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Exergo
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aprenderlas todas juntas a la vez que separar una de las otras.”

René Descartes (1596-1650).



Sintesis

SINTESIS

La especie Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh (chaya) es una fuente
alimenticia importante por su alto contenido de proteinas y minerales. Se ha
recomendado tradicionalmente para diversos padecimientos incluyendo la
diabetes, la obesidad, las piedras del riidbn, hemorroides, acné y artritis. En este
trabajo se realizaron evaluaciones farmacogndésticas, toxicolégicas vy
gastroprotectoras de esta planta para determinar si es posible su uso en la
medicina tradicional. En esta investigacion se realizaron dos técnicas basicas de
toxicologia y farmacologia experimental: “Evaluacién de la toxicidad aguda oral
mediante el procedimiento de dosis fija” (5 000 mg/kg) y “Modelo experimental
de ulcera gastrica aguda inducida por etanol absoluto” (1 000, 2 000 y 4 000
mg/kg). En ambos estudios se emplearon ratas de la linea Sprague Dawley con
peso comprendido entre 180-250 g de masa corporal. Con la evaluacion
farmacognoéstica se pudo constatar que para esta especie el secado artificial
mantuvo los mas bajos valores de humedad residual (5,2%) con respecto al
secado a la sombra (10,0%). El valor que se obtuvo de las cenizas totales es
indicativo de la baja composicion inorganica de la planta, resultado que coincide
con estudios anteriores. Como resultado de la administracién de una dosis Unica
de 5 000 mg/kg se obtuvo un 100% de supervivencia. La masa corporal, como
indicador de toxicidad, se comporté dentro de los parametros establecidos para
la curva de crecimiento de la especie y linea del modelo bioldgico utilizado. En el
estudio de gastroproteccion se pudo observar un aumento progresivo del
porciento de inhibicion del grado de ulceracion (desde 21% a la dosis de 1 000
mg/kg, hasta un 99 y 100% a las dosis de 2 000 mg/kg y 4 000 mg/kg,
respectivamente). Con la mayor dosis utilizada se obtuvo la mayor inhibicion.
Los valores obtenidos en este caso no presentaron diferencias estadisticamente
significativas con relacion al Omeprazol (99%), utilizado como control positivo.
Los resultados avalan el potencial gastroprotector del extracto evaluado y su

inocuidad por via oral.
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Introduccién

INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde tiempos remotos como
nuevos agentes terapéuticos y sus usos han sido transmitidos de generaciéon en
generacion, bien en forma oral o escrita, hasta nuestros dias y es esto lo que se
conoce como la "practica terapéutica tradicional o conocimiento etnobotanico", el
empleo de extractos o principios activos de las plantas, la cual ha sido
importante en el cuidado de la salud de la poblacion en el primer nivel de

atencion (Pazmifio, 2011).

En la actualidad, hay un sensible aumento de la demanda de farmacos con
extractos vegetales estandarizados y existe un enfoque particular en la
busqueda de nuevos principios activos provenientes de las plantas (Marrassini et
al., 2010).

Las plantas medicinales siempre han sido usadas para el cuidado de la salud y
actualmente lo hace méas del 80% de la poblacién mundial, con una tendencia
creciente en los paises industrializados. Este significativo aumento en la
utilizacibn de los vegetales, que constituyen una importante alternativa
terapéutica, obedece no solo a los cambios culturales de muchos pueblos, sino
también fundamentalmente al elevado costo de los farmacos (Vivo et al., 2012).

Las Euphorbiaceaes son plantas representadas por 300 géneros y alrededor de
8000 especies, se distribuyen principalmente en las zonas tropicales y
subtropicales del mundo (Martinez et al., 2002), dentro de estas encontramos a
la especie Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh (chaya). La chaya es una fuente
alimenticia importante por su alto contenido de proteinas y minerales como:
calcio, potasio, hierro, fésforo, vitaminas(A, C y E) ademas de riboflavina y
tiamina (Ventura, 2004). Se ha recomendado tradicionalmente para diversos
padecimientos incluyendo la diabetes, la obesidad, las piedras del rifion,
hemorroides, acné, artritis, problemas visuales y de encias (Figueroa et al.,

2009). Las hojas de la planta se han tomado como laxante, diurético, para
1
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mejorar la circulacion, la digestioén, para estimular la lactancia y endurecer las
ufas. Las hojas crudas contienen glucésidos cianogénicos, los cuales son
toxicos por formar acido cianhidrico (HCN) un compuesto toxico el cual es
destruido facilmente por medio de la coccion (Molina et al., 2013, Gonzalez et
al., 2003).

En algunas regiones de Cuba se conoce a la chaya como “salva hombre”, ya
gue consumida en decocciones cura afecciones de la prostata por sus
propiedades antinflamatorias (Curbelo, 2012). Investigadores evaluaron la
toxicidad aguda de extractos de la especie obtenidos por tres métodos
(decoccién, maceracion e infusién) las dosis se incrementaron en orden
creciente desde 25 mg/kg hasta 8000 mg/kg empleando la via intraperitoneal
(ip), Los resultados obtenidos permiten apreciar que la DLsp y sus limites de
confianza al 95% son similares (7100 mg/kg) en los tres tipos de preparaciones
de la planta (Torrico et al., 2003).

La informacién disponible acerca de evaluaciones fitoquimicas, farmacoldgicas
y toxicologicas de la misma resultan insuficientes por lo que se requiere
profundizar en el conocimiento sobre este recurso natural para lo cual se

plantea el siguiente problema cientifico:
Problema Cientifico

La especie Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh, es empleada en la medicina
tradicional como antiinflamatoria, en diversas afecciones asociadas a procesos
inflamatorios, lo cual sugiere que también pueda comportarse como protectora
de la mucosa gastrica, sin embargo, no existen investigaciones preclinicas
referenciadas que corroboren dicho uso para las hojas de esta planta, ni que
avalen su seguridad por via oral, por lo que es preciso realizar estudios

farmacoldgicos y toxicologicos en este sentido.

Este trabajo cientifico parte de la hipétesis de que el extracto hidroalcohdlico

obtenido a partir de las hojas de Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh pueda

2
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presentar efectos protectores de la mucosa gastrica, resultando no téxico por via

oral.
Objetivo General

Realizar evaluaciones farmacognésticas, toxicolégicas y gastroprotectoras de la
especie Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh que permitan su uso en la

medicina tradicional.
Objetivos Especificos
1. Determinar indices farmacogndsticos que avalen la calidad de la droga.

2. Evaluar la toxicidad por via oral del extracto hidroalcoholico obtenido a
partir de las hojas de Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh en modelos
agudos.

3. Comprobar la actividad gastroprotectora del extracto hidroalcoholico

obtenido a partir de las hojas de Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh.



Capitulo 1

MARCO TEORICO



Capitulo 1. Marco Teorico

1 MARCO TEORICO

1.1Generalidades sobre el uso de las plantas medicinales

Desde tiempos inmemorables los seres humanos han dependido de la
naturaleza para su alimentacion y curacion, estos conocimientos se han
trasmitido de generacioén en generacion confiriéendole un caracter magico a las

plantas medicinales (Pérez et al., 2011).

Las plantas medicinales representan cerca del 25% del total de las
prescripciones médicas en los paises industrializados. Sin embargo en los
paises en desarrollo el uso de las plantas medicinales representa hasta el 80%
del arsenal terapéutico tradicional y son utilizadas como materia prima para la
produccion de extractos o para el aislamiento de sustancias naturales puras, por

lo que representan un area en franca expansion (Cruz, 2012).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha determinado que alrededor del
80% de la poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para atender las
necesidades primarias de asistencia médica. Analizando el interés por el estudio
y empleo de medicina tradicional en la asistencia terapéutica y el reconocimiento
de la importancia de las plantas medicinales para el sistema de salud de paises
en desarrollo, la OMS acordd promocionar la medicina tradicional y establecer
pautas para la identificacion de medicamentos herbarios que sean inocuos y

eficaces (Velasquez, 2007).

1.2Familia Euphorbiaceae

1.2.1 Generalidades

Las familias Euforbiaceas (Euphorbiaceae) es una de las mas grandes y
diversificadas de las angiospermas, conteniendo alrededor de 8000 especies en
300 géneros, perteneciente al orden Euphorbiales o malpigiales pertenecen a
zonas tropicales o subtropicales y templadas. Las subfamilias son:

Phyllanthoideae, Oldfieldioideae, Acalyphoideae, Crotonoideae y
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Euphorbioideae, las dos primeras con dos 6vulos por loculo (condicidn
plesiomorfica) mientras que las tres ultimas so6lo tienen un évulo (condicion
apomorfica) (Martinez et al.,, 2002) que contiene alcaloides, glicésidos
cianogénicos, acidos grasos, glucosinolatos y terpenoides entre otros. Ademas
algunas de sus especies contienen un latex de color lechoso. Actualmente, sus
usos mas frecuentes son en la alimentacion (tapioca) y en la produccion de
medicinas, venenos, aceites y grasas, ceras, gomas, caucho y componentes
para pinturas, barnices y otros productos industriales. Algunas de ellas se
cultivan como ornamentales (Collantes, 2012). Segun Bittner et al. (2011), en
estudios quimicos realizados recientemente en el género Euphorbia, muestran la
presencia principalmente de derivados terpénicos y flavonoides. De Croton
chilensis, especie monotipica, se aislaron especialmente alcaloides del tipo de la
morfina y aporfina. De las restantes especies estudiadas en esta familia se
aislaron especialmente triterpenos y flavonoides conocidos. Igualmente se
estudio, en ocho especies, la distribucion de n - alcanos en las fracciones de
hidrocarburos refinados. Otros investigadores demostraron la capacidad
antioxidante de Cnidoscolus aconitifolius especie perteneciente a la familia
euphorbiaceae por presentar en su composicion compuestos polifendlicos y

flavonoides (Mercado et al., 2013).
1.2.2 Descripcion boténica

Las especies pertenecientes a la familia Euphorbiaceae presentan las siguientes
caracteristicas (Collantes, 2012)

Porte: arboreas, arbustivas o herbaceas.

Hojas: hojas simples o compuestas, pinnadas o palmeadas, generalmente

alternas.

Flor: Incompleta, imperfecta Simetria floral: Radial. Caliz (K) = 0,5 Corola (C) =
0,5, Androceo (A) = 1, 5,10 (- ) Gineceo: sincarpico, Ovulos / l6culo = 1 (2).

Pistilo = 1 Ovario: Supero, flores actinomorfas, pentameras, unisexuales.
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Perianto: pueden presentar o no periantio.
Gineceo supero: ovario formado por tres carpelos soldados.
Androceo: formado por uno o muchos estambres libres o soldados.

Semilla: de embridn recto o curvo, con gran cantidad de endospermo

oleaginoso.

Fruto: es una capsula tricora (3 lébulos), con apertura valvicida. Algunas
especies presentan fruto drupa o baya.

Otras caracteristicas distintivas: generalmente se presentan latex lechoso.

1.3Especie Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh. Aspectos Monograficos
1.3.1Origen y distribucion geografica

Cnidoscolus aconitifolius, arbusto cultivado por sus hojas nutritivas, es una
planta que pertenece a la familia Euphorbiaceae y es de origen Mesoamericano.
En 1997 Ross-lbarra y Molina-Cruz formaron cuatro variedades cultivadas
dentro de la subespecie aconitifolius. Los cuatros cultivares semidomesticados
se clasifican como Cnidoscolus aconitifolius (Mill) I.M. Jonhston, y por la forma
de sus hojas incluye 4 variedades: Estrella, Mansa, Picuda, Plegada (Figura
1.1). El cultivar “Mansa” fue clasificado previamente como Chnidoscolus
chayamansa (Yurrita, 2008).

a “Estrella’ b} ‘Mansa’ ¢} "Picuda® d) 'Plegoda’

Figura 1.1. Comparacion entre las cuatro variedades de la especie Cnidoscolus
chayamansa Mc Vaugh.
Fuente:(Yurrita, 2008)
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La chayamansa tiene origen de Honduras Britanicas, habita en climas calido y
semicalido desde el nivel del mar hasta los 700m. Asociada a vegetacion
perturbada de bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio, subperennifolio y
perennifolio (Rojas, 2003). Esta planta se distribuye en el sureste mexicano,
principalmente en Yucatan, Tabasco, sureste de Chiapas, centro y sur de
Veracruz, parte de Campeche, sur de Quintana Roo, norte de Morelos y Nuevo
Ledn, es facil de cultivar en climas templados o calidos, sufre pocos dafios
causados por insectos. Tolera lluvias fuertes y sequia y se propaga a través de
cortes de diez centimetros de sus estacas lefiosas, ya que no dan fruto. Las
raices toman tiempo en generarse a partir de las estacas y crecen lentamente
una vez que estan plantadas, por lo cual se recomienda cosechar las hojas solo
hasta el segundo afio, después del cual lo ideal es sélo recolectar la mitad de las
hojas para garantizar su continua y saludable reproduccion (Curbelo, 2012).
Aunqgue la floracion es mas comun en los meses del verano, se puede encontrar

flores y frutos todo el afio (Ross-Ibarra, 2003).

1.3.2 Clasificacion botanica (Vaugh, 1994)

Reino: Plantae

Division: Spermatophyta

Clase: Angispermae

Subclase: Dicotyledoneae

Orden: Euphorbiales

Familia: Euphorbiaceae

Nombre cientifico: Cnidoscolus chayamansa Mc Vaugh

Sinonimia: Jatropha urens var. inermis Calvino

Nombres comunes: chaya, chaya mansa, chaya de castilla, guarumbo,

hormiguillo, guarumo, chancarro, trompeta, koochle, guarina y samura entre

otros.
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1.3.3 Descripcion Boténica

Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh es un arbusto caracterizado por ser una
planta suculenta, de unos 2 a 3 m de altura, con ramas muy delgadas, con los
tallos numerosos con latex abundante, médula blanca y gruesa con pocos pelos
urticantes, con 1 6 2 glandulas en el apice del peciolo (Vaugh, 1994). El tallo de
chayamansa es generalmente mas grueso, pero parece que este caracter podria
reflejar mas las condiciones de cultivo que diferencias genéticas (Ross-Ibarra,
2003).

Las hojas son truncado-cordadas, trilobuladas (Martinez, 1979), toscamente
ondulado dentadas, mas anchas que largas, verde brillante, de 10 a 16 cm de
ancho y de 4 a 8 cm de largo, peciolo de 8 a 15 cm de longitud (suelen ser del
tamafio de una mano adulta extendida, presentando cinco I6bulos prominentes.)
y se puede alcanzar hasta 32 cm de largo y 30 cm de ancho, con peciolos hasta
28 cm de largo (Ross-lbarra, 2003), usualmente con vello urticante; flores
tubulares y blancas, unisexuales, las masculinas de 6-7 mm con 10 estambres;
las femeninas de 9-10 mm (Vaugh, 1994) y en forma de racimo (Krohnengold,

2012); fruto una capsula con 3 semillas (Vaugh, 1994).

La planta es décil, quebradiza y se siembra por estacas, manteniéndola con
abundante agua y sombra (Aguilar M, 2011).Crece rapido de manera frondosa,
es un arbusto liso que mide de 3 a 4 metros de alto. Hoja oblonga con tres
I6bulos de la parte media hacia arriba (Vaugh, 1994). Todas las partes de la

planta contienen una savia blanca, espesa y muy pegajosa (Curbelo, 2012).

Hay por lo menos 35 especies de chaya. Algunas variedades tienen vellos en el
peciolo, que causan irritacion al tocarlas, al igual que sus flores blancas, porque

contienen cianuro (Curbelo, 2012).
1.3.4 Composicion quimica

Kuti y Torres (1996) realizaron un estudio sobre la Chayamansa tan codiciada,

se revel6 que al cocinar la hoja, aumenta considerablemente su composicion de

9
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carbohidratos, grasa, su nivel de calcio, fésforo y hierro y disminuye su
composicion de fibra, proteina, y potasio en relacion a las muestras crudas
(Curbelo, 2012). El aumento de algunos nutrientes minerales puede deberse al
proceso de coccion, el cual libera la extraccidon de nutrientes de los tejidos,
aumentando el porcentaje de elementos minerales a medida que disminuye el
contenido de humedad. También descubrieron que las hojas crudas de chaya
son toxicas, ya que los pelillos que tiene en el peciolo que es la parte que une a
la hoja con el tallo, contienen un glucésido que libera cianuro, por lo cual es
imprescindible remojarla durante por lo menos una hora antes de consumirla, o
cocinarla para desactivar este componente. Afortunadamente, en sélo un minuto
de hervor se volatiliza y desaparece el cianuro haciendo posible incluso beber el
agua en la que se cocid, la cual también tiene propiedades nutritivas y
medicinales. Se sugiere no cocinarla en recipientes de aluminio, ya que

producen una reaccion toxica que causa diarrea.

Es posible que por esto los mayas la veneraran y le hacian un ritual antes de
cortarla, sabiendo y advirtiendo que era una planta que si no se respetaba, asi

como podia curar, podia matar (Curbelo, 2012).

En esta misma época otros investigadores hicieron muchos estudios sobre esta
planta y obtuvieron una composicion variada de metabolitos, donde pudieron
inferir la presencia de: proteina, grasas, carbohidratos, diferentes tipos de
vitaminas(A, C, K, complejo B-excepto la B12), compuestos minerales (hierro,
potasio, fosforo, calcio), oligoelementos, enzimas y fibra vegetal (Martinez,
1979).

En 1939, el Laboratorio Analitico de Henequeneros de Yucatan hizo el analisis
de las hojas de chaya con los siguientes resultados: humedad 77,21%, materia
seca 22,79%, proteina cruda 5,79% y 1,95% de cenizas (Vaugh, 1994).

Castro (2014) indica que la chaya constituye un alimento muy barato todo el afio,
y es rara la casa que no tenga sus plantas de chaya. El presenta un analisis

cuyos resultados se muestran: humedad 79%, ceniza 1,65%, proteina cruda
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8,25%, extracto etéreo 1,93%, fibra cruda 1,94%, carbohidratos totales
asimilables 7,23%. En lo que respecta a los minerales reporta calcio 421,00
mg/100g, fésforo 63,00 mg/100g y hierro 116,61 mg/100g; ademas menciona
algunas vitaminas como son: caroteno 8,52 mg/100g, tiamina 0,23 mg/ 100g,

riboflavina 0,35 mg/100g y niacina 1,74 mg/100g.

Un andlisis bromatologico de la chaya (1973) realizado por los Laboratorios
Nacionales de Fomento Industrial de la Cd de México, arrojé los siguientes
resultados: Proteinas de hoja de chaya en base humeda: 8,3 g/100 g y 39,5
g/100g en base seca y hacen una revision acerca de las especies potenciales
para la obtencion de concentrados proteinicos foliares, dentro de las cuales
menciona a Cnidoscolus chayamansa como una fuente potencial. Ademas
reporta la composiciéon aminoacidica (g de aminoacidos/ 100g de proteina) en

esta especie (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de aminoacidos contenido en 100mg de proteina.

. Contenido en 100mg de proteina
Aminoacidos . o _ o
(porcion cloropléastica-citoplasmica)

lisina 59-8.3
fenilalanina 6,3-4,8
metionina 1,8-1,8
treonina 5,0-44
leucina 10,1-8,4
isoleucina 5,6-4,5
valina 6,9-5,8
triptofano 1,7-0,5
arginina 6,6-7,0
histidina 1,1-4,3
tirosina 5,5-4,6
cistina 1,3-1,9
acido aspartico 9,0-10,7
serina 4,9-4,6
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acido 10,3-12,5
glutdmico

prolina 5,3-4,5
glicina 6,0-5,2
alanina 6,5-5,6

En la India en el 2010 se realizé un estudio sobre efecto hiperglicémico de los
extractos etandlicos de la misma planta encontraron que ella tiene una elevada
cantidad de proteina (5,7%), fibra cruda (1,9%), calcio 199,4% mg/100gm,
potasio 7,02mg/100gm, hierro 11,4mg/gm, Vitamina C 164,7 mg/100gm vy
carotina 0,085 mg/100gm (K. Kulathuran Pillai, 2012).

Para determinar el nivel de algunos minerales de interés nutricional y
concentracion de HCN en hojas de chaya, se plante6 el objetivo de realizar un
estudio en plantas fertilizadas organicamente y quimicamente. Se establecieron
49 plantas de chaya. Se formaron siete tratamientos con siete repeticiones. Un
control y tres con niveles diferentes de fertilizacion organica y quimica. La
recoleccion de hojas se realiz6 en tres épocas del afio. Los minerales fueron
cuantificados por absorcién atémica y el HCN por espectrofotometria. Se realiz6
un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de medias de Turkey. Las
concentraciones de Ca fueron de 1240 a 3080 mg, Mg de 313 a 421 mg, K de
179 a 328 mg, Znde 1,2 a 2.4 mg, Cu de 0,4 a 1.0 mg, Mg de 10 a 20 mg, P de
130 a 150 mg, Na de 6,7 a 14,0 mg, Fe de 5,0 a 24,3 mgy Mn de 7,0 a 11,0
mg/100g de hoja seca respectivamente. Mientras que las concentraciones de
HCN fueron de 10,38 a 97,24 mg/100 g de hoja verde. Los valores de los
minerales estan en cantidades importantes en las hojas de chaya, mientras que
la concentraciéon de HCN no es téxico. Por lo que en términos generales la hoja
de chaya puede ser considerada como un aporte de minerales en la dieta y una
buena alternativa nutricional. No se observdo una marcada influencia de la

fertilizaciébn organica ni quimica sobre las concentraciones de Ca, Ky Mn en las
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tres estaciones del afio. Se observé una influencia de la fertilizacién organica y

quimica aumentando las concentraciones de Na y Zn en el otofio.

Se observo una influencia de la fertilizacion organica y quimica disminuyendo las
concentraciones de Mg, Fe, Cu y P en las estaciones de verano y otofio. El
contenido de HCN se mantiene bajo en primavera y otofio, pero en verano
aumenta con la fertilizaciébn quimica. En términos generales la hoja de chaya

puede ser considerada como un aporte de minerales en la dieta (Quesada et al.,

2007).

Como un resumen podemos representar la composicion de Cnidoscolus

chayamansa en la Tabla2y 3.

Tabla 2. Composicion de Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh.

Compuesto En base humeda (%) En base seca (%)
Humedad 77-79 11
Material seca 23-21 89
Cenizas 1,65 -1,95 14,97
Proteinas crudas 56-8,3 26,68
Carbohidratos 7,23-9,2
Grasa 5,55
Fibra cruda 19-3.2 14,68

Tabla 3. Composicion de Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh en hojas frescas.

Minerales Contenido en 100g ( 20 hojas frescas)
Calcio 236 mg

Polifenoles totales 104 mg

Vitamina C 24,7 mg

Hierro 7,2 mg

Zinc 3,1 mg

Selenio 0,08 mg
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Los resultados indicaron que la chaya en las ratas diabéticas no modificd el
consumo de alimento, ni liquido, y no modificé los niveles sanguineos de
glucosa y colesterol; pero si redujo los triglicéridos, comparados con su grupo
control diabético que solo recibié agua. El funcionamiento renal valorado por la
microalbuminuria y creatinina urinaria mostraron niveles que indicaron un
probable dafio renal que fue similar tanto en el grupo de ratas diabéticas que
recibieron chaya como en sus controles con agua. Estos resultados nos indican
gue la chaya puede mejorar algunas de sus complicaciones cardiovasculares al

reducir el nivel de triglicéridos en sangre (Palos and Reynoso, 2007).

1.4 Estudios de evaluacion de la actividad bioldgica

El tamizaje farmacoldgico constituye una de las etapas iniciales en la
investigacion sobre plantas medicinales (Heinrich et al., 2014) Se entiende por
tamizaje un conjunto de técnicas relativamente simples que permiten al
investigador evaluar la posible accion farmacologica y la toxicidad de una planta.
El tamizaje farmacolégico de extractos de plantas busca descubrir aquellas que
presentan actividad farmacoldgica. El tamizaje farmacologico debe ser
cuidadosamente realizado, para que sea seguro Yy reproducible; sin embargo, las
técnicas y los procedimientos no deben de ser exageradamente elaborados y
caros. La cantidad de material necesario para el tamizaje debe ser pequefa y
los procedimientos deben programarse de tal manera que se pueda utilizar el
material bruto, como extractos de plantas o fracciones de extractos. El tamizaje
sea general o especifico, produce solo probabilidades sobre la actividad que la

muestra tendria en un ser humano enfermo (Osorio, 2009).

Estas pruebas se llevan a cabo utilizando ratones o ratas, se observan los
animales que reciben la droga y los animales que sirven como control. Las vias
de administracion mas comunes son la oral y la intraperitoneal. Las drogas
deben disolverse previamente o deben de estar en una suspensién en un
vehiculo acuoso (Osorio, 2009). El uso de acidos de bases y de solventes
organicos puede enmarcar la verdadera actividad biolégica. Cuando estan en
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suspension el material vegetal debe de reducirse, como minimo a 20 mesh, para
asegurar la exactitud de la dosis y la uniformidad de la respuesta, las
observaciones se hacen cada 30 minutos, asi como a las 1, 2, 3, 4 y 24 horas
después de la administracién de la droga. Se observa: 1) el estado consciente y
la disposicion 2) la actividad y la incoordinacion del sistema motor, 3) el tono
muscular 4) los reflejos 5) la actividad sobre el sistema nervioso central y 6) la

actividad sobre el sistema nervioso autbnomo.

Cuando la anotacion normal es cero (ausencia), la intensidad de los sintomas
observados de varia de 0 a 4. Cuando la anotacion es de 4, la intensidad de los
sintomas varia de 4 a 0 (disminucién) y de 4 a 8 (aumento) (Osorio, 2009).

1.5 Ulcera péptica. Concepto. Generalidades

Actualmente el concepto de Ulcera péptica presupone la existencia de una lesion
de caracter erosivo en la pared interna de la mucosa gastrica (Ulcera gastrica) o

de la primera porcién del intestino delgado (Ulcera duodenal) (Chirri, 2013).

La lesion consiste en una pérdida de la continuidad de la mucosa y en grado
variable, las restantes capas de la pared gastrica, suelen ser Unicas,
redondeadas u ovales, aunque pueden ser lineales y su diametro es en
general menor de 4 cm. Aparecen en cualquier porcion del estbmago, pero
mas de la mitad de los casos se localiza a lo largo de la curvatura menor, cerca
de la incisura angular y en la unién del cuerpo con el antro géastrico (Regalado
et al., 2012).

La ulcera gastrica es una enfermedad que afecta al 10% de la poblacion
mundial, presenta una incidencia anual cercana a 0,5 casos por 1.000
habitantes. Afecta preferentemente a personas entre los 55 y 65 afos de edad,
no tiene predileccion por el sexo y los grupos de mayor riesgo son los fumadores
y alcohdlicos (Boffill et al., 2007). Esta tiende a aparecer mas tarde en la vida y
son menos comunes que las lesiones duodenales, tal vez debido a la alta

probabilidad de que la Ulcera gastrica empiece de una forma silente y se haga
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presente solo después del desarrollo de complicaciones. Por el contrario, las
autopsias sugieren una incidencia similar de Ulcera duodenal y géstrica (Arrieta
et al., 2009).

1.5.1 Bases fisiopatoldgicas de la Ulcera péptica

Las Ulceras pépticas pueden persistir durante meses o afios y se manifiestan por
la presencia de reacciones inflamatorias agudas y crénicas. En la fase aguda,
existe un denso infiltrado polinuclear y dilatacion vascular en los margenes del
defecto. En las fases de cronicidad, aparecen en los margenes y base de la
Ulcera proliferacién fibroblastica, cicatrizacion y acumulacion de linfocitos,

macréfagos y células plasmaticas (Séinz et al., 2008).

El desarrollo de la enfermedad ulcerosa péptica depende de un desequilibrio
entre factores agresivos: acido, pepsina, tabaco, alcohol, acidos biliares, AINES,
Helicobacter pylori y factores defensivos: barrera mucosa gastrica, formaciéon y
secrecion de mucus, secrecion de bicarbonato, regeneracion epitelial, flujo
sanguineo, prostaglandinas, mecanismos intrinsecos de secrecion gastrica y
hormonales, estado de salud y factor basico de crecimiento de los fibroblastos ,
(Chirri, 2013, Séinz et al., 2008). En la ulcera duodenal predomina la accion de
los factores agresivos, mientras que en la Ulcera gastrica fracasarian los factores
defensivos (Ferrer et al., 2004, Sanchez et al., 2002).

Se afirma que el estrés constituye uno de los factores que influyen en el
desarrollo de la enfermedad &cido péptica. En una situacion de estrés, el
sistema nervioso autbnomo descarga una gran cantidad de neurotransmisores
gue, a su vez, producen la secrecion de gastrina y de acido clorhidrico; aunado a
ello se encuentran los malos habitos higiénico-dietéticos que condicionan la
aparicion de la enfermedad. Ademas los sistemas de defensa natural que posee
el estbmago pierden su capacidad de funcionamiento con la edad, de ahi que el
paciente senil presente mayor riesgo (Ferrer et al., 2010, Pentén, 2006). Este
tipo de Ulcera se suele dar en pacientes politraumatizados, en grandes
guemados, enfermos con hipertensién endocraneal, también después de una
16
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cirugia muy mutilante y en general, en los pacientes ingresados en unidades de
cuidados intensivos con motivo de enfermedades muy graves (Atherton and
Blazer, 2005, Ferrer, 2007). Estas lesiones, son a menudo mdultiples y mas
frecuentes en la porcion de estbmago secretora de acido. Se dan en torno al 80

0 90% de los pacientes con lesiones y quemaduras masivas.

El etanol causa lesiones extensas en la mucosa, acompafado por el incremento
de 9.5 veces la apoptosis celular y de 2,5 veces la del factor de necrosis tumoral
(TNFa). EI TNFa es otro componente que esta relacionado con el dafio de la
mucosa gastrica y juega un importante papel en la patogenia a este nivel, se ha
demostrado su activacion en el suministro crénico de etanol al 40%. Ademas
cuando el consumo de alcohol es relativamente intenso disuelve el moco
protector de la mucosa gastrica, lo cual priva a la mucosa de esta sustancia
protectora y la hace vulnerable a la accion lesiva de los agentes agresivos. La
consecuencia puede ser una lesion celular con una mayor liberacion de
histamina, con una mayor estimulacion de la secrecién de acido, lesion de los
pequefios vasos sanguineos, hemorragia de la mucosa, y finalmente una

erosion y ulceracion (Ferrer et al., 2010, Penton, 2006).

Las ulceras tienen una alta prevalencia de coexistir con la gastritis crénica, el
etanol al 80%, suministrado a ratas en 3 ocasiones durante dias alternos y con
un tratamiento final de acido acético al 60% inyectado en la serosa, produce
ulceras cronicas, en donde se demuestra un incremento del TNFa y de la
apoptosis (Liu and Cho, 2000).

El habito de fumar favorece el desarrollo, la cronicidad y la tendencia a la
recidiva de las ulceras pépticas, esto es algo reconocido desde hace afios.
Esta influencia se debe a que el tabaco estimula la secrecion &cida,
disminuyendo el flujo sanguineo de la mucosa, altera la motilidad gastrica,
impide la cicatrizacion a través de su capacidad de favorecer el reflujo
duodeno-pancreatico (liquido que pasa al intestino y que no debiera regresar al

estbmago), disminuyendo la secrecion alcalina biliopancreatica y ademas
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afecta la produccion y secrecion luminar de bicarbonato de sodio que la
neutraliza (Ferrer et al., 2010, Peskar et al., 2002, Paz, 2003).

El Helicobacter pylori, es un bacilo espiral flagelado Gram (-), productor de
ureasa, exclusivo de la especie humana, que se adquiere principalmente en la
infancia y que se encuentra en el estbmago de cerca del 80%-90% de los
pacientes con Ulcera duodenal y del 60-80% de los paciente con Ulcera géastrica
(Ferrer et al., 2010, Ferrer, 2007, Suerbaum and Michetti, 2003).

La bacteria expresa diversos factores que contribuyen a su capacidad para
colonizar las mucosas y lesionarlas: catalasa, lipasa, adhesinas, factor activador
plaquetario, genes que codifican proteinas inmundgenas citotoxicas y una
exotoxina, la citotoxina vacuolizante (Vac A), cuya presencia o ausencia podria

relacionarse con la gravedad de la enfermedad (Sanchez et al., 2002).

Actualmente, se ha comprobado que los niveles de somatostatina a nivel de la
mucosa gastrica de los pacientes infectados por Helicobacter pylori, son mas
bajos que en pacientes no infectados. Esta sustancia hormonal, secretada por
las células D de los islotes pancreéticos, tiene un papel inhibidor sobre la
secrecion de gastrina, por lo que se piensa que el descenso de esta hormona
altera el control normal de la sintesis y/o liberaciébn de gastrina, con la
consiguiente hipergastrinemia que origina un aumento de células parietales y un

aumento de la secrecion acida (Atherton and Blazer, 2005).

Teniendo en cuenta que alrededor del 85% de las Ulceras gastricas se asocian a
infeccion por Helicobacter pylori, la asociacion de este microorganismo con el
consumo de AINEs puede suponer mayor riesgo de aparicion de lesiones y de
complicaciones asociadas, como el sangrado (Delgado and Bellido, 2004), que
se incrementan sobre todo en pacientes mayores de 65 afios (Ferrer et al.,
2010).

Una de las causas mas frecuentes de Ulceras gastricas y duodenales es la

disminucién del umbral de citoproteccion por consumo de AINEs (Pentdn, 2006,
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Ferrer, 2007, Boffill et al., 2007, Prieto, 2008). Las propiedades fisicoquimicas y
el mecanismo de accion de estos farmacos, estan directamente implicados en la
patogenia de las lesiones gastrointestinales, al inhibir la sintesis de
prostaglandinas, de esta manera alteran los mecanismos de proteccién y
permite que los acidos biliares, la pepsina y el acido clorhidrico ataquen a la
mucosa (Ferrer, 2007).

Se estima que entre el 15 y el 40% de los pacientes que toman AINEs de forma
cronica, experimentan dispepsia. Sin embargo, estos sintomas frecuentes no
son predictores fiables de las complicaciones gastrointestinales. De hecho, el
50-60% de los pacientes que desarrollan una Ulcera o complicacién grave no
presenta sintomas o signos de alerta previos. Lo que si parece estar claro es
gue la frecuencia de aparicion de la Ulcera gastrica en pacientes consumidores
de AINEs de forma cronica es el doble que la ulcera duodenal (Ferrer et al.,
2010, Ferrer et al., 2004).

Las alteraciones gastrointestinales producidas por los AINEs aparecen como
consecuencia de dos mecanismos toxicoldgicos basicos: uno local o tépico,
dependiente del pH y del pKa del medicamento; otro sistémico, mediado por la
inhibicién de la ciclooxigenasa (COX), con la consiguiente reducciéon de la
sintesis de prostaglandinas. Asimismo, hay un efecto mediado por la adhesion

de los neutrofilos al endotelio vascular (Ferrer, 2007).

La necesidad de la administracion de AINEs se debe tener muy en cuenta,
debido al riesgo gastrointestinal asociado, si fuera indispensable el tratamiento

resulta necesario valorar una forma eficiente de proteccion.

1.6 Citoproteccidén. Terapias actuales

Aunque la secrecidn acida géstrica y la presencia del Helicobacter pylori han
dominado en los udltimos tiempos la fisiopatologia de la enfermedad ulcerosa

péptica, la apreciacion de los medios por los cuales la mucosa gastrica se
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protege a si misma del dafio ha sugerido enfoques terapéuticos adicionales,
llevando a establecer el concepto de “citoproteccion” (Ferrer et al., 2010).

Hoy dia, se estudia el efecto citoprotector de las prostaglandinas, prostaciclinas,
oxido nitrico, sulfhidrilos y otros mediadores y mecanismos enddgenos de la
gastroprotecciéon (Arrieta et al., 2009). Muchos otros tipos de estructuras
flavonoides (Rao et al., 1997, Lorente, 2003), péptidos, terpenoides (Abad and
Bermejo, 1994), xantinas y otros; asi como compuestos que muestran ciertas
acciones farmacologicas (union al receptor de 5-hidroxitriptamina, union al
receptor adrenérgico, estabilizacion de los mastocitos y otras) se han asociado
también de alguna forma a la gastroproteccién (Ares, 1998). De esta manera, la
adquisicion de conocimientos cada vez mas profundos en el campo de la
fisiopatologia del sistema gastrointestinal ha devenido en el desarrollo de una
gran variedad de productos sintéticos que, tomando como base los conceptos
actuales de citoproteccién, son capaces de ejercer multiples efectos

beneficiosos en este sentido.

Los antihistaminicos H2 (Cimetidina, Ranitidina, Famotidina, Nizatidina)
producen la inhibicibn de la secrecidon acida por bloqueo de los receptores
especificos de produccion de acido (H2 de la histamina). Los efectos adversos
aparecen en aproximadamente el 3% de los casos. Los protectores de la
mucosa como el Sucralfato actian formando como un parche que se deposita
en la ulcera y esto impide el ataque de los acidos del estbmago en la zona
dafada. Estos medicamentos no se absorben. El Dicitrato bismutato tripotasico
ademas de producir una tapa protectora de la mucosa, puede tener un efecto
inhibidor de la bacteria Helicobacter pilori. Otra sustancia protectora es el
Acexamato de zinc, que parece también estabilizar los mastocitos e inhibir la
secrecion de histamina. La Pirenzepina produce un blogueo nervioso
(colinérgico) de la secrecion de &cidos, por ello también produce sequedad de
boca (3,9%) y vision borrosa (1,7%) (Ferrer, 2007).
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El Omeprazol se comporta, como un inhibidor de la bomba de protones. Se
comprobd que el mecanismo antiulceroso de este farmaco esta determinado por
el bloqueo del dafio oxidativo y la apoptosis que se produce durante el proceso
de ulceracion (Biswas et al., 2003). El Misoprostol es un compuesto analogo a la
prostaglandina E1 (Sainz et al., 2003), aumenta la resistencia de la pared del
estdbmago a los &cidos, y a dosis altas bloquea la secrecion de acidos. Estos
ultimos compuestos son los mas eficaces en la disminucion de la aparicion de
las Ulceras asociadas a los antiinflamatorios no esteroideos (Sheiman, 2001,
Laszlo, 2002). Ahora bien, el tratamiento con Misoprostol es caro y produce
efectos colaterales gastrointestinales como diarreas en un 10% de los casos y
no se puede utilizar en el embarazo, y el Omeprazol por su parte, en

tratamientos prolongados, puede producir anaclorhidria.

Como se puede apreciar el cada vez mas sofisticado arsenal de medicamentos
conlleva a un elevado costo de produccién, lo que encarece también su
adquisicion, y a la par de sus efectos beneficiosos sobre la patologia
gastrointestinal, también provocan en su gran mayoria, una serie de efectos
adversos o secundarios que comprometen otras funciones. De aqui que haya
ido cobrando mayor importancia, de una manera mas pronunciada en los ultimos
tiempos, el rescate de la medicacion a partir de productos de origen natural,

opcion conocida y practicada por el hombre desde su propio surgimiento.

1.7 Fitoterapia gastroprotectora

Muchas especies vegetales usadas tradicionalmente con propiedades
gastroprotectoras, han sido objeto de investigaciones en los Ultimos afios, en
aras de evaluar sus usos tradicionales y descubrir los metabolitos responsables
de tal accion. En la literatura se informa el empleo de muchas preparaciones
galénicas obtenidas de plantas que tienen efecto gastroprotector, haciendo
especial énfasis dentro de estas, a extractos hidroalcohdlicos o infusiones que

poseen compuestos fendlicos en su composicion quimica (Vanacloxta et al.,
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2003, Lorente, 2003, Borgi et al., 2007, Akindele and Adeyemi, 2007, Clavin et
al., 2007).

La gastroproteccion la producen muchos extractos vegetales que presentan
terpenoides, flavonoides, taninos, gomas, mucilagos, glucosidos y esteroides
(Singh et al., 2000) y en algunos casos como en los extractos hidroalcohodlicos
de Phordendian crassifolium y de Franseuri artemisiodes, su efecto citoprotector

es comparable con la atropina (Gonzalez et al., 2000).

Los alcaloides oxidolicos presentes en el extracto de Uncaria tomentosa (Ufia de
gato), parecen inhibir la producciéon del FNTa y actian como agentes
antiinflamatorios (Rojas, 2003), también actian como antioxidantes, y se plantea
ademas que son estimulantes del sistema inmunoldgico (Sandoval et al., 2002),
ya promueven la actividad de los granulocitos neutroéfilos y los macréfagos en la
sangre, asi como de los macréfagos tisulares del sistema reticulo-endotelial,
plantedndose la posibilidad de que los macréfagos activados por la U. tomentosa
eliminen por fagocitosis los complejos inmunizantes que provocan las

inflamaciones.

Los fenoles en general protegen a las plantas de la oxidacion (Tojo and Leis,
2003). Los taninos pueden funcionar como antioxidantes capturando los
radicales libres y deteniendo las reacciones de deterioro celular (Garcia, 2003),
presentan accion antiinflamatoria local y son astringentes es decir, disminuyen la
secrecion, coagulan los exudados y deshidratan los tejidos facilitando asi la
cicatrizacion de las heridas, ademas, provocan la precipitaciéon de proteinas
sobre la mucosa gastrica ejerciendo efecto gastroprotector y evitan ademas el
paso de agua hacia la luz intestinal, asimismo se le atribuye también a los
taninos, azucares reductores, entre otros compuestos, las propiedades

digestivas y antiulcerosas (Sanchez et al., 2002, Boffill et al., 2007).

Asi pues, el reino vegetal puede proporcionar una fuente muy Util de nuevos
compuestos gastroprotectores que se desarrollen como preparaciones
farmacéuticas alternativas o complementarias a las terapias ya existentes.
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2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en la Unidad de Toxicologia Experimental (UTEX) de la
Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara, y en el Departamento de
Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV), en el
afno 2014.

2.1Equipos, Materiales y Reactivos empleados

Balanza analitica digital (Sartorius, BS-124S, Alemania), Balanza técnica digital
(Sartorius, TE 12 000, Alemania), Estufa (Binder USA), horno Mufla (B-170,
Alemania), Rotoevaporador (BUCHI R-200, Alemania), Bomba de vacio de
membrana (ILMVAC, Suiza), Plancha de calentamiento (IKA , C-MAG HP7,
Alemania), Micromolino de cuchillas( IKA- MF 10B, Alemania), Densitbmetro
(DA-130N, Kyoto, Japon), Lampara UV(CAMAG, Alemania), Refractometro
Digital de ABBE (WYA-S, URRS), Destilador A3-25, URRS), jaulas de
polipropileno con tapas de acero inoxidable (cajas T- 4) , Sonda intragastrica
rigida 16G, Utensilios y cristaleria de Laboratorio.

Eter dietilico, carbén activado, etanol Absoluto, Carboximetilcelulosa (CMC)
todos de la marca (UNI- CHEM®), etanol al 70%, Omeprazol (capsulas de 20
mg), Agua destilada.

2.2 Procesamiento del material vegetal

2.2.1 Recoleccién

La recoleccion del material vegetal se realizo en horas tempranas de la mafiana,
en areas cercanas a la Universidad de Ciencias Médicas, en el mes de Junio del
2014. Esta se ejecutd de forma manual como en Miranda y Cuellar (2012) y se
procurd tomar las hojas, y dejar ramas suficientes que garantizaran el normal
desarrollo de la planta y un uso sostenible de este recurso. Las partes aéreas se
trasladaron en bolsas de nylon hasta el laboratorio de Farmacognosia y Quimica
Farmacéutica de la UCLV, donde se lavaron con abundante agua potable y se

procedié a la seleccion de las hojas como material de interés. Previo al
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procesamiento del material, se realiz6 la comprobaciéon botanica de la especie
por el Dr. C. Alfredo Noa Monzdn especialista en Taxonomia Vegetal del Centro
de Estudios del Jardin Botéanico de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las
Villas. Mediante la comparacion con la muestra correspondiente a la serie UCLV
10718 del Herbario ULV del citado Centro de Estudios, se observo una total
correspondencia con las caracteristicas del material recogido en herbario y con
la descripcidn botanica establecida en la literatura (Aguilar et al., 2010, Vazquez,
2011, Cifuentes et al., 2008, Stephens, 1996, Vaugh, 1994). Las caracteristicas
macromorfolégicas de Cnidoscolus chayamnasa Mc. Vauhg se muestran en la

figura 2.1.

Figura 2.1.Caracteristicas macromorfologicas de Cnidoscolus chayamnasa Mc.
Vauhg. Fuente: (Yurrita, 2008).

2.2.2 Procesamiento de la droga seca en forma de solidos pulverulentos
2.2.2.1 Estandarizacion del secado. Parametros evaluados

El secado se realizé por dos vias: a la sombra utilizando secadores con fondo de
malla fina, y mediante calor artificial durante 5 dias a una temperatura de 40°C
con aire recirculado (Jimoh et al., 2009), utilizando estufa marca (Binder USA),

extendiendo las hojas en capas delgadas sobre bandejas metalicas.
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La droga seca se trituré en un Micromolino de cuchillas (IKA- MF 10B, Alemania)

de 5 pulgadas, con un tamafio de particulas de 3 mm.

Los parametros evaluados para la estandarizacion del secado se describen a

continuacion:

Caracteristicas organolépticas

a) Olor:

Se toméd una pequefia muestra del material vegetal en una placa petri y se huele

guedando registrado el olor en las fosas nasales (Vazquez, 2011).

b) Color:

Se tom6 una pequefia muestra del material vegetal en una placa petri y se
observan los colores de la droga pulverizada después del estudio de secado
(Vazquez, 2011).

Tiempo de secado

El registro de secado se siguié con una frecuencia de 12 horas entre una pesada
y otra hasta obtener peso constante, en todos los casos el material se removio
varias veces para evitar fermentaciones o contaminaciones microbiolégicas. Las
mediciones se realizaron en balanza analitica digital. En todos los casos se

realizaron tres replicas para cada lote (CYTED, 1995).

Humedad residual

La determinacion se realiz6 por el método gravimétrico segun se especifica en la
Norma Ramal de Salud Publica # 309 (Ochamendi and Durand., 1992a).

Procedimiento: De la muestra de ensayo con el grado de trituracion que
determina la norma especifica, se pesaron 2,0g con un error maximo de 0,5mg y
se trasfirié a un pesafiltro previamente tarado y se desecé a 105 °C durante tres

horas. El pesafiltro se pas6 a una desecadora donde se dejé enfriar a la
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temperatura ambiente y se peso, colocandose nuevamente en la estufa durante

una hora, se repitio esta operacion hasta obtener una masa constante.

Expresion de los resultados: El contenido de humedad (Hg) de la muestra de
ensayo expresada en por ciento se calculé mediante la férmula siguiente:
M, - M
H, =—2—-2%100 (1)
M

g
Donde:

Hgy: Contenido de humedad (%)
M,: Masa del pesafiltro con la muestra de ensayo (g)
M1: Masa del pesafiltro con la muestra de ensayo desecada (g)
100: Factor matematico para los célculos
2.2.2.2 Determinacion de la composicion quimica

Se evalud la influencia del método de secado en la posible composicion quimica
de las hojas de Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh, siguiendo la técnica
establecida para el tamizaje fitoquimico por Miranda y Cuéllar (2012). Se
realizaron los ensayos para lipidos, alcaloides, coumarinas, quinonas,
triterpenos y esteroides, resinas, azucares reductores, saponinas, compuestos
fendlicos y taninos, aminoacidos, flavonoides, glicésidos cardiotdnicos,

mucilagos y principios amargos, realizando tres réplicas en cada caso.

Se utilizé la maceracion en reposo como metodologia de extraccion y se emple6
de manera sucesiva tres disolventes de diferente polaridad: éter de petrdleo,
etanol y agua destilada, macerando durante 24 horas para cada disolvente. Se
realizaron los ensayos para los grupos de metabolitos fundamentales

establecidos para cada disolvente (Miranda and Cuéllar, 2012).

Previo al tamizaje fitoquimico, cada lote de la planta fue molinado en un
micromolino de cuchillas a 3000 rpm, pasando el material vegetal molinado por

un tamiz interno de 3 mm con un flujo continuo.
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2.2.2.3 Determinacion de los indices numéricos de la droga seca en forma

de solidos pulverulentos

Una vez estandarizado el secado se procedio a la determinacion de los indices
numéricos de la muestra del lote correspondiente al secado en la estufa a 40 °C,
segun se establece en la Norma Ramal de Salud Publica # 309 (NRSP # 309)
(Ochamendi and Durand., 1992b).

Contenido de humedad

La determinacion del contenido de humedad residual se especifica en el epigrafe
2.2.2.1.3 (Ochamendi and Durand., 1992a).

Determinacion de cenizas totales

Procedimiento: En un crisol de porcelana previamente tarado, se pesé 1g de la

muestra pulverizada y tamizada.

Se calent6 suavemente la muestra de ensayo aumentando la temperatura hasta
carbonizar y posteriormente se incineré en un horno mufla a una temperatura de
750 °C, durante dos horas. Se enfrié el crisol en una desecadora y se pesé. Se
repitio el proceso a partir de la incineracion, hasta obtener masa constante,
hasta que no difiri6 en méas de 0,5 mg/g dos pesadas consecutivas. Para obtener
masa constante en el tiempo de calentamiento y pesada se hizo a intervalos de
30 minutos (Ochamendi and Durand., 1992b).

La determinacion de cenizas totales se calculé6 como sigue:

C, *100

= 2
Y100 - M )

Donde:
C:. cenizas totales.
M: masa del crisol vacio (g).

C1: cenizas totales en base hidratada, que se calcula:
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M, — M

Ci=u v
-

100 (3)

Donde:
M;i: masa del crisol con la muestra de ensayo (g).
M,: masa del crisol con la ceniza (g).
2.2.3 Caracterizacion fotoquimica del extracto

El extracto fue obtenido mediante la metodologia de extraccion continua por
Soxhlet determinando las caracteristicas organolépticas, indice de refraccion,
densidad relativa y sélidos totales para el extracto hidroalcohdlico obtenido.

2.2.3.1 Obtencion del extracto. Extraccion por Soxhlet

Procedimiento: El material vegetal seco y molinado (40 g), con tamafio de
particula 3mm se somete a una extraccion por el método de extraccién continua
por Soxhlet empleando 300 mL de etanol al 70% en agua, durante 56 h, se filtra
el extracto a través de carbon activado para eliminar clorofila. Posteriormente el
extracto se concentr0 hasta sequedad en un rotoevaporador. Se tomaron como
parametros de analisis la determinacion de sélidos totales, siguiendo las
especificaciones de la NRSP # 310 del 1992 (Hawthorne et al., 2000).

Para la caracterizacion del extracto se determinaron los siguientes parametros
segun se establece en la Norma Ramal de Salud Pudblica # 312: " Extractos,

fluidos y tinturas. Métodos de ensayo" (Ochamendi and Durand., 1992a).
2.2.3.2 Determinacion de los indices de calidad del extracto

Caracteristicas organolépticas.

a) Olor:

Se tom6 una tira de papel secante de aproximadamente un centimetro de ancho

por 10cm de longitud y se introdujo un extremo en la muestra de ensayo. Se olié
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y se determind si correspondia con las caracteristicas del producto natural
(Ochamendi and Durand., 1992a).

b) Color:

Se tomo un tubo para ensayos bien limpio y seco, se lleno hasta las tres cuartas
partes con la muestra de ensayo y se observo el color, la transparencia, la
presencia de particulas y la separacion en capas (Ochamendi and Durand.,
1992a).

Determinaciéon de pH

Se ajustd el equipo con la solucion reguladora de pH adecuada. Se introdujo
directamente los electrodos de pH -metro en la muestra y se realizé la lectura
(Ochamendi and Durand., 1992a).

Determinacién del indice de Refraccion

Se colocé sobre el prisma de medicion del refractbmetro una gota de agua
destilada, utilizando para ello una varilla de vidrio sin cantos agudos, se ajusto el
instrumento seleccionado zona del espectro visible que aparece en la linea limite
del campo visual, moviendo el compensador cromatico y colocando la
interseccion del reticulo sobre la linea limite de los campos claros y oscuros. Se
realizaron tres lecturas y se calculé el promedio de las mismas (Ochamendi and
Durand., 1992a).

Determinacion de la densidad relativa

Se determiné la densidad relativa a la muestra de ensayo con un densitémetro
digital (Ochamendi and Durand., 1992a).

Determinacion de sélidos totales

Procedimiento: de la muestra de ensayo previamente homogeneizada se
transfirieron 5 mL a una cépsula de porcelana limpia, seca y previamente tarada,

la capsula se coloco en bafio de agua y se evapor6 hasta que el residuo estuvo
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aparentemente seco; posteriormente se paso a una estufa a una temperatura de
105 + 2 °C durante tres horas. Se retir6 la capsula de la estufa, se colocé en una
desecadora hasta alcanzar temperatura ambiente y se pesd. Se repitido el
proceso anterior las veces necesarias, hasta obtener masa constante
(Ochamendi and Durand., 1992a).

Expresion de los resultados: Los solidos totales (St) se calcularon mediante la

férmula siguiente:

S, = Ptv_ P 100 (4)

Donde:
P masa de la capsula mas el residuo (g)
P: masa de la capsula vacia (g)
V: volumen de la porcion de ensayo (g)

2.3 Evaluaciones preclinicas

En el estudio se realizaron dos técnicas basicas de toxicologia y farmacologia

experimental:
- Evaluacioén de la toxicidad aguda oral mediante el procedimiento de dosis
fija.
- Modelo experimental de uUlcera gastrica aguda inducida por etanol
absoluto.

2.3.1 Modelo biolégico

En ambos estudios se emplearon ratas de la linea Sprague Dawley, con una
masa corporal comprendida entre 180-250 g. Para el estudio de toxicidad se
utilizaron ratas hembras (5 animales), mientras que para la técnica de

gastroproteccion se usaron ratas machos (40 animales).
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2.3.2 Suministro y Cuarentena

Los animales se suministraron por el Centro Nacional de Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB). Estos se recibieron con su

correspondiente certificado de calidad Genética e Higiénico Sanitaria (Anexos 1
y 2).

Una vez recibidos los animales procedentes del Centro Suministrador, se
inspeccionaron para corroborar el estado de salud general de la colonia y se
seleccionaron, al azar, el 10% de los animales recibidos, incluyendo los
moribundos, para realizarles exdmenes de hematologia y patologia. El periodo

de cuarentena fue de 15 dias para ambos estudios.
2.3.3 Aleatorizacion y alojamiento

Los animales que presentaron un estado de salud general aceptable al finalizar
la cuarentena se asignaron de forma aleatoria a los grupos experimentales. Para
el estudio de toxicidad se alojaron en cajas T-2 de makrolén, con encamado a
razon de 1 animal por caja, mientras que para el estudio de gastroproteccion se

alojaron a razon de 8 animales en cajas T-4 con fondo de rejilla.

Los cambios de frascos de agua, cajas y encamado se realizaron dos veces por
semana, asi como la limpieza del cubiculo. Durante todo el estudio se mantuvo
una temperatura de 20 + 3°C, humedad relativa de 70% y ciclo de luz oscuridad
12/12.

2.3.4 Método de identificacién

Los animales se identificaron individualmente mediante el método de ponche en
la oreja. Las cajas se identificaron mediante tarjetas que contuvieron la siguiente
informacion: namero del Protocolo, nimero de la caja, grupo de tratamiento,

namero del animal, sexo, especie y linea.
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2.3.5 Alimentacion y agua de bebida.

El alimento consistié en pienso peletizado esterilizable, especifico para ratas y
ratones todo proposito, con férmula CMO 1 000 en forma de pellet con su
correspondiente certificado por el productor (CENPALAB) (Anexo 3), el cual se
suministré a razon de 25 g/animal/dia y agua de bebida apta para el consumo

humano.

2.3.6 Preparacion del producto de ensayo
La obtencion del extracto se especifica en el epigrafe 2.2.3.1
2.3.7 Procedimiento experimental

2.3.7.1 Evaluacion de la toxicidad aguda oral mediante el procedimiento de
dosis fija

La metodologia empleada para evaluar la toxicidad aguda oral del extracto
hidroalcohdlico fue el Procedimiento de Dosis Fijas (Fixed Dose Procedure,
FDP) con la administracién de una dosis Unica de 5 000mg/kg de masa corporal
segun la metodologia descrita por la guia para el ensayo de sustancias quimicas
420 de la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico (OECD,
siglas en inglés) (OECD, 2008).

Los animales fueron pesados 24 horas antes de comenzar el estudio. El extracto
hidroalcohdlico de Cnidoscolus chayamnasa Mc. Vaugh se administréo a dosis
Unica por via oral de 5 000 mg/kg mediante sonda intragastrica 16 G con ayuno
previo de 16 a 18 horas (OECD, 2008).

Los animales se observaron constantemente durante las primeras 4h, la
evaluacion continué diariamente durante 14 dias. El estudio tuvo previsto
registrar las muertes en las primeras 24 h y cualquier signo clinico durante los 14
dias de observacion, el peso se control6 el dia 1 a los 7 y 14 dias del ensayo. Al
sacrificar los animales se realiz6 un estudio anatomopatolégico macro y
microscopico de los oOrganos (estomago, corazon, higado, bazo, rifiones,

pulmones).
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2.3.7.2 Modelo experimental de Ulcera gastrica aguda inducida por etanol

absoluto

Este modelo se encuentran establecido en el manual elaborado por especialistas
del programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el desarrollo
(CYTED) en el subprograma X. Quimica Fina Farmacéutica (1995).

Se confeccionaron 5 grupos experimentales de 8 animales cada uno:

- Grupo 1: Tratado uUnicamente con el vehiculo, agua destilada (control

negativo).

- Grupo 2: Tratado con el farmaco patrén, Omeprazol (se disolvié en CMC al

0,05%), la cantidad necesaria para administrar una dosis de 20 mg/kg.
- Grupo 3: Extracto dosis 1 000 mg/kg.
- Grupo 4: Extracto dosis 2 000 mg/kg.
- Grupo 5: Extracto dosis 4 000 mg/kg.

Los productos se administraron en una dosis de 10 mL/kg de peso del animal
por via oral, mediante entubacion con canula intragastrica, media hora antes de
la administracion del etanol absoluto; sustancia utilizada como agente
ulcerogénico a razén de 1 mL/200g. Transcurrida 1 hora de la administracion del
etanol, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical e inmediatamente se
les efectud la laparotomia en el tercio anterior de la linea media. Luego se
extrajeron los estdmagos, los cuales fueron abiertos por la curvatura mayor.
Posteriormente se lavaron cuidadosamente con una corriente suave de agua y
se extendieron sobre una tabla de poliespuma mediante alfileres (Figura 2.2).
Dicho procedimiento permitié la observacion y la cuantificacion de las ulceras

formadas.

El recuento se efectud visualmente utilizando un microscopio estereoscopico
para la deteccion de las lesiones, midiéndose la longitud de las mayores usando

un pie de rey y sumandolas.
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Figura 2.2. Procedimiento para la observacion y cuantificacion de las
Ulceras gastricas. A) Laparotomia. B) Abertura de los estdmagos. C)

Lavado de los estdmagos. D) Extensidn de los estbmagos en poliespuma.

El grado de ulceracion se cuantific6 mediante la escala de Marhuenda (CYTED,
1995):

0: sin lesion.

1: Ulceras hemorragicas, finas, dispersas y de longitud menor de 2mm.
2: Una ulcera hemorrégica fina de longitud mayor de 2mm.

3: Més de una ulcera de grado 2.

4: Una Ulcera de longitud menor de 5mm y diametro menor de 2mm.
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5: De una a tres ulceras de grado 4.

6: De cuatro a cinco Ulceras de grado 4

7: Mas de seis Ulceras de grado 4

8: Lesiones generalizadas de la mucosa con hemorragia.

Los resultados se expresan en porciento de inhibicion respecto al indice de

ulceracion del lote control segun la siguiente expresion:

| U.:: -1.U.p 100  (5)

% Inhibicién = = U
.c

Donde:
| .U.c: indice de ulceracién medio del lote control
|.U.p: Indice de ulceracion medio del lote problema o patrén

2.4 Control de la Calidad, Bioética y Bioseguridad

Los estudios se ejecutaron teniendo en cuenta las Buenas Practicas de
Laboratorio en Farmacologia Experimental y todas las actividades se ejecutaron
segun lo establecido por los Procedimientos Normativos Operacionales (PNO) y
sujetos a las inspecciones programadas por la Unidad de Garantia de la Calidad
(UGC) de la Unidad de Toxicologia Experimental (UTEX).

Se cumplieron las normas de Bioética y Bioseguridad relacionadas con la
experimentacion animal (Anexo 4). El protocolo y el informe final se archivaron
en la Unidad de Garantia de la Calidad (UGC) de la Unidad de Toxicologia
Experimental (UTEX).

2.5 Andlisis estadistico

El procesamiento estadistico se realizé a partir de la informacion obtenida en los
modelos de datos primarios, con los cuales se confeccionaron bases de datos
para cada una de las técnicas empleadas. Se utilizé el paquete estadistico
SPSS, version 22 para Windows.
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En el estudio de toxicidad se realizé un andlisis descriptivo de los datos para
conocer su haturaleza y sus principales tendencias. Para ello se calcularon las
principales medidas de tendencia central y de dispersiéon en los diferentes
momentos analizados, es decir, al inicio, a los 7 dias y a los 14 dias. Luego se
compararon las medias del peso del grupo en los diferentes momentos para
conocer si la ganancia de peso observada era significativa. Para ello se utilizo el
test no paramétrico de Wilcoxon para muestras pareadas. Por ultimo se realizé
un andlisis del incremento del peso a lo largo del tiempo para conocer si este
como tendencia era significativo. Para ello se utilizé el test no paramétrico de
Freidman sobre la variable peso a los diferentes momentos del tiempo con un
intervalo de confianza del 95%. En el estudio de gastroproteccion fueron
aplicados los tests de Kruskal Wallis, para el andlisis de varianza y el test de
Mann Whitney para localizar las diferencias entre grupos 2 a 2.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1Procesamiento de la droga seca en forma de sdlidos pulverulentos

3.1.1 Estandarizacion de secado. Parametros evaluados

El proceso de secado es uno de los pasos mas importantes en el tratamiento de
las drogas vegetales. El exceso de agua puede provocar el crecimiento
microbiano, la presencia de hongos o insectos y el deterioro, seguido de la
hidrélisis de los principios activos (Miranda and Cuéllar, 2012).De los dos
métodos utilizados para realizar este proceso, se seleccioné el secado en estufa

por obtenerse los menores indices de humedad residual (Tabla 4).

Los resultados obtenidos en la evaluacion de los parametros para la

estandarizacion del secado se explican a continuacion:

Caracteristicas organolépticas

Con respecto a las caracteristicas organolépticas del polvo secado en la sombra,
se pudo apreciar la aparicion de un color distintivo (verde claro) en comparacion
con el color producido en la estufa (verde oscuro). Es posible que, a pesar de
secar la planta a temperatura ambiente en wuna habitacibn con un
deshumidificador, la atmosfera se haya saturado con vapor de agua, de forma
gue favoreciera la aparicion de procesos fermentativos con cambios
subsiguientes en las caracteristicas organolépticas (Miranda and Cuéllar, 2012).
El polvo obtenido por el secado en la sombra y en la estufa mantuvo su olor

caracteristico.

Tiempo de secado

Las hojas de la planta sometidas al secado a la sombra demoraron en secarse 9
dias, mientras que las que se secaron en la estufa solo tardaron 5 dias. Estos
resultados pueden deberse fundamentalmente a las variaciones en cuanto a la

humedad relativa ambiental durante el periodo de estudio; inferencia que se
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asume debido a que el peso del material vegetal fluctuaba mucho de un dia a
otro. De ambos métodos de secado, se seleccioné el secado artificial como el
mas adecuado para la droga, teniendo en cuenta que para el secado en la
estufa existe un control continuo de temperatura, lo cual no es posible lograr con
el secado a la sombra, donde ocurren cambios bruscos de temperatura entre el
dia y la noche. Estos resultados coinciden con investigaciones realizadas por
Jimoh et al. (2009).

Humedad residual

Los limites de agua establecidos en las farmacopeas varian significativamente
unos de otros, oscilando frecuentemente entre 8 y 14%, correspondiéndose los
valores mas altos a las drogas compuestas por cortezas, tallos y raices (Miranda
and Cuéllar, 2012). Los valores obtenidos para el porciento de humedad residual
en los dos métodos evaluados estuvieron dentro de los limites establecidos por
La Real Farmacopea Espafiola (2010) y Normas Ramales de Salud Publica,
(1992) de drogas vegetales. Ninguno de estos valores excedio el 10%,
garantizando de este modo una calidad adecuada del material posterior al
secado. En la Tabla 4 se observan los resultados del tiempo de secado y
humedad residual para los dos métodos desarrollados.

Método  Tiempo de secado en dias Humedad residual (%) X+ DS

Sombra 9 10 + 0,033

Estufa 5 5,2 +£0,081

Tabla 4. Resultados del andlisis de secado de las hojas de Cnidoscolus

chayamansa Mc. Vaugh.

Fuente: Registro de datos primarios
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3.1.2 Determinacién de la composicion quimica

Se evalud cualitativamente la composicién quimica de cada lote siguiendo la
técnica establecida para el tamizaje fitoquimico por Miranda y Cuéllar (2012),

reflejdndose los resultados en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados del tamizaje fitoquimico para ambos métodos de secado.

Extracto Metabolito Sombra Estufa

Alcaloides - -

Etéreo Acidos grasos + +
Coumarinas - -
Resinas - -
Triterpenos y/o esteroides ++ ++
Saponinas + -
Alcaloides + +
Glicésidos cardioténicos - -

Etandlico AzUcares reductores + +
Coumarinas - -
Fenoles y/o Taninos ++ ++
Quinonas - -
Flavonoides + +
Aminoacidos + +
Saponinas ++ ++
Azucares reductores - -
Flavonoides ++ ++

ACu0so Compuestos fendlicos y/o - -
taninos
Mucilagos - -

Principios amargos

Leyenda: ++ (ensayo muy positivo), + (ensayo positivo), - (ensayo negativo).
Fuente: Registro de datos primarios
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En los dos métodos de secado se observa la presencia de metabolitos
secundarios, como flavonoides, alcaloides, taninos y saponinas. La presencia de
estos metabolitos también han sido reportada por otros autores para la planta en
estudio (Insuasty et al.,, 2013, Figueroa et al., 2009, Florence et al., 2009,
Heimler et al., 1992) y para otras especies de la familia Euphorbiaceae, como es
el caso de Cnidoscolus aconitifolius (Awoyinka et al., 2007, Wallenka, 2006).

En cuanto al tamizaje fitoquimico, no se observaron diferencias entre ambos
métodos de secado. Sin embargo, la presencia de saponinas tuvo un
comportamiento excepcional, pues esta fue identificada en los dos tipos de
extractos cuando fueron secados a la sombra, mientras que con el secado

artificial no se determinaron.

Teniendo en cuenta el tamizaje fitoquimico se puede sugerir que en la
composicién de la especie se encuentran: compuestos reductores, alcaloides y
fenoles y/o taninos, flavonoides y saponinas. Esta técnica es ampliamente usada
para evaluar la composicion de las drogas vegetales. Sin embargo, es
importante sefialar que esta ofrece solo una valoracién cualitativa de la
composicién quimica de la planta y que no puede tomarse en ninglin caso como
un resultado concluyente, ya que en la presencia o ausencia de un metabolito
puede influir la concentracion de los mismos, solubilidad, en el disolvente

empleado y las interferencias de otros componentes.

3.1.3 Determinacién de los indices numéricos de la droga seca en forma de

solidos pulverulentos

Determinacion de cenizas totales

Se obtuvo un valor de 10,7% de cenizas totales, el cual se encuentra dentro de
los limites que establecen las Normas Ramales de Salud Publica (1992) y La
Real Farmacopea Espafiola (2010), los cuales tienen que ser menor que un 12%
(Miranda and Cuéllar, 2012, Ochamendi and Durand., 1992b).
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El contenido de cenizas totales indica en cierta medida el cuidado que se ha
tenido en la preparacion de la droga y por lo general se componen de
carbonatos, fosfatos, sulfatos, silicatos y silice (Enriquez et al., 2010). Estas
permiten determinar la cantidad de material remanente después de la ignicion:
"cenizas fisioldgicas", derivadas de los tejidos de la planta y "cenizas no
fisiologicas”, que son el residuo después de la ignicion de la materia extrafia
(polvo, arena, tierra etc.) adherida a la superficie de la droga. En el caso del
estudio se tuvo especial cuidado en la seleccién y tratamiento del material
vegetal, lavando con agua potable y eliminando toda la materia extraia (Miranda
and Cuéllar, 2012) por lo que se consider6 que este valor debid corresponderse
con las cenizas fisioldgicas de la especie. Es importante destacar que la planta
posee hierro, zinc, magnesio, cobre, fosforo, potasio, sodio y calcio en su
composicion lo que puede estar relacionado con el valor obtenido (Florence et
al., 2009, Quesada et al., 2007).

3.2 Caracterizacion fotoquimica del extracto

En la tabla 6 se observan las caracteristicas organolépticas para el extracto

procedente de las hojas de Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh.

Tabla 6. Resultado de la caracterizacion fisico-quimica del extracto.

Solidos totales

Densidad indice de .
Extracto relativa Refraccion pH (g/100m L)(inedla +
DS, n=3)
Hidroalcoholico 0,8252 1,3652 6 0,359 + 0,04

Fuente: Registro de datos primarios

El valor del indice de refraccion de C. chayamansa (1,3652) constituye el
promedio de tres determinaciones y tiene marcado interés a la hora de detectar

adulteraciones y envejecimiento y sus principales ventajas son la rapidez y
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sencillez con que se puede obtener. Similares valores se reportan por Armas
(2014), Navas (2011), Salomén (2009), Milanés (1999).

El pH del extracto posee un valor de 6, lo cual lo hace mas viable desde el punto
de vista biolégico. Mientras que los solidos totales fueron de 0,359 + 0,04.
Resultados similares muestran estudios donde se evallan extractos de plantas
como Hibiscus elatus Sw, Morinda citrifolia L, Smilax domingensis willd,
Eucalyptus globulus labill (Navas, 2011, Salomon et al., 2009, Milanés et al.,
1999).

Aunque estos parametros no estan normados para este extracto de la planta en
estudio podemos plantear que son adecuados tomando en consideracion la

correspondencia con otras drogas oficiales (Ochamendi and Durand., 1992a).

3.3Evaluaciones preclinicas

3.3.1 Evaluacion de la toxicidad aguda oral mediante el procedimiento de
dosis fija

Dentro de la bateria de ensayos de primera barrera se encuentran los estudios
de toxicidad aguda imprescindibles en la estimacion del potencial toxico de una
sustancia, referido como el estudio cuali-cuantitativo de los fendmenos toxicos y
de su aparicién en funcion del tiempo tras la administracion de una dosis Unica
de la sustancia o de varias dosis fraccionadas en el transcurso de 24 horas

(Dipascuale and Wallace, 2001).

El Procedimiento de Dosis Fijas (Fixed Dose Procedure, FDP), validado
internacionalmente y adoptado por la OECD # 420 ha permitido la introduccién
de una nueva variante para la estimacion de la toxicidad de una sustancia por
via oral, que tiene como objetivo describir la clase de toxicidad sin precisar un
valor exacto de la dosis letal media (DL50) (OECD, 2008).

Como resultado de la administracién de una dosis Unica de 5 000 mg/kg se

obtuvo un 100% de supervivencia. Las observaciones sistematicas diarias no
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mostraron evidencias de ningun signo de toxicidad, solo se manifestaron
sintomas de piloereccion en los primeros 30 min post administracién, que
pudieran estar relacionados con el momento de la administracion, observandose

una rapida recuperacion de los animales.

El analisis de signos clinicos evidencio buen estado general de los animales y
apariencia normal a partir de las cuatro horas de administrada la sustancia en
estudio, caracterizada por pelos brillantes, ojos claros y brillantes, mucosas
normo coloreadas. Los signos vitales resultaron normales, no existiendo
alteraciones en las frecuencias cardiacas y respiratorias. El analisis de la
conducta evidencié un comportamiento normal exploratorio. La respuesta a los
estimulos fue normal y estuvo caracterizada por una uniformidad en la movilidad

del total de los animales ante el toque y fuera de sus jaulas.

La masa corporal como indicador de toxicidad, se comporté dentro de los
pardmetros establecidos para la curva de crecimiento de la especie y linea del
modelo biolégico utilizado (CCPA, 1998) (Tabla 7).

Tabla 7. Evolucion de la masa la masa corporal en funcién del tiempo.

Masa corporal (g)

Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dif.
202,0 250,6 258,6 56,6
204,4 218,2 231,0 26,6
203,3 231,4 238,8 35,5
203,8 245,7 2424 38,6
184,0 222,4 236,0 52

Fuente: Modelo de registro de pesos corporales en la investigacion.
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Al interpretar los resultados del test de Wilcoxon (Figura 3.1), la ganancia del
peso observada entre el peso inicial y el peso a los 7 dias es significativa y
también lo es la ganancia observada entre el peso inicial y el peso a los 14 dias,
no ocurriendo lo mismo con la ganancia observada entre el peso a los 7 dias y el
peso a los 14 dias. Por otro lado se demuestra también mediante el test no
paramétrico de Freidman que el incremento del peso a lo largo del tiempo en el

grupo es significativo.

Las tablas referidas a la aplicacion de los citados tests se encuentran en el
Anexo 5. En este se refleja el andlisis descriptivo de los datos, el calculo de las
principales medidas de tendencia central y de dispersiéon en los diferentes
momentos analizados. Ademas se incluyo la comparacion de las medias del
peso del grupo en los diferentes momentos para conocer si la ganancia de peso
observada era significativa; asi como los resultados del test no paramétrico de

Freidman sobre la variable peso a los diferentes momentos del tiempo (p<0.05).

300 -

masa corporal (g)

Dia1 Dia7 Dia 14

Momentos de evaluacion (dias)

Figura 3.1. Comparacion de las medias del peso corporal en cada grupo al

inicio, a los 7 dias y a los 14 dias del experimento.
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Durante la realizacion del estudio de toxicidad se presté especial atencién al
consumo diario de agua y alimento y se observd que estos parametros

trascurrieron de forma normal.

Finalmente se realizd el analisis macroscopico de los 6rganos, no observandose
afectacién en ninguno de ellos. Los estudios anatomopatolégicos no mostraron

alteracion alguna.

Es importante destacar que Torrico et al. (2003) reportaron un estudio de
toxicidad aguda de extractos obtenidos de la planta en estudio por tres métodos
(decoccién, maceracion e infusién) las dosis se incrementaron en orden
creciente desde 25 mg/kg hasta 8000 mg/kg durante un tiempo de 90 min
empleando la via intraperitoneal (ip). Aunque en este articulo se evidenciaron
como principales signos de toxicidad la contorsién y piloereccién, junto con la
diarrea (observada en menor grado) estos pudieron estar relacionados con
trastornos gastrointestinales segun describe el autor, siendo la piloereccion y la

diarrea, consecuencia de la contorsién intestinal.

Los efectos toxicos observados, en la evaluacion realizada por via oral no se
mostraron tales signos que pudieran atribuirse a la via de administracion de la

planta.

En este sentido podemos afirmar que el extracto hidroalcohdlico de Cnidoscolus
chayamanasa Mc. Vaugh en las condiciones evaluadas, no induce mortalidad ni
aparecen signos de toxicidad. Por lo que puede clasificarse (segun lo
establecido por la OECD) como Categoria 5 (no toxico) al no provocar
mortalidad a la dosis ensayada y no evidenciarse alteraciones morfologicas

relacionadas con toxicidad.

Similares resultados mostraron los extractos Argyrochosma (Taype et al., 2013)
y Bixa orellana L. (Shilpi et al., 2006), donde se evaluaron dosis Unicas de 5 000
y 4 000 mg/kg de m.c. respectivamente, clasificandose a ambas como no

toxicas.
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3.3.2 Evaluacion de la actividad gastroprotectora de Cnidoscolus
chayamnasa Mc. Vaugh en el modelo experimental de uUlcera gastrica

aguda inducida por etanol absoluto.

Para el estudio del efecto de los medicamentos sobre la Ulcera gastrica, se han
establecido una serie de investigaciones que han permitido la profundizacion en
el conocimiento de los mecanismos de accion de varios agentes ulcerogénicos.
La produccién de ulceras agudas puede lograrse mediante varios modelos
experimentales, dentro de los mas utilizados estan: el etanol absoluto y

administracion oral de indometacina (CYTED, 1995).

Al analizar macroscopicamente los animales sacrificados del grupo control
negativo, encontramos en los estdmagos una gran distension, sus mucosas
estaban enrojecidas y en ocasiones completamente hemorragicas. Ademas se
pudo constatar en ellas un nimero considerable de ulceraciones, la mayoria de
gran severidad (Figura 3.2 A). Por el contrario, en los grupos a los cuales se les
administraron las dosis del extracto, los estdmagos se mostraron menos
distendidos, sus mucosas no presentaban enrojecimiento y se aprecié en ellas
una evidente disminucién en el nimero y la severidad de las lesiones ulcerosas,
incluso en algunos casos el estado de la mucosa se mantuvo mas conservado

en relacion con la de los animales que conformaron el grupo patrén (Figura 3.2 B
y C).

Figura 3.2. Observacion macroscopica de los estbmagos. A) Control negativo.
B) Control positivo. C) Dosis de 4 000 mg/kg

El etanol absoluto reduce la secrecién de bicarbonato y la produccion de moco,

alterando la composicidén glicoproteica, desestabilizando los lisosomas de las
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células glandulares, que liberan las hidrolasas acidas. La administracion de una
dosis Unica produce un dafio que ocupa de un 30 a un 40% de la superficie total
de la mucosa, con bandas hemorragicas necroticas en la zona del cuerpo del
estdbmago (Boffill et al., 2008).

Varios estudios experimentales han demostrado que los radicales libres
generadores de oxigeno y la peroxidacion lipidica juegan un papel importante en
la patogénesis de las lesiones gastricas agudas inducidas por etanol (Sorbye
and Svanes, 1994). Este agente produce una rapida y fuerte venoconstriccion
gue es acompafada por una rapida y vigorosa dilatacion arteriolar. Los
oxirradicales generados durante los episodios mencionados de isquemia-
repercusion provocan severos cambios a nivel celular conduciendo a la muerte
de la célula porque debido a su extrema reactividad atacan constituyentes
celulares esenciales como pueden ser acidos nucleicos, proteinas o lipidos de
membrana, formando compuestos toxicos, tales como epoéxidos, aldehidos vy
nuevos radicales libres (Bucciarelli and Skliar, 2007). Esto produce en la mucosa
gastrica caracteristicas lesiones necro-hemorragicas en bandas que afectan
sobre todo al cuerpo del estbmago. La peroxidacion lipidica produce y libera
sustancias que suministran y activan leucocitos polimorfonucleares (Gonzélez,
2010).

En los estudios de gastroprotecciéon ademas de la apreciacion visual se tienen
en cuenta dos variables, el numero de lesiones y su severidad. El nUmero de
Ulceras aunque es indicativa de posible proteccion en la mucosa en la mayoria
de los casos no se corresponde con la severidad de las lesiones (Pizarro, 2011,
Boffill et al., 2008) por lo que el grado de ulceracién es determinante y decisivo

en este tipo de técnicas.

La tabla 8 nos muestra las diferencias entre los diferentes grupos de dosis luego
del analisis de varianzas no paramétrico realizado. En el mismo se utilizo el test
de Kruskal Wallis, para el andlisis de varianzas y el test de Mann Whitney para

localizar las diferencias entre grupos 2 a 2.
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Tabla 8. Analisis entre los diferentes grupos experimentales.

Grupos Cantidad ulceras Grado de ulceracién
Control Vehiculo 9.13° 107.7250%

Control Positivo 13° .2500°

Dosis | (1 000 mg/kg) 5.13° 62.3750°

Dosis Il (2 000 mg/kg) 25° .6250°

Dosis Ill (4 000 mg/kg)  .00° .0000°

Total 2.92 34.1950

Diferentes letras indican diferencias significativas entre grupos para un 95% de confianza.

Como se puede apreciar el control negativo y el grupo experimental de 1 000
mg/ kg conservan el mayor grado de ulceracién promedio (107,7 mm? y 62,4
mm?), estos no se diferenciaron estadisticamente. Por otro lado, tampoco se
diferenciaron los grupos experimentales de 2 000 mg/kg (0,625 mm?), 4 000
mg/kg (0.00 mm?), y el control positivo (0.25 mm?) y mostraron todos diferencias

con el grupo control negativo y la dosis de 1 000 mg/kg.

Se pudo observar un aumento progresivo del porciento de inhibicién del grado
de ulceracién (desde 21% a la dosis de 1 000 mg/kg, hasta un 99 y 100% a las
dosis de 2 000 mg/kg y 4 000 mg/kg, respectivamente). Con la mayor dosis
utilizada se obtuvo la mayor inhibicién. Los valores obtenidos en este caso no
presentaron diferencias estadisticamente significativas con relaciéon al

Omeprazol (99%), utilizado como control positivo (Tabla 9).

Tabla 9. Porciento de inhibicion de los grupos experimentales y el control

positivo.
Grupo % de inhibicién
Control positivo (Omeprazol 20 mg/kg) 99
Dosis 1 000 mg/kg 21
Dosis 2 000 mg/kg 99
Dosis 4 000 mg/kg 100
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Los porcientos de inhibicion del modelo desarrollado se comportaron
estadisticamente similares al control positivo en las dosis de 2 000 mg/kg y 4
000 mg/kg. Lo que demuestra la capacidad protectora de esta planta sobre la
mucosa gastrica. Se aprecia en este caso un incremento del efecto
gastroprotector a medida que aumenta la dosis, el extracto administrado a la
dosis de 4 000 mg/kg ofrecid el mayor porciento de inhibiciébn en el modelo

ensayado (Anexo 6).

Al evaluar la actividad gastroprotectora de extractos hidroalcohdlicos, utilizando
etanol absoluto como agente ulcerogénico, (Bucciarelli and Skliar, 2007).
Artemisia annua, Aloysia gratissima,y Maytenus ilicifolia, reflejan porcientos de
inhibicion mas bajos (87,6%, 71,5% y 68,3% ) que los obtenidos en nuestro

trabajo.

Este mismo autor también evalud la actividad gastroprotectora del extracto de
Solidago chilensis en otras de sus investigaciones la cual arrojé un porciento de
inhibicion de 91,9% muy cercano pero ligeramente inferior al obtenido en nuestro
trabajo (Bucciarelli A 'y Skliar M I, 2007). Similares resultados se obtuvieron por
Pinto y Bustamante (2008), los cuales evaluaron la especie Plantago major
(Ilantén) en modelo de etanol absoluto utilizando dosis de 500 mg/kg, para varios
extractos, donde el extracto hidroalcohdlico mostré un porciento de inhibicion de
90.72%. Estos autores atribuyeron tal accion a la presencia de flavonoides vy
taninos metabolitos que como se dijo anteriormente han sido identificados en la
especie objeto de estudio en la presente investigacion (Mercado et al., 2013,
Insuasty et al., 2013, Figueroa et al., 2009, Florence et al., 2009, Heimler et al.,
1992).

El Aloe vera, con comprobado efecto antiulceroso y protector de la mucosa
gastrica, incluye a los taninos dentro de los compuestos quimicos a los cuales se

le atribuyen estos efectos (Alvarez et al., 1999).
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Por otra parte, los principales metabolitos secundarios a los que se le atribuyen
las propiedades antiulcerosa y antimicrobiana de la Bidens pilosa L son

fundamentalmente los taninos y flavonoides (Bucciarelli and Skliar, 2007).

Se puede apreciar que los compuestos fendlicos, en especial los flavonoides,
parecen ser metabolitos determinantes en la proteccién de la mucosa gastrica.
Numerosos mecanismos han sido propuestos para explicar el efecto
gastroprotector de los flavonoides, como por ejemplo el aumento del contenido
mucosal de prostaglandinas, disminucién de la secrecion de histamina,
eliminacién de radicales libres, aumento de la perfusién vascular y reduccion de
la adherencia leucocitaria Algunos de ellos, reducen la motilidad gastrointestinal
prolongando el tiempo de contacto de los extractos con las paredes del
estbmago y aumentando de esta manera el efecto gastroprotector. Por tanto
previenen lesiones en la mucosa gastrica inducida por diferentes métodos vy la

protegen contra distintos agentes necroticos (Bucciarelli and Skliar, 2007).

Palomino et al. (2010) refieren que en muchos de los compuestos fendlicos se
ha comprobado la accion protectora de la mucosa gastrica los cuales son
considerados citoprotectores frente a los rayos ultravioletas, virus, etc. También
se ha comprobado que el tratamiento con una fracciébn enriquecida de
flavonoides induce al incremento de la produccidon de prostaglandinas,
somastostatina y la reduccion de gastrina que participan en el mecanismo
bioguimico de proteccion a la mucosa géstrica al inhibir la secrecion del &cido

clorhidrico y estimular la produccion de mucus.

De esta manera se comprueba que la especie Cnidoscolus chaymansa Mc.
Vaugh, en las condiciones evaluadas posee actividad como protectora de la

mucosa gastrica.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1. Tomando en consideracion las normas vigentes para drogas vegetales, la
especie Cnidoscolus chayamanasa Mc. Vaugh cumple con los
parametros farmacognosticos establecidos segun las evaluaciones

realizadas.

2. El extracto hidroalcohdlico de Cnidoscolus chayamanasa Mc. Vaugh en
las condiciones evaluadas, puede clasificarse (segun lo establecido por la
OECD) como Categoria 5 (no toéxico) al no provocar mortalidad a la dosis
ensayada y no evidenciarse alteraciones morfolégicas relacionadas con

toxicidad.

3. El extracto hidroalcéholico de Cnidoscolus chayamanasa Mc. Vaugh
posee actividad gastroprotectora en las condiciones evaluadas. Los
porcientos de inhibicion del modelo desarrollado se comportaron
estadisticamente similares al control positivo utilizado en las dosis de 2
000 mg/kg y 4 000 mg/kg.
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Recomendaciones

RECOMENDACIONES
1. Realizar otras evaluaciones que permitan corroborar la composicién quimica
de la especie.

2. Realizar evaluaciones del efecto antiinflamatorio que aporte nuevos

elementos para corroborar la actividad evaluada.

3. Evaluar la actividad gastroprotectora a metabolitos aislados de la especie

gue permitan justificar la accibn comprobada.
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Anexos

ANEXO 1. CERTIFICADOS DE SALUD DE LOS ANIMALES EMPLEADOS EN
EL ESTUDIO DE TOXICIDAD AGUDA
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ibxap.ias&ré gondit __ “LISA - X 1] %}E@ ?:};eﬁ;l:iwen legiones macroscopicas compaltibles con elteracionas

. frichosomandes crassicuuda Sedimentacitry X -
Ectoparisitus 1 in&p. Cli:l-;;m | X 3 16/07113)
T T T T T T T Resuitados de Virologia ® (Sorologia) . B o :
Método [PosNeg| o Fecha|  Entidad | Moo [Pes]Neg] | Fecha

' Vius Sialodacryadenitis/ Virss corona A - X | [27/08143) Coromengits mfooiea L.CM) IFA X | |z70919)
18DA/RCV) ; Virus Sandai ELISANFA X 27/09/13
Virus Peumonia (PYM} IFA X zﬁf 3| Reovirus Tipo 3 (REO 3) . IFA 7 .
Virus Encefalomistlitis Theilar (134EV) IFA x 2009113 Virus Kithan: (KRY) T EERE 2710643
Virus Toulan {H-1) IFA x| |arcens| Viess Fantaar T R X

*

Segunlo certificado por la Dirsccion de Aseguramiento de la Calidad del Centro Nacional para la Produccidn de
Animales de Laboratorio, de acuerds al cronograma de monitoreo de ios roedores criados y mantenidos en
sistemas protegidos y que consta en los expedientes de la linea archivados en la Direccion de Candad.
Deocumento de referencia “Recomendaciones del monitoreo microbiolégico para Roedores mantemdos v
criados encondiciones controladas”.

Vélidoapartirde  Septiembre /2013 hasta — Noviembre /207 3___“

Este .cerlificade es copia fiel de Ia or.gmal que s elab.wra a pamr del ia liberacion de la linea para su
comercializacion. Pl o r_"' e T

~ Revisado por
Distribuidor
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ANEXO 2. CERTIFICADOS DE SALUD DE LOS ANIMALES EMPLEADOS EN
EL ESTUDIO DE GASTROPROTECCION

Direccion de Aseguramiento de Ia Calidad ( ‘w
Folio: . R Grupo de Aseguramiento de la Calidad o

CERTIFICADO DE CALIDAD DE ROEDORES SPF. Salud y Zootecnia

W cenraras

CENTRE? CACTONAL FARA LA PRODUC
DE ANIMALES DF LASORATORIO

‘Especie Banco Genético Colonia Expansion | Colonia Produccion Linea Lote Total de cajas
Rata sDICenp | 63 0017/ 1/
Machos|Hembras| Total Peso Edad Centro de destino Fecha Expedicion Hora
0S| 1S 100 | 100-100) e %5em L CH Uil Usaw | /3/00/7/ | 1:2D

Dictamen Zootécnico e Inspeccion Clinica

Los animales en el momento de la expedicion se encuentran clinicamente sanos, sus caracteristicas morfologicas,
fisiolégicas y reproductivas se corresponden con la especificacion de calidad de este producto. Proceden de una
colonia con ambiente controlado y mantenidos en un sistema de produccion intensivo aprobados para lalinea, la
alimentacion se realiza con alimentos concentrados férmula ALYco® EMO 1002 esterilizable arazonde 22.4a30g
diarios. Dicha produccion se encuentra bajo las BPP y un Sistema de Gestion de la Calidad que garantiza el estado
higiénico sanitario de los animales que se expiden.

SRR Resultades de Bacteriologia *

Entidad Método Pos|Neg. o, | Fecha Entidad Método  |Pos.ineg) o | Fecha
Salmonella sp. Cult/ Serot X 24/10/13| Streptococcus pneumoniae Cul/ Serot X 30/07/13]
Streptobacillus moniliformis Cultive X Pastaurella pneumotropica. Cult/ELISA X 231213
Streptococcus  hemolitico Cult/ Serot X 30/07/13| Clostridium pr'ﬁ.‘arma.'s ) Inbp Clinica X“ T _1 ;0;.’[13
Bordetella bronchiseptica Cult/ ELISA X 30007113 Leptospira sp. ELISA/ Micg | | X 2312113
Helicobacter sp - Cultivo X 11/02113| Mycoplasma arthntidis 1 CulvELISA X 2411013
Corynebacredum kutscheri Cult/ ELISA b4 24/10/13| Mycoplasma pulmaonis i ) CUultELISA "X 24/ ‘.U.’-‘I_;
Dermaloﬁto:;m Insp. Clinica/Cultivol . X 2011013 [~ T .. -]
L Resultados de Parasitologia Resultados de Patologia * x|
' Entidad Método  |Pos|Neg],"’ | Fecha | Fecha: 20110113

Endoparasitos DIR/ FLOT X 16/10/13| Examen macroscopico:

Toxoplasma gondii ELISA X 21/06/13 No se observan lesiones macroscopicas compatibles con alteraciones
Trichosomeides crassicuuda Sedimentacidn X - pEIDkaeE.

Ectoparasitos Insp. Clinica X 16/10/13]

; Resultados de Virologia * (Serologia) ]

¥ Entidad Método [Pos|nes| e | Fecha Entidad [ metodo [pos|nes iy | Fecha
Virus Sialodacryadenitis/ Virus corona IFA X 27/09/13| Coriomeningitis linfocitaria (LCM) IFA A 27/0913
(SDA/RCY)  virus sendai ELISAIFA x | 27093
Virus Paeumonia (PVM) IFA X 27/09/13 Reovirus Tipo 3 (REO 3) TRA | X

Virus Encefalon?’e};t.i;‘ Theiler (TMEV) IFA X { 271091 3] Vrrus ;;..-ﬁ'r:-m: {KRV) IFA .X 27/09/13]
Virus Toolan (H-1) IFA X 27/09/13| Virus Hantaan S . IFA ] X s

*

Segun lo certificado por la Direccion de Aseguramiento de la Calidad del Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio, de acuerdo al cronograma de monitoreo de los roedores criados y mantenidos en
sistemas protegidos y que consta en los expedientes de la linea archivados en la Direccion de Calidad.
Documento de referencia “Recomendaciones del monitoreo microbiologico para Roedores mantenidos y
criados en condiciones controladas’.

Valido a partir de Diciembre /2013 hasta Marzo /2014

Este certificado es-copia fiel de la origihal

'la liberacion de la linea para su
comercializacion. .
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ANEXO 3. CERTIFICADO DE CALIDAD DE LOS ALIMENTOS
CONCENTRADOS PARA LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

o s vy

o
(/ JCENPALAB

CENTRO NACIONAL PrAsA LA PRODUCCION
DE ANIMALES DE LABQRATORIO

[ TR ERER i ,
Folio: ™ . Grupo de Aseguramiento de la Calidad
CERTIFICADO DE CALIDAD DEL ALIMENTO CONCENTRADO

Féormula Lote Fecha Prod. ! Presentacion Centro de destino
P ;T L1 . ',“ / g .S
- CMO 1000 ﬁ) & /'4/14/153 | Pellets C Hedetns [/,-/4 e s

Dieta completa concentrada para el mantenimiento de rata convencional. Todo propdsito. No esterilizable. No requiere
suplemento dietético. Conservar en lugar fresco y ventilado, protegido de ia humedad y de vectores. Este alimento
conserva sus propiedades nutritivas durante 45 dias a partir de la fecha de fabricacion

Compenentes

Trigo. cebada, harina de soya, girasol, harina pescado, sal comun, azucar, carbonato de calcio, bentonita, pre-mezcla
minero-vitaminica. Esta formula no contiene antibidticos

Control de Calidad de los Parametros Fisicos” Parametros Bromatologicos™™
T V‘b—;&SCl'ipCiOIl ‘ Ui Valer ¢ Dezcrincion UM Valor emitido
Diametro medio del pellet T mm o 150 <b'\4dat7er118;‘a» T T %o o 90 7'5;“ T
k{@t;&%:ma delpellet | mm 14.2 T | Aumedad B % 9.25
PPVc;;‘,o medio del peilet g o 4.2 N Vr.rgr;téTxTaiéruia T o % A1 5_9787‘ o
Polucion T % o | Grasagrata o % 2.03
Abrasion %o 98.5 o Fibra é_TZI(—z T K T ‘~5_3;¥“
Granulometria o Jeenizae % o N
Particulas grandes % = o ) ] ) 0.39
Particulas medianas % 0.49
Particulas finas i Yo { 0.79
Parametros Microbiologicos”
__Deseripcion | Aceptado | No aceptada _ Valor emitido__
Microorganismos viables X
Coliformes totales X o e
Salmonella sp X i -
Hongos X L R N
chadur;; B T X h o !
X" Segunlo certificado por la Direccion de Aseguramien:o de la Calidad del Centro Nacional para la Produccion de

Animales de Laboratorio y que consta en los archivos de nuestra institucion. Valido para el presente ciclo.
*=  Segun analisis calculado por la Direccion de Alimentacion y Nutricion del Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio.

Este certificado es copia fiel del original que se elabora a partir de la liberacion de esta formula para su
comercializacion. e
— -

Realizado por .« i Aprobado por Revisado por
Cargo Especialista Libegacion de »\sgg'.‘r()ali(ldqr; Direccion de Produccion [)iyrib}ﬁdur

Firma é{v ’ | Ul?j ) ;%




Anexos

ANEXO 4. AVAL DE CALIDAD DE LAS INVESTIGACIONES

3 UNIVERSIDAD DE CIENCIAS MEDICAS DE VILLA CLARA
@UTEK-\.-G “Dr. Serafin Ruiz de Zarate Ruiz"

Unidad de Toxicologia Experimental { UTEX )

AVAL

Se certifica que los trabajos de investigacion titulados: “Evaluacion de la actividad
gastroprotectora del extracto acuoso de Cnidoscolus chayamansa. Mc. Vaugh” vy
“Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto acuoso de Cnidoscolus chayamansa. Mc.
Vaugh.” de la Lic. Yilka Mena Linares, fueron ejecutados en la Unidad de Toxicologia
Experimental (UTEX).

En las visitas efectuadas por personal de la Unidad de Garantia de la Calidad (UGC), se
pudo constatar que se cumplié con las normas establecidas en las Buenas Practicas de
Laboratorio y en las regulaciones contenidas en el Manual de Calidad del Centro, con lo
que se garantiza la veracidad y rigurosidad de los resultados obtenidos y asi consta en
el expediente de dichas investigaciones.

Ademas se trabajé en todo momento acorde a los requerimientos de Bioseguridad y se
cumplieron las normas de Bioética, contenidas en los Manuales de Bioseguridad y de
Etica de las Investigaciones Experimentales del centro, cumpliéndose con las normas
establecidas para garantizar la proteccién y seguridad tanto de los investigadores
involucrados en los ensayos con los animales de experimentacién como la proteccion

del medio ambiente.

Dado en Santa Clara a los 14 dias del mes Enero del 2014.
“Afio 56 de la Revolucién”.

Ing. Orestes A. Castill MSc. Dr: relia Pizarro Espin
Responsable de la UG Presidenta Comité de Efica de la Investigacion
UTEX UTEX

Carretera del Acueducto y Circunvalacién, Santa Clara Villa Clara, Cuba. Teléfono: 53-42-273236, & 222822,
Fax:53-42-272216 E-mail: centox@ucm.vcl.sid.cu



Anexos

ANEXO 5. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS DATOS PERTENECIENTES AL

ESTUDIO DE TOXICIDAD

Tabla 10. Incremento del peso.

Estadistica Descriptiva

Desviacion
N Minimo Maximo Media Est
Peso Inicial 5 184.00 203.80 198.7000 8.32226
Peso 7 dias 5 218.20 250.60 233.6600 14.16715
Peso 14 dias 5 231.00 258.60 241.3600 10.49895
Valido N (listwise) 5

Tabla 11. Comparacion del promedio de los pesos en los diferentes momentos:

Wilcoxon Signed Ranks Test.

Ranks
N Mean Rank Sum of Ranks
Peso 7 dias - Peso Inicial Negative Ranks 0* .00 .00
Positive Ranks 5° 3.00 15.00
Ties 0°
Total 5
Peso 14 dias - Peso Inicial Negative Ranks 0° .00 .00
Positive Ranks 5° 3.00 15.00
Ties 0
Total 5
Peso 14 dias - Peso 7 dias Negative Ranks 1° 1.00 1.00
Positive Ranks 4" 3.50 14.00
Ties i
Total
a. Peso 7 dias < Peso Inicial e. Peso 14 dias > Peso Inicial i. Peso 14 dias = Peso 7 dias

b. Peso 7 dias > Peso Inicial f. Peso 14 dias = Peso Inicial

c. Peso 7 dias = Peso Inicial g. Peso 14 dias < Peso 7 dias

d. Peso 14 dias < Peso Inicial h. Peso 14 dias > Peso 7 dias
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Test Statistics™*©
Peso 7 dias - Peso 14 dias Peso 14 dias
Peso Inicial - Peso Inicial -Peszo 7 dias
z -2.023" -2.023" -1.753"
Asymp. Sig. (2-tailed) 043 043 080
Maonte Carlo Sig. (2- Sig. 063 063 126
tailed) 95% Confidence Interval  Lower Bound 087 087 118
Upper Bound 068 069 135
Maonte Carlo Sig. (1- Sig. 033 033 064
tailed) 99% Confidence Interval  Lower Bound 028 028 0&7
Upper Bound 037 037 070

a. Wilcoxon Signed Ranks Test
b. Based on negative ranks.
t. Based on 10000 sampled tables with starting seed 2000000.

Tabla 12. Analisis del incremento del peso a lo largo del tiempo.

Rangos medios segun Test de Friedman

Rangos Medios

Peso Inicial 1.00
Peso 7 dias 2.20
Peso 14 dias 2.80
Test Statistics®
N 5
Chi-Square 8.400
df 2
Asymp. Sig. .015
Monte Carlo Sig. Sig. .009
99% Confidence Interval Lower Bound .007
Upper Bound .012

a. Friedman Test
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ANEXO 6. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS PERTENECIENTES AL
ESTUDIO DE GASTROPROTECCION

Tabla 13. Resultados estadisticos del estudio de gastroproteccion: Aplicacion de

los tests de Mann-Whitney y Wilcoxon.

Test Statistics®

Cantidad Grado de

Ulceras Ulceracion
Mann-Whitney U .000 .000
Wilcoxon W 36.000 36.000
z -3.525 -3.508
Asymp. Sig. (2-tailed) .000 .000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .000° .000°

a. Grouping Variable: Grupos

b. Not corrected for ties.

Tabla 14. Comparacion del grado de ulceracion por parejas de grupo control

negativo en mm?>.

Ranks
Grupos N Mean Rank  Sum of Ranks
Cantidad Ulceras Control Vehiculo 8 12.50 100.00
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 4.50 36.00
Total 16
Grado de Ulceracion Control Vehiculo 8 12.50 100.00
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 4.50 36.00

Total 16
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Tabla 15. Comparacién del grado de ulceracion entre los grupos experimentales

y el grupo control negativo en mm?.

Ranks
Grupos N Mean Rank
Cantidad Ulceras Control Vehiculo 8 28.13
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 19.81
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 9.56
Dosis 11l (4 000 mg/kg) 8 8.50
Total 32
Grado de Ulceracién Control Vehiculo 8 26.63
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 21.31
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 9.56
Dosis IIl (4 000 mg/kg) 8 8.50
Total 32

Tabla 16. Aplicacion del test Chi-Square:

Test Statistics®”

Cantidad Grado de

Ulceras Ulceracion
Chi-Square 26.943 24.697
df 3 3
Asymp. Sig. .000 .000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Grupos
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Tabla 17. Comparacion del grado de ulceracién por parejas de grupo control

negativo en mm?.

Ranks
Grupos N Mean Rank Sum of Ranks
Cantidad Ulceras Control Vehiculo 8 12.13 97.00
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 4.88 39.00
Total 16
Grado de Ulceracién Control Vehiculo 8 10.63 85.00
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 6.38 51.00
Total 16
Test Statistics®
Cantidad Grado de
Ulceras Ulceracion
Mann-Whitney U 3.000 15.000
Wilcoxon W 39.000 51.000
z -3.096 -1.785
Asymp. Sig. (2-tailed) .002 .074
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001° .083°

a. Grouping Variable: Grupos

b. Not corrected for ties.
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Tabla 18. Comparacion del grado de ulceraciéon por parejas de grupo control

negativo en mm?.

Ranks
Grupos N Mean Rank Sum of Ranks
Cantidad Ulceras Control Vehiculo 8 12.50 100.00
Dosis Il (4 000 mg/kg) 8 4.50 36.00
Total 16
Grado de Ulceracién Control Vehiculo 8 12.50 100.00
Dosis Il (4 000 mg/kg) 8 4.50 36.00
Total 16
Test Statistics®
Cantidad Grado de
Ulceras Ulceracion
Mann-Whitney U .000 .000
Wilcoxon W 36.000 36.000
z -3.608 -3.590
Asymp. Sig. (2-tailed) .000 .000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .000° .000°

a. Grouping Variable: Grupos

b. Not corrected for ties.
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Tabla 19. Comparacién del grado de ulceracion por parejas de grupo

Ranks
Grupos N Mean Rank  Sum of Ranks
Cantidad Ulceras Dosis | (1 000 mg/kg) 8 11.94 95.50
Dosis | (2 000 mg/kg) 8 5.06 40.50
Total 16
Grado de Ulceracién Dosis | (1 000 mg/kg) 8 11.94 95.50
Dosis | (2 000 mg/kg) 8 5.06 40.50
Total 16
Test Statistics®
Cantidad Grado de
Ulceras Ulceracion
Mann-Whitney U 4.500 4.500
Wilcoxon W 40.500 40.500
z -3.087 -3.085
Asymp. Sig. (2-tailed) .002 .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .002" .002"

a. Grouping Variable: Grupos

b. Not corrected for ties.
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Tabla 20. Comparacién del grado de ulceracion por parejas de grupo

Ranks
Grupos N Mean Rank Sum of Ranks
Cantidad Ulceras Dosis | (1 000 mg/kg) 8 12.00 96.00
Daosis I (4 000 mg/kg) 8 5.00 40.00
Total 16
Grado de Ulceracion Dosis | (1 000 mg/kg) 8 12.00 96.00
Dosis Il (4 000 mg/kg) 8 5.00 40.00
Total 16
Test Statistics®
Cantidad Grado de
Ulceras Ulceracion
Mann-Whitney U 4.000 4.000
Wilcoxon W 40.000 40.000
Z -3.243 -3.240
Asymp. Sig. (2-tailed) .001 .001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .002° .002°

a. Grouping Variable: Grupos

b. Not corrected for ties.
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Tabla 21. Comparacién del grado de ulceracion por parejas de grupo

Ranks
Grupos N Mean Rank Sum of Ranks
Cantidad Ulceras Dosis | (1 000 mg/kg) 8 9.00 72.00
Daosis I (4 000 mg/kg) 8 8.00 64.00
Total 16
Grado de Ulceracion Dosis | (1 000 mg/kg) 8 9.00 72.00
Dosis Il (4 000 mg/kg) 8 8.00 64.00
Total 16
Test Statistics®
Cantidad Grado de
Ulceras Ulceracion
Mann-Whitney U 28.000 28.000
Wilcoxon W 64.000 64.000
Z -1.000 -1.000
Asymp. Sig. (2-tailed) 317 317
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 721° 721"

a. Grouping Variable: Grupos

b. Not corrected for ties.
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Tabla 22. Comparacién del grado de ulceracion entre los grupos experimentales

y el grupo control positivo en mm?

Ranks
Grupos N Mean Rank
Cantidad Ulceras Control Positivo 8 13.50
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 26.88
Dosis | (2 000 mg/kg) 8 13.63
Dosis 11l (4 000 mg/kg) 8 12.00
Total 32
Grado de Ulceracién Control Positivo 8 13.50
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 26.88
Dosis | (2 000 mg/kg) 8 13.63
Dosis 11l (4 000 mg/kg) 8 12.00
Total 32
Test Statistics®”
Cantidad Grado de
Ulceras Ulceracion
Chi-Square 20.984 20.978
df 3 3
Asymp. Sig. .000 .000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Grupos
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Tabla 23. Comparacion del grado de ulceracion entre la dosis de 1 000 mg/kg y

el grupo control positivo en mm?.

Ranks
Grupos N Mean Rank Sum of Ranks
Cantidad Ulceras Control Positivo 8 5.06 40.50
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 11.94 95.50
Total 16
Grado de Ulceracioén Control Positivo 8 5.06 40.50
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 11.94 95.50
Total 16
Test Statistics®
Cantidad Grado de
Ulceras Ulceracion
Mann-Whitney U 4.500 4.500
Wilcoxon W 40.500 40.500
z -3.087 -3.085
Asymp. Sig. (2-tailed) .002 .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .002° .002°

a. Grouping Variable: Grupos

b. Not corrected for ties.
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Tabla 24. Comparacion del grado de ulceracion entre la dosis de 2 000 mg/kg y

el grupo control positivo en mm?

Ranks
Grupos N Mean Rank Sum of Ranks
Cantidad Ulceras Control Positivo 8 8.44 67.50
Dosis | (2 000 mg/kg) 8 8.56 68.50
Total 16
Grado de Ulceracién Control Positivo 8 8.44 67.50
Dosis | (1 000 mg/kg) 8 8.56 68.50
Total 16
Test Statistics®
Cantidad Grado de
Ulceras Ulceracion
Mann-Whitney U 31.500 31.500
Wilcoxon W 67.500 67.500
z -.091 -.091
Asymp. Sig. (2-tailed) .927 .927
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .959° .959°

a. Grouping Variable: Grupos

b. Not corrected for ties.
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Tabla 25. Comparacion del grado de ulceracion entre la dosis de 4 000 mg/kg y

el grupo control positivo en mm?.

Ranks
Grupos N Mean Rank Sum of Ranks
Cantidad Ulceras Control Positivo 8 9.00 72.00
Dosis Il (4 000 mg/kg) 8 8.00 64.00
Total 16
Grado de Ulceracién Control Positivo 8 9.00 72.00
Dosis Il (4 000 mg/kg) 8 8.00 64.00
Total 16
Test Statistics®
Cantidad Grado de
Ulceras Ulceracion
Mann-Whitney U 28.000 28.000
Wilcoxon W 64.000 64.000
z -1.000 -1.000
Asymp. Sig. (2-tailed) 317 317
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 721° 721°

a. Grouping Variable: Grupos

b. Not corrected for ties.
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Tabla 26. Comparacién del grado de ulceracién por parejas de grupos en mm?
(dosis: 1 000 — 2 000 mg/kg).

Ranks
Grupos N Mean Rank Sum of Ranks
Cantidad Ulceras Dosis | (1 000 mg/kg) 8 11.94 95.50
Dosis | (2 000 mg/kg) 8 5.06 40.50
Total 16
Grado de Ulceracion Dosis | (1 000 mg/kg) 8 11.94 95.50
Dosis | (2 000 mg/kg) 8 5.06 40.50
Total 16
Test Statistics®
Cantidad Grado de
Ulceras Ulceracion
Mann-Whitney U 4.500 4.500
Wilcoxon W 40.500 40.500
z -3.087 -3.085
Asymp. Sig. (2-tailed) .002 .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .002° .002°

a. Grouping Variable: Grupos

b. Not corrected for ties.
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Tabla 27. Comparacién del grado de ulceracién por parejas de grupos en mm?
(dosis: 1 000 — 4 000 mg/kg).

Ranks
Grupos N Mean Rank Sum of Ranks
Cantidad Ulceras Dosis | (1 000 mg/kg) 8 12.00 96.00
Dosis Il (4 000 mg/kg) 8 5.00 40.00
Total 16
Grado de Ulceracion Dosis | (1 000 mg/kg) 8 12.00 96.00
Dosis Il (4 000 mg/kg) 8 5.00 40.00
Total 16
Test Statistics®
Cantidad Grado de
Ulceras Ulceracion
Mann-Whitney U 4.000 4.000
Wilcoxon W 40.000 40.000
z -3.243 -3.240
Asymp. Sig. (2-tailed) .001 .001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .002° .002°

a. Grouping Variable: Grupos

b. Not corrected for ties.
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Tabla 28. Comparacién del grado de ulceracién por parejas de grupos en mm?
(dosis: 2 000 — 4000 mg/kg).

Ranks
Grupos N Mean Rank Sum of Ranks
Cantidad Ulceras Dosis | (2 000 mg/kg) 8 9.00 72.00
Dosis Il (4 000 mg/kg) 8 8.00 64.00
Total 16
Grado de Ulceracion Dosis | (2 000 mg/kg) 8 9.00 72.00
Dosis Il (4 000 mg/kg) 8 8.00 64.00
Total 16
Test Statistics®
Cantidad Grado de
Ulceras Ulceracion
Mann-Whitney U 28.000 28.000
Wilcoxon W 64.000 64.000
z -1.000 -1.000
Asymp. Sig. (2-tailed) 317 317
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 721° 721°

a. Grouping Variable: Grupos

b. Not corrected for ties.
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