractos.

Cordell propuso ensayos generales para someter a los extractos a pruebas especificas
para observar su calidad y composicidn final. Estos trabajos fueron retomados por Corpas, quien

propuso realizar ensayos de identidad a los extractos obtenidos.”

e Los extractos que han sido sometidos a un buen proceso de obtencién son de color mas

6 menos obscuro; cuando han sido preparados al vacio, son ligeramente mas claros.

e Algunos son de color café amarillento, otros rojizos; los extractos provenientes de hojas

son verdosos debido a la clorofila.

e Su aspecto debe ser liso, fino y homogéneo.

e Su olor y sabor son propiedades caracteristicas de la materia prima que les ha dado su
origen. Cuando son mal preparados, adquieren olor a caramelo o confitura poco

conocida.

e La solubilidad de los extractos es variable y esta en relacién directa con el tipo de

preparacion a la cual fueron sometidos.

e Los extractos acuosos son completamente solubles en agua y producen una solucion
transparente, algunas veces ligeramente turbia, debido a que han sido preparados con

mucha anterioridad.
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e Los extractos alcohdlicos son parcialmente solubles en agua y algunas veces son
totalmente insolubles, especialmente los extractos que han sido preparados con alcohol
fuerte tienen un excelente indice de disolucion, en el mismo titulo alcoholimétrico del

alcohol con el cual han sido preparados.

e Los extractos alcohdlicos preparados con hojas, dan soluciones coloreadas de verde,

debido a la presencia de clorofilas.*

3.5.4. Preservacion de los extractos.

Labfarve determiné las alteraciones y los diferentes métodos de preservacion de los
extractos. En principio, un extracto seco o de tipo pilular se conserva mejor que un extracto
acuoso, aunque actualmente esto es algo en duda. Algunos extractos se descomponen al aire,
otros absorben humedad atmosférica. Algunos se recubren de hongos y permiten el desarrollo
de gérmenes bacterianos. Por otra parte, las alteraciones mas frecuentes consisten en
modificaciones quimicas no aparentes como sucede con los extractos de flores verdes que por

la oxidacion de la clorofila pierden su color.*®

Las condiciones de preservacion de los extractos son indispensables y deben cumplir los

siguientes parametros:

e Se deben conservar protegiéndolos de la luz.
e Los envases deben estar bien tapados.

e Se deben conservar en un medio ambiente seco.?

3.6. Aceites esenciales.

Los aceites esenciales o volatiles, son por lo general productos de composicidon compleja.

Se les conoce como aceites esenciales por su consistencia bastante parecida a los acidos grasos,

14



pero se distinguen de ellos, porque al dejar caer unas gotas de esencias en un papel se
volatilizan facilmente sin dejar ninguna huella ni mancha grasosa. Se localizan en diferentes
partes de la planta, por ejemplo: en las hojas (albahaca, menta, romero, etc.), en las raices
(valeriana, calamo, etc.), en la corteza (canela, sandalo, etc.), en las flores (jazmin, rosa, etc.), en
la cdscara del fruto (limén, mandarina, naranja, etc.) y en los frutos. Por lo general son liquidos a
temperatura ambiente, son de poca solubilidad, poseen un indice de refraccidon elevado y la
mayoria desvian la luz polarizada y ademas son de baja densidad, se han identificado
aproximadamente 400 componentes quimicos como son: terpenos, grupos derivados del
fenilpropano, terpenos originales del acidos acético y otros como los compuestos procedentes
de la degradacion de terpenos. Los aceites esenciales se clasifican con base a diferentes criterios
como son su consistencia, origen y naturaleza de los compuestos mayoritarios. De los 3,000
aceites esenciales analizados se han encontrado que mas de 200 tienen un valor comercial y se
utilizan ampliamente en diferentes ramas de la industria como: alimentos, jabones,

ambientadores, perfumes, cosméticos, licores, insecticidas y farmacos.*”

3.7. Metabolismo vegetal.

Al conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en el organismo se les conoce como
metabolismo. La mayor parte del carbono, hidrégeno, nitrégeno, oxigeno y a la energia
procesada, termina en la formaciéon de moléculas de aminodcidos, nucledtidos, azlcares vy
lipidos, indispensables para el funcionamiento y desarrollo de los organismos, a este proceso se
le conoce como metabolismo primario. A diferencia de muchos microorganismos, las plantas
destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la energia almacenada, a la
sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcién
directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacién de nutrientes transporte de solutos
o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, designados metabolitos secundarios (también
denominados, productos secundarios o productos naturales). Los metabolitos secundarios se
sintetizan en pequefias porciones y no de forma generalizada, a menudo su produccién esta
restringida a un determinado género de plantas, a una familia en especifico o incluso a algunas

especies. No obstante juegan un papel importante en la presion de seleccidon de depredadores,
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microorganismo, patégenos y parasitos, actuando en primera instancia como defensa quimica

para mantener la integridad de la planta.32’4

Con el paso de los afios, los metabolitos
secundarios, toman mayor importancia en la medicina. Su accidn preventiva o curativa hace de
ellos una herramienta necesaria en la salud mundial. Sin embargo, solo algunos metabolitos
naturales se utilizan de forma segura en la produccion de farmacos debido a que la mayoria no
cuentan con estudios especificos sobre sus efectos, contradicciones y distribucién en el
organismo. Por tal motivo se hace necesario, generar opciones y alternativas enfocadas a
mejorar las condiciones de salud mundial, que deriven en la deteccion de especies promisorias
para la industria farmacéutica. En 1950 estaban caracterizados 5,000 metabolitos secundarios

de las plantas, en la actualidad se conocen mas de 100,000 y las rutas por las cuales se

sintetizan la mayoria de los mismos.™!

3.7.1. Metabolismo primario.

e Glucidos: en el reino vegetal se pueden encontrar una gran variedad de monosacaridos,
(pentosas, hexosas,) y derivados. Los polisacaridos resultan de la condensacion de un
gran numero de monosacaridos. Si los monosacaridos se unen a una molécula o glicidos
(generalmente metabolitos secundarios) se forman los heterdsidos, dentro del grupo de

los glucidos los compuestos mas interesantes son los polisacéridos.33
Principios activos derivados del metabolismo primario:
e Polisacdridos

e FEnzimas

e Heterdsidos cianogenéticos y sulfocianogene’ticos.33
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3.7.2. Metabolismo secundario.

Los metabolitos secundarios no tienen una funcion primordial dentro del metabolismo
primario, pero si tienen una aplicacién como defensa contra depredadores, virus, hongos,
bacterias, entre otras. Ademads hay que destacar que son una fuente importante de principios
activos y valiosos productos quimicos. Aunque gran parte de los medicamentos se obtienen por

sintesis quimica, la mayoria de las estructuras principales estdn basadas en productos

naturales.®*
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Figura 1. Vias generales del metabolismo secundario de las pIantas.36

e Via del acetil CoA o de los policétidos. El precursor biogénico, en esta ruta es la acetil
CoA, precursor de
monosacaridos. Responsable de la formacion de compuestos lipidicos (dcidos grasos) y

policiclicos aromaticos tales como los heterdsidos antraquindnicos (laxantes) y las

la via del

acetato malonato, producto de

la glicolisis de




antraciclinas (antibidticos y antitumorales), derivados de la condensacién de las cadenas
policetdnicas. Los radicales acetil y malonil, son necesarios en la biogénesis de varios

compuestos del metabolismo secundario que se originan en la via del acetato.

Acetil-CoA )J\/U\)J\
Malonil-CoA
Tricétido
Reduccién total Reduccion total Reduccion parcial
Elongacion Ciclacién Elongacién
Ciclacion
O

/\/\/\/\)'LCOA

Decanml CoA

CH3

CH,COOH

J

COOH ; CDOH
Y

|

Figura 2. Ruta de los poIicétidos.36

e Via del acido shikimico. El precursor biogénico, en esta ruta es el acido shikimico
formado a partir de monosacdridos, encargado de la produccidn de polifenoles, la
mayoria de ellos formados a través del acido cinamico (molécula C6-C3). A través de esta
via se forman los lignanos (derivados de la podofilotoxina), taninos, cumarinas,

flavonoides y antocianinas, estos dos Ultimos metabolitos mixtos.
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Principios activos derivados de acetatos y shikimatos son:

» Flavonoides y compuestos relacionados: flavonas, flavononas, chalconas e
isoflavonoides.

» Taninos: hidrolizables (galicos o pirogalicos).

» Catéquicos (condensados o proantocianidinas).

» Quinonas y derivados antracénicos: benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas,
fenantraquinonas y antraciclinonas.

» Lignanosy cumarinas.

» Fenoles simples y acidos fendlicos.

COCH
Fosfoenolpiruvato @ -
+ —— .
Eritrosa 4-fosfato HOW T TOH
OH
Acido shikimico

ACIDO J\ . ACIDO ,
ANTRANILICO . PREFENICO

-~ ¥0” “COOH
OH

Acido chorismico

Figura 3. Ruta del acido shikimico.*®

e Via del acido mevaldnico. Se origina a partir de la acetil CoA, dando lugar a moléculas
gue incorporan unidades isoprénicas, formando metabolitos tan interesantes en
terapéutica como los heterdsidos cardiotdnicos (sustancias de naturaleza esteroidea),
moléculas con propiedades antiinflamatorias y expectorantes (sapondsidos,

triterpénicos o esteroidicos) o antiinflamatorios tumorales(diterpenos nitrogenados).
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Mediante esta via también se forman los iridoides, como los isoprenoides
(monoterpenos y sequisterpenos), que forman parte de los aceites volatiles (aceites

esenciales).*!

Acetil-CoA
+ /I‘v‘\ A\/\
Acetoacetil-CoA
Dimetil alil pirofosfato Isopentenil pirofosfato
Acido mevalonico DMARP PP
PP PP PP l

Geranil
_._‘/ Geraml ‘/ Farnesil ../’ Geranil
Plrofosfato R Plrofosfato

—

s S
ﬁ i

Figura 4. Ruta del dcido mevaldnico.*®

Los principios activos derivados del 4cido mevalénico son:

Monoterpenos y sesquiterpenos: medicamentos con aceites esenciales.
Lactonas sesquiterpénicas.

Iridoides y secoiridoides.

Diterpenos.

Sapondsidos triterpénicos y esteroidicos.

Heterdsidos cardiotdnicos.

vV v v v v Vv'v

Cannabinoides.
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Derivados de aminoacidos como los alcaloides:

» Alcaloides derivados de ornitina y lisina.
e Alcaloides tropanicos.
e Alcaloides piridinicos y piperidinicos.
» Alcaloides derivados de fenilalanina y tirosina.
e Alcaloides feniletilaminicos.
e Alcaloides isoquinolinicos.
e Alcaloides derivados de la tropolona.
» Alcaloides derivados del triptéfano.
e Alcaloides quinolinicos.
e Alcaloides inddlicos.
v’ Alcaloides inddlicos simples.
v Alcaloides indol-monoterpénicos.
v’ Alcaloides derivados de la ergolina.
» Alcaloides de origen diverso.
e Alcaloides imidazélicos y bases xanticas.

o Alcaloides terpénicos, esteroidicos, pseudoesteroidicos.30

3.7.3. Division de los metabolitos secundarios.

Los compuestos secundarios que se encuentran en las plantas se agrupan
principalmente en: compuestos fendlicos (taninos, fitoestrégenos y cumarinas); compuestos
nitrogenados (alcaloides, glicésidos cianogénicos, glucosinolatos, aminoacidos tdxicos, lectinas e
inhibidores de las proteasas) y terpenos (lactonas sesquiterpénicas, glicésidos cardiacos,

. . . s . 16 ~-
saponinas, hidrocarburos, poliacetilénicos y oxalatos).” Sin embargo no todos los compuestos

poseen igual interés para la fitoquimica.*
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e Glicésidos. Deben su nombre al enlace glicédsido que se forma cuando una molécula de
azucar se condensa con otra que contiene hidroxilo, al hidrolizarse producen una é mas

moléculas de aztcar (gliconas) y un componente no-aztcar (aglicona).™

Existen tres grupos de glicdsidos: saponinas, glicdsidos cardiacos y glicésidos
cianogénicos. Las saponinas se encuentran como glicdsidos esteroideos, glicdsidos alcaloide o
glicdsidos triterpénicos, se pueden presentar como agliconas, es decir sin el azlcar, y se
denominan sapogeninas. Los glicdsidos cardiacos, son semejante a las saponinas esteroideas,
pero su estructura tiene una lactona. Por su parte los glicésidos cianogénicos son compuestos
nitrogenados, no téxicos por si mismos, pero que se degradan cuando la planta es aplastada

liberando sustancias volatiles tales como el cianuro de hidr(’)geno.36

e Terpenos. Constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos (mds de 40,000 moléculas
diferentes) se forman por fusion de unidades de isopreno, por lo cual también se les
conoce como terpenoides o isoprenoides. Algunas son sustancias no nitrogénadas de
estructura polifendlica, solubles en agua, alcohol y acetona. Poseen la propiedad de

fijarse sobre protel'nas.37

Se sintetizan a partir de metabolitos primarios, entre los cuales se encuentran hormonas
(giberelinas, acido abscisico y citoquininas), carotenoides, clorofilas y plastoquinonas
(fotosintesis), ubiquinonas (respiracion) y esteroles (importantes en la estructura de las
membranas). A partir de dos rutas: la de la acetil CoA de la cual deriva el 4cido mevaldnico o la

ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos.*®

Los terpenoides se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno (C5), por
ejemplo, los terpenos de diez carbonos se denominan monoterpenos (2 unidades C5), 15
carbonos se denominan sesquiterpenos (3 unidades C5) y los que tienen 20 carbonos se
conocen como diterpenos (4 unidades de C5). Los terpenos mas grandes incluyen triterpenos

(30 carbonos), tetrapertenos (40 carbonos) y politerpenoides (>8 unidades de C5). Entre los
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triterpenos de importancia médica para la industria farmacéutica se encuentran algunos

esteroides en forma de glicésidos esteroides denominados (cardenolipidos y saponinas).3®

Saponinas. Son esteroides y glicdsidos triterpénicos, deben su nombre a sus propiedades
jabonosas. Se cree que la toxicidad de las saponinas se debe a su capacidad de formar
complejos con los esteroles. Las saponinas pueden interferir con la absorcion de
esteroles en el aparato digestivo o bien romper membranas celulares una vez ingresadas
al torrente sanguineo Los terpenos de mayor tamafio son los tetraterpenos
(carotenoides) y politerpenos entre los cuales destacan los hidrocarburos (caucho y

gutapercha).*

Compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos juegan un papel en la defensa de la
planta contra herbivoros o patégenos, otros participan en el soporte mecanico, en la
atraccién de polinizadores y dispersantes de frutos, en la absorciéon de la radiacidn
ultravioleta dafiina o en la reducciéon del crecimiento de las plantas competidoras
proximas. Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios entre ellos
se encuentran los compuestos fendlicos también denominados polifenoles o
fenilpropanoides los cuales derivan de un grupo fenol (anillo aromatico con un grupo
hidroxilo). Algunos fenoles son solubles solo en compuestos orgdnicos, otros son acido
carboxilicos y glicdsidos solubles en agua, mientras que otros son grandes polimeros
insolubles. Existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis de compuestos
fendlicos: la ruta del acido shikimico y la del acido maldnico. La ruta del acido shikimico
es la responsable de la mayoria de los compuestos fendlicos, a partir de este se
desencadena una secuencia de sintesis que derivan en la produccion de aminoacidos
aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina). Sin embargo la mayoria de los
compuestos fendlicos derivan de la fenilalanina el cual surge de la eliminacidon de una
molécula de amonio para la formacién de acido cindmico. Los compuestos fendlicos se
clasifican segun su complejidad estructural y su origen biosintético. El grupo mas sencillo
corresponde a los fenoles: acidos fendlicos y cetonas polifenélicas. Los fenilpropanoides:

cumarinas, cromonas, benzofuranos y lignanos; asi como otros tres grupos que incluyen
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las xantonas, los estilbenos y las quinonas. Por ultimo destacan los flavonoides que
suponen la mitad de los compuestos fendlicos que se encuentran en la planta, los cuales
se clasifican en 5 grupos: antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles, isoflavonas y

taninos (hidrolizables y condensados).**°

Compuestos nitrogenados. Los compuestos nitrogenados comprenden una familia de
mas de 15,000 metabolitos secundarios que contienen nitrégeno y se encuentran en un
20% en las plantas vasculares. Estan constituidos por hidrogeno, carbono algunos llevan
oxigeno y raramente azufre. En la naturaleza se encuentran combinados dando lugar a
los correspondientes citratos, maleatos, benzoatos, tartratos y algunos compuestos mas
especificos (meconatos o aconitatos). Se dividen en tres grupos caracteristicos:
alcaloides verdaderos (heterociclicos), procedentes de aminoacidos, protoalcaloides,
aminas simples de caracter bdsico (no heterociclico), formados por aminodcidos y
pseudoalcaloides, con propiedades idénticas a los alcaloides verdaderos pero no

proceden de aminoacidos.

Los alcaloides. poseen tres caracteristicas en comun: son solubles en agua, contienen al
menos de un atomo de nitrégeno en la molécula y exhiben actividad bioldgica. La
mayoria son heterociclicos aunque alguno son compuestos nitrogenados alifaticos (no-
ciclicos). Generalmente se sintetizan a partir de la lisina, tirosina y triptdfano, entre

otros.4°

4. METODOS DE EXTRACCION.

Los procedimientos de extraccidon juegan un importante papel en el esfuerzo total de

asegurar y proveer extractos vegetales de alta calidad a los consumidores de todo el mundo.

Cuando la naturaleza quimica de los componentes es conocida (informacidon Quimiotaxondmica)

los métodos de extraccion deben estar dirigidos a la obtencién de estos compuestos con la

mayor pureza posible. Cuando la composicién quimica es desconocida, el proceso de extraccion
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puede estar basado en el uso que la planta tiene en la medicina popular, o bien el llevar a cabo

varias extracciones con disolventes cuya polaridad se fuera incrementado.

4.1. Consideraciones iniciales.

Un método extractivo debe determinar la selectividad del disolvente a utilizar en el
proceso. Dependiendo del objetivo que se desea alcanzar, se puede obtener un extracto cuya
composicidn quimica contiene la mayor parte de los constituyentes quimicos de la planta o un
extracto que contiene constituyentes quimicos con una determinada caracteristica.Por lo tanto
los compuestos organicos son generalmente mas solubles en disolventes orgdnicos, “lo
semejante disuelve a lo semejante”, es decir, cuanto mayor sea la afinidad de la muestra
organica por el disolvente de extraccidon, mas facilmente serd la extraccion. El disolvente de
extracciéon debe ser inerte, es decir, no debe de alterar la estructura del compuesto a

extraer.*%%

4.2. Variables del proceso extractivo.

Las variables que interfieren en los procesos extractivos, independientemente del
producto final que se desea obtener son: el estado de divisidon de la sustancia, la agitacién, la

temperatura, el pH, la naturaleza del disolvente y el tiempo de extraccion.?

4.3. Estado de division de la materia prima.

Los procesos extractivos tienen una mayor eficiencia principalmente cuando el tamafio
de las particulas son pequenas, debido a que es mayor el drea de contacto de la materia prima
con el disolvente. Cabe mencionar que la presencia de particulas muy finas dificulta el proceso
de percolacién debido a la compactacion y formacidn de falsas vias, mientras que en el proceso
de maceracion es necesario llevar a cabo la filtracién como etapa adicional para evitar el paso

. 1,42
de particulas.***
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4.4, Agitacion.

La eficiencia del proceso extractivo es funcion del equilibrio de saturacion del disolvente.
El movimiento del liquido ejercido permite que el disolvente entre en contacto con el sélido y
penetre en las sustancias extraibles llevandose a cabo un nuevo punto de equilibrio de

saturacion, esto aumenta la eficiencia del proceso.

4.5. Temperatura.

La disolucién de las sustancias extraibles es facilitada por el aumento de la temperatura;
de la misma manera que la agitacién, la temperatura contribuye al desplazamiento de la
constante de equilibrio de saturacién aumentando la eficiencia del proceso. Cabe destacar que
el aumento de la temperatura puede provocar la volatilidad de algunas sustancias asi como la

pérdida de constituyentes termolabiles.

4.6. pH.

Es un factor de suma importancia ya que interviene en la solubilidad de diversos

compuestos asi como en los procesos de extraccidén permitiendo la posibilidad de formacién de

sales.

4.7. Naturaleza del disolvente.

Debido a su poder extractivo, los disolventes son utilizados para extraer selectivamente

0 no, cierta clase de compuestos, dependiendo al propdsito al que se destine se elige el

disolvente.
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4.8. Tiempo de extraccion.

Se determina en funcién del disolvente y del equipo a utilizar. El tiempo de extraccion

debe ser suficiente para permitir la separacién de los compuestos de interés. 22

4.9. Proceso de extraccion.

La extraccion es un proceso de separacion de las sustancias biolégicamente activas o
inactivos de los tejidos vegetales a partir de disolventes selectivos y de un proceso de extraccion
adecuado; donde siempre se obtienen, por lo menos, dos componentes: la solucién extraida en

su disolvente (el extracto) y el residuo (bagazo).”’

4.10. Tipos de métodos de extraccion.

Los métodos de extraccién estan dirigidos a la obtencidn de constituyentes quimicos y su
pureza, las extracciones son técnicas muy empleadas en las cuales la eleccién adecuada del

método de extraccidn da origen al extracto vegetal con caracteristicas especificas que se desean

obtener.?”’
gumm——
Extraccion -Expresién
mecanica
En caliente: Digestion,
. . decoccidn e infusidn
Discontinua
» En frio: Maceracion
Métodos de Extraccion
Extraccién solido- liquido En caliente: Arrastre de
Continua vapor.
En frio: Lixiviacion, Soxhlet
Extraccidn Discontinua > Liquido-liquido
liguido-liquido
— Continua > Ampolla de decantacion

Figura 5. Métodos de extraccion.*
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4.10.1. Extraccion mecanica (expresion).

Consiste en la aplicacién de una fuerza apropiada sobre el material vegetal, con el fin de

extraer su contenido liquido, este liquido obtenido se denomina “zumo”.*?

4.10.2. Extraccion discontinua en caliente sélido-liquido.

Digestion. Este método consiste en poner en contacto el material vegetal con el
disolvente durante un tiempo establecido, la temperatura no debe excederse a mas de los 50 °C

actuando como coadyuvante para acelerar el proceso.30

Infusion. Es una solucion diluida de componentes facilmente solubles presentes en los
medicamentos de origen vegetal. Las infusiones frescas se preparan introduciendo el material
vegetal en agua en ebullicion o fria. Este método consiste en poner a calentar un disolvente,
una vez que éste estd caliente se vierte sobre el material vegetal. Se aplica generalmente a

aquellas plantas cuyos principios activos podrian alterarse por ebullicién.”

Decoccidn. Es también conocido como tisana. Método que consiste en hervir en agua el
material vegetal durante unos minutos con la finalidad de obtener los constituyentes quimicos

4
presentes.>**?

4.10.3. Extraccion discontinua en frio sélido-liquido.

Maceracion. Método que consiste en poner en contacto el material vegetal y el disolvente
(solido y liquido) durante varios dias. Cuya finalidad es la separacidon de los constituyentes

contenidos en el material vegetal afines al disolvente.?**
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4.10.4. Extraccion continua en caliente sélido-liquido.

Extraccion por arrastre de vapor. La destilacidn por arrastre de vapor es una técnica usada para
separar sustancias orgdnicas insolubles en agua y ligeramente volatiles, de otras no volatiles que
se encuentran en la mezcla, como resinas o sales inorganicas, u otros compuestos organicos no

arrastrables.**

4.10.5. Extraccion continua en frio sélido-liquido.

Lixiviacion 6 percolacion. Consiste en la extraccion de un componente soluble (soluto)

contenido en un soélido mediante un disolvente apropiado.

Soxhlet. Método que se utiliza generalmente para aislar los componentes lipidicos
presentes en una muestra, por medio de disolventes con punto de ebullicidon bajos para evitar la

degradacion de los compuestos de baja polaridad.44

4.10.6. Extraccion discontinua liquido-liquido.

También llamada extraccién con disolvente, es un proceso de separacidon de los
componentes en una solucion mediante su distribucién en dos fases liquidas inmiscibles. Esta
operacion se basa en la diferencia de solubilidad de los componentes de la mezcla, consiste en
la separacién de los constituyentes de una disolucion liquida por contacto de otro liquido
inmiscible que disuelve preferentemente a uno de los constituyentes de la disolucion original

dando lugar a la aparicién de dos capas liquidas inmiscibles de diferentes densidades.”

4.10.7. Extraccion continua liquido-liquido.

Embudo de separacion. Es una técnica de separacion de sustancias presentes en una

mezcla liquida donde la mezcla es puesta en presencia de dos disolventes uno acuoso y otro
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organico de forma que los componentes de la mezcla se distribuyen en funcién de la solubilidad.
Es una técnica que utiliza fuerza de gravedad para llevar a cabo la separacidon de los

componentes de una mezcla.***°

4.11. Métodos para optimizar el proceso de extraccién.

Actualmente las extracciones soélidos-liquidas son asistidas por otras técnicas para la

optimizacién la eficiencia de los procesos extractivos, como son:

e Meétodos analiticos.
e Cromatografia.
e Cromatografia de gases (GC).

e Espectrometria de masa.*

5. ESTUDIOS TOXICOLOGICOS.

La historia de la toxicologia comienza con el hombre, con la necesidad de buscar
alimentos a través de prueba y error (conocimiento empirico) comprueba que la ingesta de
determinados frutos tienen efectos nocivos para su salud. De este modo y con el paso del
tiempo el hombre fue generando conocimientos y comprueba que la ingesta de ciertos
alimentos: frutos, bayas y raices, producen la muerte del hombre y la de los animales. Desde el
punto de vista cientifico conviene dilucidar la historia en dos periodos con el fin de dar una

visién histérica mas clara de la ciencia toxicolégica.**’

5.1. Toxicologia.

La toxicologia es la ciencia que estudia las sustancias quimicas y los fendmenos fisicos

capaces de producir alteraciones patoldgicas en los organismos vivos, asi como el estudio de los
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mecanismos que producen tales alteraciones y los medios para contrarrestarlas, los

procedimientos para detectar e identificar tales agentes asi como su grado de toxicidad.”’

Las plantas han sido utilizadas como medicinas, muchas especies de plantas han
demostrado su potencial para proveer medicamentos efectivos contra enfermedades
parasitarias sin dejar de lado que muchas de estas pueden ocasionar reacciones tdxicas a
quienes las utilizan, por lo que hoy en dia grupos de investigacién se dedican a evaluar extractos
vegetales con el propdsito de determinar tanto su accién farmacoldgica como su toxicidad, y
estrategias para hallar nuevas alternativas terapéuticas frente a estas afecciones. En los
estudios toxicolégicos con plantas es necesario conocer el metabolismo, transformacion vy

retencion de las sustancias tdxicas presentes en los vegetales de consumo animal y humano.*’*8

5.2. Periodo primitivo de la toxicologia.

Una de las primeras referencias histéricas que se tienen es el llamado Papiro de Ebers,
en el que se pone de manifiesto como los egipcios disponian de conocimientos sobre
medicamentos y venenos. Fue asi como en el siglo XV cuando el uso del veneno fue llevado a su
maxima expresién, era un arma en manos de los poderosos haciendo mal uso de los venenos
existentes, eran utilizados para envenenar a las personas. En esa época comenzd a sentirse la
necesidad de establecer una toxicologia médica legal. En pleno auge del renacimiento cientifico
(siglo XVI), aparece la figura del suizo Teofrasto von Hohenheim (1493-1541), mejor conocido
como Paracelso, cuyas aportaciones significaron nuevos puntos de vista bastante
revolucionarios para su época, indicd que determinados tdxicos administrados en pequefias
dosis podian actuar como medicamentos, fue el primero en utilizar el concepto de dosis,
establecid el principio que hoy todavia es valido “solamente la dosis determina que una cosa

sea o no, veneno”.*”

5.3. Periodo moderno de la toxicologia.

La toxicologia moderna surge como consecuencia por la necesidad de descubrir y aislar

el veneno. Mateo Buenaventura Orfila (1787-1853), llegd a ser una de las figuras médicas mas
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deslumbrantes de su época. Creador de la Toxicologia Moderna, quien hace numerosas
publicaciones como “Tratado de toxicologia general”. En la obra citada describe propiedades
fisicas, quimicas, fisiolégicas y tdxicas de las sustancias deteniéndose en los métodos de
tratamiento. Se puede decir que fue el creador de la toxicologia experimental y el surgimiento
de los métodos de laboratorio, buscé los toxicos en los tejidos, y dio mas valor a las necropsias

elaborando una toxicologia cientifica.*>*®

Las pruebas para descubrir los diferentes envenenamientos en esa época se basaban en
la observacion de coloraciones anormales en los caddveres, olores, etc. El avance de la quimica
condujo al desarrollo de una Quimica Analitica cuyas técnicas aplicadas a la deteccién vy
cuantificacion de los venenos dié comienzo al area forense de la toxicologia. Estos
descubrimientos resultaron trascendentales para la toxicologia, especialmente para su rama
judicial, al exigir una mayor profundizacion en los estudios quimicos toxicolégicos con el
desarrollo del andlisis toxicoldgico con el fin de obtener una mayor garantia en los resultados
finales, dicha garantia no se ha obtenido hasta el advenimiento del andlisis instrumental con el
desarrollo de las técnicas: cromatografias, activacion neutrdnica, infrarrojos, absorcién atémica,

espectrometria de masa, radioinmunoanalisis, inmunoanalisis enzimatico.*>*®

5.4. Objetivos de la toxicologia moderna.

Consisten en efectuar la evaluacion toxicoldgica de nuevas sustancias donde se emplean
baterias de ensayos en diferentes especies animales que comprenden los modelos

experimentales in vitro e in vivo.

e Latoxicidad intrinseca de la sustancia evaluada en los ensayos de toxicidad aguda.

e Evaluar los riesgos que implican la actividad de los componentes quimicos sobre los

diferentes sistemas y érganos vivos, mediante la conduccién de ensayos denominados

toxicologia especial.
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e Lavaloracion de los resultados de estos estudios permite llegar a un criterio mas integral

de la toxicidad de la sustancia evaluada.*®

5.5. Ensayos toxicologicos cominmente empleados.

Es importante mencionar que en la toxicologia experimental, los ensayos toxicolégicos

comunmente empleados en la evaluacion del potencial toxico de los extractos vegetales son:

e Toxicidad aguda.

e Estudios a corto plazo.
e Subcrdnicos.

e Toxicidad crénica.

e Estudios especiales (Pruebas de mutagénesis y teratogénesis).”

5.6. Ensayos de toxicidad aguda.

También conocida como dosis Unica o Dosis Letal 50 (DLsg). Estos ensayos consisten en la
administracion de la sustancia a evaluar una sola vez en animales de una especie en particular,
cepa, edad, y peso que son mantenidos bajo condiciones controladas de dieta, jaulas,
temperatura, humedad relativa y tiempo de dosificacion. Para la determinaciéon de la DLsg
(ensayo de 24 h y control de sobrevivientes durante 7, 15 y 30 dias).”* Estos ensayos tienen
como fin obtener datos sobre los efectos producidos en el animal después de una Unica
exposicién al material a evaluar. Un ensayo de toxicidad aguda puede proporcionar mucho mas
informacién si las observaciones vienen extendidas a otros efectos que no sea el efecto letal,
efectos como: inicio, naturaleza y duracién de la sintomatologia tdxica asociada con la
mortalidad. Estas observaciones acopladas a las observaciones macro y microscopica de los
tejidos de animales muertos 6 sobrevivientes pueden proporcionar elementos indicadores de

toxicidad potencial.52
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Tabla 2. Factores que influyen en los ensayos de toxicidad aguda.*®

Factor a considerar Descripcion
Especies Diferencias metabdlicas
Cepas Deficiencias enzimaticas
Género Nivel hormonal/gestacion
Edad/Peso Higado/funcidn renal: actividad microsomal enzimatica

Medio ambiente

Alojamiento, manejo de humedad relativa, temperatura y

actividad locomotora

Dieta

Proteina: grasa, proporcién

Modo de

administracion

Via/velocidad de administracion

Formulacion

Vehiculo, volumen, pH, osmolaridad

Tabla 3. Rango de toxicidad de acuerdo a la via oral, exclusivo de la toxicidad aguda.48

Rango de Via oral dosis unica Posible dosis
Denominacién usual

toxicidad Rata DLsg letal hombre
1 Extremadamente téxico <1mg/kg 1 gota
2 Altamente toxico 1-50 mg/kg 1 cucharilla (4 mL)
3 Moderadamente téxico 50-500 mg/kg 30g
4 Ligeramente téxico 0,5-5 g/kg 250 g
5 Practicamente no téxico 5-15 g/kg> 1 litro
6 Relativamente inocuo >25g/kg > 1litro
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5.7. Estudios toxicoldgicos a corto plazo.

El objetivo de este estudio es el identificar y caracterizar los efectos que pueden
producirse a raiz de una exposicion repetida de la sustancia en objeto, incluyendo la posibilidad
de acciéon acumulativa, con la finalidad de determinar los niveles aproximados de las dosis

asociadas con los efectos, con el fin de planear estudios de larga duracidn.

Son estudios que van desde los 21 dias hasta los 90 dias, utilizando dosis relativamente
altas, a veces son llevados a cabo para identificar los érganos “blanco”; en estos estudios grupos
de animales generalmente roedores se exponen a la sustancia en objeto por un periodo
consecutivo, una serie de dosis son utilizadas. Dosis que no producen ningun efecto observable
hasta dosis que producen efectos observables. Durante el ensayo los animales se observan en
su aspecto general, comportamiento, cantidad de alimento consumido, crecimiento y
mortalidad, se deberdn hacer exdmenes clinicos periédicos de sangre y orina también la
funcionalidad de los d6rganos mas importantes incluidos los del sistema inmunoldgico vy
enddcrino. Al termino del ensayo (que puede incluir un periodo de observacion) cada animal
viene sometido a detallado estudio post-mortem. Muestras de o6rganos y tejidos son

conservados para el analisis microscc')pico.‘r’l’53

5.8. Estudios toxicologicos subcronicos.

Los estudios subcrdnicos o prolongados generalmente implican la dosificacién diaria o
intermitente durante varios dias, semanas o meses. Este tipo de pruebas puede ayudar a
identificar los érganos o tejidos diana que, de manera especifica sufren efectos perjudiciales por
la exposicidon a una sustancia particular. También ofrece la oportunidad para observar cémo

afecta a la respuesta téxica el periodo de exposicic')n.53
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5.9. Estudios toxicolégicos crénicos.

Los ensayos crénicos se realizan con el objetivo de determinar potencial toxicoldgico de
la sustancia luego de una prolongada y repetida administracién. El tiempo de administracion
varia para cada especie. Para las especies roedoras el tiempo estimado es de 6 y 12 meses
periodos suficientes como para que se manifieste el efecto tdxico de una sustancia por su uso

crénico.>?

5.10. Estudios toxicologicos especiales.

Dentro de los estudios especiales mas utilizados econtramos pruebas de citotoxicidad,
genotoxicoldgicos, carcinogénesis entre otros. Tales estudios tienen por objetivo ofrecer la
mayor evidencia experimental posible, esclarecer érganos “diana”, definir los niveles de
exposiciéon a partir de los cuales aparecen efectos téxicos o establecer el mayor nivel de dosis al
cual no se producen efectos adversos con el objetivo de extrapolar los resultados al ser

humano.>**!

5.11. Niveles de respuesta de las sustancias toxicas.

Los estudios toxicologicos en animal y otros experimentos controlados procuran establecer
diversas dosis criticas de sustancias. Para los no carcindégenos, estas dosis incluyen las

siguientes:

e DLsg, dosis letal media

e NOEL, nivel de efecto no observable

e NOAEL, nivel de efecto adverso no observable
e LOEL, nivel minimo de efecto observable

e LOAEL, nivel minimo de efecto adverso observable®?
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Es importante puntualizar que los ensayos de toxicidad no se disefian para demostrar que un
compuesto es seguro, si no para caracterizar los efectos que puede producir. Posteriormente

esos datos serviran para caracterizar su riesgo.

Los estudios de toxicidad constituyen hoy en dia una parte muy importante dentro del
desarrollo de un nuevo farmaco. El objetivo de los mismos es evaluar el riesgo o peligro
potencial que un agente quimico o fisico puede ocasionar sobre la salud cuando es objeto de

exposiciones agudas o crénicas.”

6. Artemisia ludoviciana.

Hierba perenne conocida como estafiate, ajenjo, hierba maestra, altamisa, Iztauhyatl,
Artemisia mexicana, Artemisia vulgaris, entre otros. Planta muy aromdtica que llega a medir de
1 a 1.5 mde altura, tiene sus ramas grisaceas o blanquecinas, hojas simples alternas divididas en
tres. Las flores son blancas-amarillentas y con cabezuelas abundantes con forma de listones
alargados, por envés son blanquecinas y verdes en el anverso. Habita en climas calidos,
semicdlidos, secos y templados. Es originaria de Estados Unidos de América, México y

Guatemala.”

En la actualidad, entre los multiples usos medicinales se reconoce su efectividad a nivel
nacional eficaz para tratar los varios padecimientos que conciernen al aparato digestivo
(diarrea, dolor de estémago, cdlicos, retortijones, inflamacidn, vémito). Son muchas las
propiedades que se le atribuyen en gran parte del pais, desde Baja California Sur hasta Veracruz,
aconsejan beber el cocimiento del estafiate sélo o acompafiado de epazote en ayunas combatir
las parasitosis intestinales. Regula el ciclo menstrual, estimula la menstruacién y calma los
dolores posteriores al parto, estrefimiento, gastritis. En el arbusto se han identificado los
siguientes compuestos quimicos, sesquiterpenos: antemidina, 6xido de artedouglasia A, B, C, D,
tanapartdlido B, arglanina, armefolina, armexifolina, 8-a-acetoxiarmexifolina, tulipindlido,

acilina, a-perdxido de tanapartina, ludoviciana A, B, C, D, ludalbina; dcidos: eremofi-9-lidien-12-
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oico, B-tanaprotétido, douglanina, 8-a-acetoxisocostico, crisantemol; flavonoides: apigenina,
axilarina, crisoeriol, eupafolina, eupatilina, flavonas, hispidulina, jaceosidina, isocaemférido,
luteolina, 3,4-dimetiléter, selagina, tricina, quercetagenina, isoliquiritigenina, quercetina,
isoramnetina, buteina, lacarol, escopoletina; monoterpenos: 7-hidroxiborneol, alcanfor, trans-

crisantenol, car-3-eno, a-pineno; cumarinas: compuestos azufrados; sales; aceites voldtiles;

33,55-59

otros compuestos: p-hidroxiacetofenona; proteina: albumina.

Figura 6. Artemisia ludoviciana.>®

En el aceite esencial se han aislado: sesquiterpenos: isocetona artemisia, santonina,
santandlidos, guayandlidos. De la flor se han identificado: sesquiterpenos: antemidina,
armexifolina; saponinas. En la raiz han encontrado: sesquiterpenos: cetona de artemisia;
compuestos azufrados; compuestos acetilénicos. En el aceite esencial de la raiz se han aislado:
monoterpenos: alcanfor, a y B-felandrenos, borneol, car-3-eno, a-pineno, crisontenol; resina
esencial;, sesquiterpenos: limoneno, Oxido de artedouglasia, estafiatina, guayandlido,
crisantemina A, artemorina, duglanina, armexia; compuesto amargo: absintina; mineral:

potasio; vitaminas: By C. 33227639
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El principio activo de Artemisia ludoviciana es la santonina, estudios realizados han
demostrado sus propiedades antimicrobianas y antihelminticas tanto de la planta completa asi

como de dos grupos de compuestos aislados.*®

Tabla 4. Informacién farmacoldgica de Artemisia ludoviciana.*®

Extracto y compuesto Actividad bioldgica Modelo biolégico
Etandlico de hoja Antibacteriana Staphylococcus aureus
Etandlico de hoja Antifungica Candida albicans

Bacillus subtilis, Escherichia
Etandlico de la planta Antibacteriana

coli
Aceite esencial Antiespasmaddica
Santonina Antihelmintica Ascaris lumbricoides

Estudios toxicoldgicos han demostrado que la santonina es altamente téxica. En cuanto
al aceite esencial se demostré que contiene sustancias altamente toéxicas, capaz de producir
paralisis en algunos animales de laboratorio, por otro lado, debido a las sales que contiene
neutraliza el jugo gastrico. Se indica que el extracto hidroalcohdlico no es téxico y no ejerce

ninguna otra influencia general o local.>*°%>°

7. JUSTIFICACION.

Apartir de los afios setenta del siglo pasado, en muchos paises del mundo, se comienza a
producir un cambio importante en cuanto al estudio y empleo de plantas medicinales, como un
llamado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 1977. Pero no es hasta 1997 cuando
México reconoce oficialmente el empleo de plantas con fines terapéuticos, dia con dia es mas la
cantidad de productos terapéuticos hechos a base de plantas medicinales, y asi mismo, poco a
poco la poblacion ha ido aumentando el uso de los mismos, bajo la creencia que las plantas

medicinales son inocuas por ser naturales. Actualmente, la causa de muchas consultas médicas
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e ingresos hospitalarios en México, es por algun efecto indeseable provocado por el consumo
inadecuado de la automedicacién plantas medicinales. La falta de informacién objetiva y
actualizada sobre los posibles efectos provocados por el uso de plantas medicinales, es una
pratica que poco a poco ha ido despareciendo. Artemisia ludoviciana es una planta a la cual se
le atribuyen multiples usos medicinales a nivel nacional eficaz para el tratamiendo del aparato
digestivo llamense retortijones, célicos estomacales, inflamacion de la boca del estomago,
diarreas. Como tratamiento para la bilis, coraje o muina. Se emplea como tratamiento contra
parasitos intestinales en gran parte del pais. Planta de la cual se reportan pocos estudios los
cuales indican su efecto antiprotozoario y antibacterial, sin embargo, no se han encontrado
estudios que indiquen el uso de dosis del extracto hexanicos y los efectos que pudieran
producir, en base a ello, surge la necesidad de realizar ensayos toxicoldgicos experimentales de
primera barrera utilizando el extracto hexanico de A. ludoviciana a fin de conocer la inocuidad
y/o toxicidad que esta planta pueda pruducir, a fin de brindar bases al perfil toxicoldgico de A.

ludoviciana y puedan ser utiles para estudios posteriores.

8. OBJETIVOS.

8.1. Objetivo general.

Evaluar la actividad toxica del extracto hexanico de A. ludoviciana en rata Wistar macho.

8.2. Objetivos especificos.

» Observar efectos letales y téxicos del extracto hexanico de A. ludoviciana durante la

administracion.

» Observar si el extracto hexanico origina cambios morfoldgicos en tejido hepatico.

» Evaluar si el extracto hexanico A. ludoviciana provoca cambios en el peso corporal de

rata Wistar.
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9. MATERIAL Y METODOS.

9.1. Equipos.

e Molino de cuchillas
e Balanza analitica

e Jaulas metalicas.

e Equipo de diseccion.

e Estufa de secado.

9.2. Instrumental.

e Micropipeta de 100-1000 pL.
e Papelfiltro.

e Jeringas de 5 mL.

e Porta objetos.

e Cubreobjetos

e (Canulas intragastricas.

e Pipetas Pasteur.

e Pipetas graduadas.

e Algododn.

e Propipeta.

e Bebederos de plastico.

9.3. Reactivos generales.

e Formol.
e Dimetilsulfoxido.
e Hexano.

e Agua destilada.



Para los estudios histoldgicos se solicito un servicio al departamento de Histopatologia
perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia—U.M.S.N.H. Dichos estudios

estuvieron dirigidos por M.V.Z Manuel Lépez Rodriguez.

9.4. Material vegetal.

Se colecté la planta A. ludoviciana de acuerdo a la revision de la literatura etnobotdnica

ya que hay reportes que indican efectos antiparasitarios. La colecta se realizo en los diferentes

mercados de la ciudad de Morelia, Michoacdn. Cada érgano fue revisado minuciosamente para

dejarlo libre de particulas extraiias.

Tabla 5. Material vegetal utilizado.

Peso (g) del Peso (g) del
Especie vegetal Parte de la planta
material vegetal extracto total

Hojas,
Artemisia ludoviciana 400 21
tallos y flores

9.5. Obtencidn de extractos.

Para la obtencion de los extractos se tomo 400 g de las partes aéreas de la planta
triturada (tallos, hojas y flor) las cuales se sometieron a maceracién con hexano hasta cubrir
totalmente la superficie de la planta, realizando tres extracciones por cada maceracién,
posteriormente los extractos hexanicos fueron concentrados en rotavapor. Los concentrados

obtenidos fueron conservados en viales sellados, manteniéndolos en refrigeracién hasta su uso.
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9.6. Modelo animal.

Se emplearon ratas macho albinas de la cepa Wistar con un peso de 250 a 300 g (65-75
dias de nacidas) provistas por el Bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas
(lQB) dependiente de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo (UMSNH). Los
animales fueron divididos aleatoriamente en 2 grupos, grupo control (n = 3) y grupo tratado (n =
9). Los animales agrupados se mantuvieron en una sala climatizada alojados en jaulas metdlicas
a una temperatura de 20 a 25 °C, con una humedad relativa entre 50-60% vy ciclos de luz-

obscuridad de 12 horas. Recibieron alimento y agua ad libitum.

9.7. Ensayo de toxicidad aguda.

Se utilizaron 12 ratas las cuales se dividieron en 2 grupos, grupo control (n =3 ratas) y
grupo tratado (n = 9 ratas); los animales se sometieron a ayuno durante 14 horas antes de
comenzar el experimento y se extendié una hora mds después de la administracién. A las ratas
tratadas se les administré una dosis Unica por via oral de 50 mg/kg del extracto hexanico por
medio de canulas metalicas (p.o.), para las ratas control la administraciéon fue de agua-DMSO
1:1 (mezcla utilizada para disolver el extracto de la planta). Los animales se mantuvieron en
observacion durante 72 horas a fin de reportar cualquier sintoma téxico o letal que pudieran

presentar los animales.

9.8. Estudio a corto plazo.

El ensayo a corto plazo se realizé en 12 ratas macho albinas de la variedad Wistar, la via
de administracion fue oral utilizando canulas intragastricas la dosis a administrar fue de 50
mg/mL (1 mg/100 g de pesos corporal). Los grupos control fueron administrados con agua-
DMSO en proporcién de 1:1 (mezcla utilizada para disolver el extracto de la planta). Los
parametros a evaluar durante la administracién fueron su comportamiento, aspecto en general,

peso corporal y letalidad. La administracion se llevo a cabo durante 28 dias.
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9.9. Histologia hepatica.

Los animales se sacrificaron por dislocacidn cervical y enseguida laparotomia amplia a fin
de extraer el higado y asi visualizar la presencia o ausencia de procesos patoldgicos. Los higados
fueron fijados en formol al 10% para posteriormente ser trasladados al laboratorio de

histopatologia donde se realizé la anatomia microscdépicopica.

Figura 7. Laparotomia amplia.
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Figura 9. Organos seccionados.
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Cada higado fue seccionado en cortes iguales, los cortes fueron deshidratados en un
gradiente ascendente de etanol (75%, 95% y 100%), luego pasaron por liquido de polaridad
intermedia (xilol), para asegurar la correcta impregnacién con parafina liquida. La impregnacién
se realizd en una bateria de tres parafinas liquidas en una estufa a 60 °C de 15 a 20 minutos
cada una con el objeto de eliminar los residuos de xilol y asi asegurar la correcta
impregnacion.Posteriormente se incluyeron en parafina, conformando de éste modo los moldes
de inclusion. Una vez obtenidos los bloques de parafina con la muestra de higado fijado en su

inferior se tomaron y se realizaron cortes en el micrétomo de rotacién.

- ,,
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Figura 11. Corte del 6rgano en micrétomo. Figura 12. Bloques de parafina.
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Figura 13. Montaje del corte sobre un portaobjetos.

Los cortes histoldgicos fueron sometidos en bafio de flotacién agua a 40 °C, inmediatamente
después de ser adheridos a portaobjetos, se utilizé como colorantes Hematoxilina-Eosina. Para
el proceso de tincién se mantuvieron los portaobjetos con los cortes de los érganos de 5 a 10
minutos en cada recipiente de 250 mL, con el fin de retirar completamente la parafina de los
tejidos y luego con liquidos de polaridad ascendente para rehidratarlos, permitiendo de este

modo el ingreso de los colorantes a los tejidos, segun la siguiente secuencia:

05/31/2013

Figura 14. Bateria empleada durante la tincion hematoxilina-eosina.
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e Xilol (3 cajas Coplin diferentes).
e Etanol 100% (2 cajas Coplin).

e Etanol 95% (2 cajas Coplin).

e Etanol 70% (1 caja Coplin).

e Agua destilada.

Tincidn. Los portaobjetos fueron sumergidos entre 20 a 30 segundos en cada recipiente,

logrando la tincidon de los tejidos al seguir la siguiente secuencia:

e Hematoxilina de Harris acidificada.
e Agua corriente.

e Solucién de carbonato de litio.

e Agua destilada.

e Eosina.

Deshidratacion y aclaramiento. Con los tejidos coloreados se deshidraté, al sumergir los
portaobjetos secuencialmente en liquidos de polaridad descendente y luego aclarados en

liquido intermediario, segun la siguiente secuencia:

e Etanol 70% (1 caja Coplin)
e Etanol 95% (2 cajas Coplin)
e Etanol 100% (2 cajas Coplin)

e Xilol (3 cajas Coplin)

Finalmente se hace el montaje de los portaobjetos utilizando balsamo de Canadd para
posteriormente proceder a analizar al microscopio de luz los tejidos de higado montados y

fijados en los portaobjetos.
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Figura 15. Tincidn. Figura 16. Aclaramiento.

Se observaron 10 campos por cada laminilla en el microscopio de campo claro a 40X y a
100X. Los hallazgos microscépicos se analizaron por campos y se compararon con los patrones
de morfologia tisular y celular de higado de rata control. Los principales patrones que se
analizaron para evidenciar el dafo tisular son: degeneracion grasa; congestion de la vena

centrolobulillar; necrosis pericentrolobulillar y congestion de los sinusoides hepaticos.

Figura 17. Montaje de cubreobjetos (cubreobjetos—resina).
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10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1. Toxicidad aguda.

La administraciéon de una dosis Unica de 50 mg/kg del extracto hexanico, no provoco
muerte en los animales, la observacién fue por 3 dias para evaluar la presencia de efectos
toxicos o letales. Sin embargo, en la revisién de la literatura hecha para este trabajo no hay
dosis reportadas que indiquen el grado de toxicidad de Artemisia ludoviciana. Estudios
realizados indican que la infusidn de las hojas en metanol, acetona y hexano tienen actividad
antimicrobiana (Staphylococcus aureus, Candida albicans, Escherichia coli) y antihelminticas

(Ascaris lumbricoides).*?

10.2. Toxicidad a corto plazo.

El ensayo se realizé durante 28 dias en los cuales se les administré diariamente por via oral
una dosis de 50 mg/mL al grupo tratado, mientras que para el grupo control se le administrd
agua-DMSO en una proporcién de 1:1 (1 mL/100 g de peso corporal). La observacién se realizd
minuciosamente durante el experimento donde se pudo observar a groso modo que en el
transcurso de la segunda semana de administracion los animales presentaron una conducta de
alteracion en la actividad locomotora durante 5 dias, en este ensayo ninguin animal murié ni
hubo presencia de signos téxicos. La revision de la literatura indica que el extracto acuoso y
metandlico por maceracién de A. ludoviciana tiene efecto antibacteriano asi como
antiprotozoaria, la finalidad de este estudio es brindar informacién sobre las reacciones que el

extracto pudiera producir a fin de ser utilizado en estudios posteriores.
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10.3. Histologia hepatica de rata Wistar.

Higados tratados con el extracto hexanico de A. ludoviciana se muestran en las Figuras 7 y 8

donde se aprecia la morfologia celular de las ratas 1y 2.

Figura 18. Micrografia de higado de la rata 1, grupo tratado con el extracto hexanico de

Artemisia ludoviciana a 40X tincion hematoxilina-eosina.

Figura 19. Micrografia de higado de la rata 2, grupo tratado con el extracto hexanico de

Artemisia ludoviciana a 40X, tincién hematoxilina-eosina.
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Durante la observacion los cortes 1 y 2 no mostraron alteraciones que pudieran
asociarse a efectos téxicos. El analisis histoldgico evidencia: venas centrolobulillares permeables
definidas y con pared regular, es posible apreciar los lobulillos hepaticos con los espacios
sinusoidales permeables. Estas observaciones se compararon con los higados de ratas control
por lo que no hay diferencia en la morfologia celular. Los estudios histoldgicos nos permiten
determinar la patologia exacta de las enfermedades hepadticas asi como los verdaderos cambios

celulares causados por metabolitos téxicos.

Muestra del grupo control Figura 20 y 21 se aprecia la morfologia celular correspondiente a

higados normales.

e
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Figura 20. Micrografia de higado de rata 1 del grupo control (H,0-DMSO, 1:1) a 40X, tincidon

hematoxilina-eosina.
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Figura 21. Micrografia de higado de rata 2 del grupo control (H,0-DMSO, 1:1) a 40X, tincion

hematoxilina-eosina.

Se observan las histologias de rata normal las cuales fueron utilizadas para hacer las
comparaciones en los higados tratados con el extracto hexanico de A. ludoviciana, se ratifica
gue durante el tiempo de administracion y a las dosis empleadas el extracto no produce
alteraciones toéxicas en la células hepdticas. Los estudios histopatolégicos son fundamentales

para el diagnostico de alteraciones celulares.

10.4. Peso corporal.

En la Tabla 5y 6 se aprecia el comportamiento del los pesos corporales durante el ensayo a 28

dias.

52



Tabla 6. Comportamiento del peso corporal (g) del grupo tratado.

Grupo tratado

Dias
(Artemisia ludoviciana)
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dia 1 413 340 287 380 322 307 350 330 270
Dia 3 421 342 289 384 327 311 354 334 276
Dia 6 436 357 301 390 339 315 359 338 280
Dia 9 348 360 317 392 344 319 363 342 284
Dia 12 454 365 327 403 355 323 368 346 288
Dia 15 456 373 338 411 362 328 372 350 292
Dia 18 459 381 352 418 368 332 377 356 296
Dia 21 464 385 361 422 372 340 381 360 300
Dia 24 468 388 386 426 379 348 386 364 303

Tabla 7. Comportamiento del peso corporal (g) del grupo control.

Dias Grupo control (H,0-DMSO, 1:1)
1 2 3
Dia 1 390 338 284
Dia 3 402 340 289
Dia 6 407 345 293
Dia 9 412 350 297
Dia 12 418 356 301
Dia 15 422 359 306
Dia 18 425 364 309
Dia 21 462 369 312
Dia 24 487 374 316
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Se realizd un andlisis estadistico usando el método no paramétrico de Mann-Whitney
gue se basa en dos muestras provenientes de la misma poblacién. En este andlisis se compara el
comportamiento del peso de las ratas control con el peso de las ratas tratadas el resultado
obtenido fue de p = 0.969, lo que indica que la diferencia entre los promedios de los dos grupos

no es estadisticamente significativa (N.S.).

El peso corporal constituye uno de los principales indicadores de transtornos orgdanicos
en los estudios de toxicidad, cuando el resultado es una variacién significativa en su

comportamiento e indica que algo no esta funcionando correctamente.

11. CONCLUSION.

Con la administracion del extracto hexdnico de A. ludoviciana a ratas macho de la cepa
Wistar (toxicidad aguda, 50 mg/kg) y (toxicudad a corto plazo, misma dosis) no produjo muerte
ni signos indicativos de toxicidad, por lo que es posible concluir que el extracto hexanico no es

toéxico para los animales a las dosis empleadas.

Mientras que en los analisis histoldgicos, las laminillas observadas microscopicamente no
mostrardon parametros anormales de arquitectura hepdtica en grupo tratado y grupo control. De
acuerdo al analisis estadistico no parametrico Mann-Whitney, el peso corporal de los animales
no presentd diferencia significativa en el grupo control como en el grupo tratado. El extracto
hexanico de Artemisia ludoviciana no interviene en el aumento o decenso del peso corporal de
los animales. En los analisis histoldgicos las laminillas mostraron pardmetros normales de

arquitectura hepatica grupo tratado y grupo control.
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