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RESUMEN

La investigacion del efecto toxicoldgico de “mishico” (Bidens andicola), “diente de ledn”
(Taraxacum officinale), “huira huira” (Pseduogmaphalium spicatum), “jincho jincho” (Hieracium
neoherrerae) y “altamisa” (Ambrosia arborescens) de lafamilia Asteracea en ratas wistar, se reaizo
en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Bioldgicas y Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional del Altiplano — Puno, durante 3 meses eval uando la toxicidad subcronicacon 5
mg del substrato en polvo deircada planta en las rates. zos objetivos fueron: identificar los
metabolitos secundarios de las plantas en estudio, determinar |as manifestaciones toxicas, aplicando
una dosis fija en funcion del tiempo'y determinar la toxicidad mediante pruebas hematol 6gicas
(hematocrito, hemeglobinay.leucograma)-en las ratas-‘Meétodosse-col ectaron |as plantas de la zona
de llave y Puno, durante |os-meses de diciembre, energ"y-febrero del afio 2013, para € materia
biol6gico se usaron-24"ratas (4 ratas por planta) y un grupo [controlde 4 ratas. Se redizo la
identificaeion delos metabolitos secundarios de las plantas en el Laboratorio-de Facultad Ciencias
Biologicas usando las hojas y tallos;porel método-de Screening Fitoquimica en pruebas cualitativas
donde @ color/efa la reaccion resultante, en los extractos. Se reaizé un estudio de toxicidad
subcrénica en€l|Bioterio de la Facultad de Veterinaria 'y Zootécnia por via oral-en ratas Wistar. Se
conformaron un grupa control y 5 grupos tratados dende se aplicd 5mg/kg/d/3 meses por via oral, se
reali zaron-ebservaciones clinicas diarias y el peso)corporal. Cada 30:dias se-realizaron examenes
hematol égicos. Al concluir los 3 meses se sacrificaron todos losianimales por-distocacion cervical.
Resultados. _durante @ estudio sersacrified a una rata administrada con el extracto de “altamisa”
debido a prolapso uterino que presentd, con las dosis fijas aplicadas (5:mg), €l resto de los animales
alcanzo el fina dd estudiocon buen estado. L-0s'signos.clfnicos descritos estuvieron distribuidos por
todos los grupos resultando 1o0-siguiente;,las ratas tratadas con.“altamisa™ocasion¢ prolapso uterino,
orquitis deficiencia en los peso, con “mishico™ deasiond somnolencia, con “huira-huira” irritacion del
ojo, “diente de ledn” irritacion.nasal;-"‘jincho-jincho” edema en‘a zona de cuella. El consumo de
agua se increment6 en los animales tratados con-mas sintomas, el consumo de_alimento no se vio
afectado.” En. los parametros-hematol 6gicos' |as lecturas.del--leticograma, como resultado hubo
diferencia Signifieativa, en la hemoglobina que fue menor en las ratas ‘tratadas con “altamisa”
(Ambrosia arborescens). Conclusion: la administracion oral de los tres meses por |os extractos de las
plantas medicinales produjo toxicidad solo por la planta “altamisa” (Ambrosia arborescens)
calificandose toxica

Repositario institucional UNA - PUNO




R11, . :
TESIS UNA-PUNO ‘“'“: J e

Altiplano

CAPITULO . INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales se ha dado desde tiempos prehistéricos hasta los tiempos
actuales;, e hombre utilizd los elementos que la naturaleza le brindaba para curar sus
enfermedades y las de sus animales, este conocimiento se transmitié de generacion en
generacion y fue perfeccionandose con la experiencia. La investigacion en plantas
medicinales, asi como la utilizacién de recursos del. medio ambiente bajo condiciones de
racionalidad, se ha convertido, actualmente en una premisa fundamental que debe ser
considerada para orientar la incorporacion sistematica de |os-conocimientos cientificos y
tecnol 6gicos a | as actividades economicas, sociaesy culturales:-Pues, si bien el uso popular
es un indicador importante, no es de-garantfa de ta-actividad terapéutica, existiendo, ademas
factores muy importante.como son las variaciones: ecoldgicas,por las cuales una misma
especie puede;presentar_concentraciones diferentes de 1os mismo prifcipies activos, sin
embargo, estas sustancias-pueden-tener-también efectos toxicos, por |la cual es necesario
realizar._investigaciones con €l objeto de determinar su actividad| farmacologica y su
toxicidad. Por eso resulta atractivo estudiar |as plantas toxicas como fuente de intoxicacion

hacialos consumidores.

Las plantas medicinales se usan como una opcion o aternativa en‘la medieina natural, por
ello no se tiene mucha informagion cientifica en cuanto a sus desventajas el hecho de que
sea naturales no significa que sea total mente beneficioso o apto para el consumo con toda la
informacion recapitada sepudo saber-que hay factores come1os metabalitos secundarios, €
modo de preparacion, las dosis empleadas.y otros-quecontribuyen a que las plantas
medicinales sean algunas.de ellas no-sean-benefreiosas para.el hombre y por consecuencia

produzcan efectos toxicol 6gi cos afuturo.

La organizaeion de'la salud estima.que en muchos.paises desarrollados el*70 ~ 80 % de la
poblacion ha-usado de alguna forma la medicina tradicional; ademas;=en algunos paises
asiaticos y africanos €l 80 % de la poblacion depende de la medicina tradicional para la
atencion primariade lasalud (OMS, 2008; Calderdn, 2011).

El estudio de las sustancias de origen natural poseen una virtud medicinal se conoce como
farmacognosia, y € efecto que ocasionan esas sustancias en € organismo se estudia en
farmacologia. La fitoquimica permite detectar y posteriormente identificar los principios

activos responsables de | as propiedades atribuidas a las plantas (Torres et al., 2008).

1
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Por lo tanto se propuso estos objetivos: 1. Identificar |os metabolitos secundarios de: “jincho
jincho™ (Heracium neoherrerae), “adtamisa’ (Ambrosia arborescens), “diente de ledn”
(Taraxacum officinale), “huira huira’ (Pseudogmaphalium spicatum) y “mishico” (Bidens
andicola); que generan toxicidad. 2. Determinar las manifestaciones toxicolOgicas, en
concentraciones de dosis fijas de | as plantas en estudio, que causen la muerte en las ratas en
funcion del tiempo. 3. Determinar la toxicidad ocasionada por la aplicacion de las dosis fijas
mediante pruebas hematoldgicas,.(hemateerito, hemoglobina y leucograma), en ratas de
laboratorio.

2
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CAPITULOII. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Antecedentes

Lagarto et al. (1999), evaluaron la toxicidad de las plantas, en € centro de investigacion y
desarrollo de medicamentos, realizado en Cuba. La toxicidad aguda ora de extractos
hidroa cohdlicos de plantas medicinales, usaron las plantas de la flora Cubana se encuentra
Mentha spicata, Mentha arvensis, Mentha citrata, Plantago major, Mentha piperita y
Ocinum gratissimum. Para el=estudio de |a toxicidad oral- aguda en ratones se evaluaron 3
dosis del extracto fluido y del vehiculo hidroa cohdlice, determinando que la dosis letal era
DLso. Se encontré dafiino-a-Mentha citrata (220 — 2000 mg/kg) y-€l resto de los extractos
como no toxicos (valores mayor-de 2000 mg/kg).-En ta:autopsia realizada no se encontraron

evidencias de ateraciones-patologicas en | os 6rganos analizades.

Lagarto & Guetra (2000), .determinaron.la toxicidad .en el.departamento de.investigaciones
biolégicas-y desarrollo de medicamentos hecho en Cuba, e estudio de |a-toxicided aguda
orade-3-formas farmacéuticas a partir de Cassia grandis L., popularmente conecida como
Canandonga. Se elaboraron 3 formas farmacéuticas las cuales se nombraron Ferroscassia
drogaseca, polvo para infusion en enstaferross. Con e objetivo de aval ar-su-posierior uso en
humanos. La eva uacton se llevoia cabo en un ensayo depruebartimite a unadosis de 2000
mo/kg de-pesa corporal en ratas Wistar de ambos sexos por via ord. El estudio agudo
realizado demostrd gue las 3 formul aciones ensayadas pueden clasificar como no toxicas ya

gue no se evidenciotoxicidad alguna a las.dosis administradas.

Bonilla & 'Parga (2001), investigaron sobre™pinco pinco” planta-obtenida de la provincia
Calca, Cusce:Perl. Habiéndose desarroltado en la Facultad“de Biolagiade la Universidad
Naciond Mayor de San Marcos. Titulado: -Determinacion de flavonoides' de Ephedra
americana, accion biol ogicasobre el'sistemainmune, Conlasmuestraien polvo, seredizé la
marcha fitoguimica, determinandose la presencia de alcaloides, compuestosfenoliticos tipo
flavonoides, taninos, glucésidos, etc. Mediante ensayos de solubilidad se observd que los
metabolitos secundarios eran de medianay alta polaridad, confirmandose por cromatografia
en capa fina. Estos flavonoides de conocida actividad antioxidante, denominado:
Hesperidinas; Crisina; en extracto etandlico se determind actividad inmuno estimulante,
efecto antioxidante, accion toxica sobre Artemia salina, accion antiulcerosa, accion sobre la

3
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motilidad intestinal, actividad antiinflamatoria, su toxicidad (in — vivo) y actividad

antimicrobiana.

Chévez, (2005), investigo la Propagacion y Micro propagacion de Agave marmorata Roezl.
(Agavaceae), la determinacion de sus metabolitos secundarios y su uso planta medicinal. En
la universidad Auténoma Metropolitana de México. Se advirtié que presenta en |os extractos
polares (acuoso y etanol-agua) saponinas, triterpenos y alcaloides como constituyentes,
mientras que en e extracto menos; polar contiene solo triterpenos. El extracto acuoso de A.
marmorata presenta un efecto'de-la proliferacion inespecifico ante células de médula ésea
mientras que en células de bazo.solo presenta una coneentracién ata (200 pg/ml). Extracto
etanol-agua presenta un-efecto inductor. de la proliferacion.de-Células de médula Osea a la
concentracion de«2,5 [g/ml. Por ultimo, el extracto-diclorometano-etanol también evidencia
un efecto solo a baja.concentracion (2,5 pg/ml) sobre 'cdulas:de médula 6sea y a una

concentracion alta (100 pg/ml) sobre células de bazo.

Bermidez et al: (2007),/manifiestan que sus estudio 1o hicieron en la Unidad detoxicologia
Experimental. dal Instituto Superior de Ciencias Médicas de|Villa Clara en /Cuba, en su
estudio experimental que la administracion de una dosis limite-de 2000 mg/kg de masa
corporal-ne-provoco muertes delos animal es o sintomas indicativos de toxicidad, solo en e
grupo tratado Justicia pectoralis.se.manifestaron sintomas de somnolenciay sedacion en los
dos primeros-dias post administracion, observandose una répida recuperacion de los
animales. Solo advertencia de no exceder su uso por més de 30.dias consecutivos. Los
estudios anatomatapalogi cos-macroscopicos o mostraron-ninguna ateracion en los érganos
estudiados. La DLso-de los extractos de estudio se enctientra-por-encima de 2000 mg/kg de

masa corporal calificandose coma no toxiea.

Arteta (2008), Tnvestigod plantas con propiedadestoxicas en e centro poblado de Llachdn -
Capachica en-la provincia de Puno;-.habiéndose“investigandose:.en “ta”Universidad San
Agustin, Facultad de Ciencias BiologiCas y Agropecuarias. Encontrandose plantas
medicinales con acaoides, glucdsidos, taninos, esencias y resina. Tenemos plantas con
propiedades toxicas especies que llegan a causar dafio a ganado, provocandoles afecciones
fuertes y en muchos casos la muerte. Estas plantas no tienen efectos sobre el hombre, en esta

categoriala especie que produce més dafio es (Astragal us gasrbancillo) garbanzo.

4

Repositario institucional UNA - PUNO



R11, . :
TESIS UNA-PUNO ‘“'“: J e

Altiplano

Osorio (2009), rediz6 € tamizaje farmacolégico y toxicoldgico, con una técnica
observacional, cualitativo y semi cualitativo, en la cual se utilizan los resultados verificados
como patron de actividad, uso ratones o ratas, donde se observan los animales que reciben la
drogay los animales que sirven como control. Las vias de administracion méas comunes son
laora y laintraperitoneal. Se observo el estado consciente y la disposicion de la actividad y
la incoordinacién del sistema motor. Se corrobora o identifica la accién farmacolbgica
principal de la planta bajo estudio se determinan las acciones principales y los efectos

secundarios que pueden ser deseables o indeseabl es.

Pereida et al. (2009); elaboraron el tamizaje fitoquimico en fa.Universidad de Granma de
Cuba, con € objetivo de-determinarla-presencia-de determinados metabolitos secundarios,
en dependencia.de.sus caracteristicas estructural es-y~selubilidad de.cada uno de €llos, que
permitan su identificacion en uno-u otro solvente(agua, acoholyy éter). Se muestra los
resultados a |os extractos etéreos,, a cohdlicos y. acuosos.en Trichilia hirta.L.;«destacandose
alcaloides;-eumarinas, saponinas, flavonoides, azlcares reductores, triterpenocs, esteroides,
antacianidinas'y quinonas. Se confirmo la presencia de alcaloides que es-el-principio activo
a cual 'se le atribuye la propiedad coma repéente para diferentes acaros probados en

estudios realizados para eval uar dicha actividad.

Pérez et-al-+(2009), con el fin devalidar los hallazgos obtenidas previamente en estudios
etnofarmacol 6gicos, evauaronlos efectos en el hemograma de ratas hembras Wistar de los
extractos acuoso y‘metandlico de |las hojas'de Phenax rugosus (Poir.). Estudio realizado en
la Universidad de Calda. Los extractos se administraron diariamente en-ayunas mediante
sondas orogastricas-durante 10 dias consecutivos. a una dosis de 1 g/kg /de peso, como
vehiculo una mezcla de ‘glicerina propilenglicol, solucion salina normal. El nimero de
eosinofilos disminuyo a niveles con significaneia estadistica (p = 0,03) cuando se compara
el grupo. que recibid e extracto_acuoso con el-grupo.-control. La administracion de los
extractos, ne-indujo cambios en los diferentes parametros del hemograma que tuviera

significancia estadistica.

Rojas & Diaz (2009), hicieron la evaluacion de latoxicidad del extracto metandlico de hojas
de Passiflora edulis Sims (maracuya), en ratas. Trabajo reaizado en la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos de Lima. Durante € periodo de exposicion de 28 dias, no se
observo sintomas toxicos a la dosis administrada, tanto a nivel fisico general como del

comportamiento; tampoco se presentd mortalidad de los animales ni disminucién del peso

5
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corporal. No se observé ateraciones en la formula leucocitaria, observandose en todo
momento células maduras acorde con su desarrollo, correspondiente con un comportamiento
normal. Los valores obtenidos en los indicadores hematol 6gicos no mostraron alteraciones
importantes; las variaciones encontradas se encuentran dentro del rango establecido por €l

grupo control y por laliteratura especializada.

Rododn et al. (2010), experimentaron el estudio fitoguimico en la Universidad de Granma de
Cuba, en extractos alcohdlicos, etéreos y actiasos deshojas y flores de la Turnera ulmifolia
L., conocida como Marilope con‘la intencidn de contribuir a un mayor conocimiento, con
base cientifica comda posibleelaboracion de productos farmaceuticos. Para redlizar €
tamizaje fitoquimico se empl earon técnicas-simples, rapidas y selectivas, que requieren un
minimo de equipamiento-y.;de.reactivos para 1a determinacion de‘cada compuesto. Se
comprobd los metabolitos secundarios presentes-en “Turnera uimifolia L., entre ellos
alcaloides,..coumarinas, -saponinas,. azucares reductores,-triterpenos y- estereides, 1o que

fundamentasu empleo en lacurade diversas afecciones.
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2.2. Marco Tedrico:
2.2.1. Plantas medicinales:

Una planta medicinal se define como cualquier especie vegetal que contiene sustancias que
pueden ser empleadas para prop0sitos terapéuticos o cuyos principios activos puedan servir
de precursores para la hemisintesis de nuevos farmacos (OMS, 2008). Plantas medicinales,
son aquellos vegetales que elaboran unos metabolitos secundarios, llamados “principios
activos”, sustancias que ejercenitina accian farmacoldgicaybeneficiosa o perjudicial, sobre el
organismo vivo. Su utilidad ‘primordial;"-a-veces 'especificos, es servir como droga o

medicamento que aivie |as-enfermedades o restablezea |a salud pérdida.
2.2.2. Familia Asteracea segun del-Vitto & Petenatti, (2009)

Las Asteréceas incluyen —gran cantided  de especies Utiles (medicinales, agricolas,
industriales, etc.). Algunas han sido domesticadas y cultivadas desde la antigliedad y otras
conforman extensiones (de-vegetacion-natural, -determinando-la fisonomia de nimero de
paisges. SuU uso etnobotanica ha ayudado a sustentar numefoso pueblos. Hoy, unos 40
géneros de Asteréceas son relevantes en alimentacion humana y animal, fuentes de aceites
fijos, aceite esencial, forraje, miel iy polen, edulcarantes, especias, colorantes, insecticidas,
caucho, madera, lefia o celulosa Otras son importantes malezas.y/0 plantas-tdxicas para €
hombre y_el. ganado, a gunas causan-adergia y otras resultan ornamentales. En terapéutica
son usados gran numero de metabolitos secundarios sintetizadosypor Asteracess. Se ofrece
una sintesis de | as asteréceas. utilesy.dafii nas, taxonomicamente ‘actuaizadas, considerando

usos etnobotanicos vy propiedades fitoquimicasy farmacel ogicas.

La compasicion’quimica*y, su“importancia en el*aprovechamiento:;|El conocimiento
bioquimico.del'grupe ha aportado datos relevantes a la taxonomia y+ha explicado o facilitado
el empleo de las mismas en-las. actividades econémicas. En general, & grupo esta
caracterizado—por la presencia de acidos‘iso — clorogénicos, isoffavonoides, lactonas
sesquiterpenicos, a coholes triterpenicos pentaciclicos, aceites esenciales (con predominio de
terpenoides), alcoholes (especialmente pirrozidinicos) y diversos derivados acetilénicos,
mientras que carece de taninos verdaderos y de iridoides. La acumulacion de ciertos
metabolitos primarios y secundarios determina la utilidad o aplicacion de las plantas. La
sintesis de glucosidos en ultimo término conduce alaformacion de fructanos del tipo inulina

acumulados en érganos subterrdneos y semillas; son la principal reserva hidrocarbonada, de
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gran digestibilidad y reemplazan el amidon. La sintesis de ciclitoles también caracteriza a

las Asteraceas, especiamente L-inositol y su isdmero esciloinositol.

L os metabolitos secundarios aislados de Asteraceas son muy variados. Algunos flavonoides
y aceites volétiles (con diterpenos y triterpenos) son comunes a casi todas las especies y 2
grupos de sustancias son “marcadores quimiotaxondémicas”. En general estas plantas carecen
de alcaloides, savo los de nucleo pirrozidinico. Finalmente, es [lamativa la ausencia de

iridoides, aminoéacidos no proteicas y taninesverdaderos.
2.2.3. Informacion de las plantas medicinales enjestudio segiin Mostacer o et al. (2011):

Posicion taxondmica del “jincho jincho™:

Dominio: Eucariota
Reino: Plantae

Division: Magneliophyta
Clase: Magnoliopsida

Sub Clase: Aderidae

Orden: Asterales

Familia Asteracea

Sub Familig; Cichorioideae
Género:; Hieracium
Especie neoherrerae

Nombre Binomial: Hieracium neoherrerae Zahn.
Nombre comtn: “jincha jincho”, “taruca ninrr*

Descripcion.del “jincho jinche”: Hierbas perennes con savia lechosa tallos erectos, con
tricomas glandulares largos. Hojas basales o caulinares, “€lipticos —  lanceoladas,
oblanceoladas u ohlengas, enteras o-dentadas. Capitul escencia cimosa Q tirosoides; capitulo
ligulados; filarias en 3 - numerosas series, gradualmente imbricades, |as exteriores cortas,
las internas subiguales;.receptaculo - planes; flésculo perfectos, corolas 5 — dentadas,
amarillas, a veces blancas, anaranjadas 0 rojas; aguenios columnares.adel gazados en |a base,
en general ‘atenuados hacia el épice, casi siempre 10 — acostillados, cafe — rojizo a negros;

vilano de numerosas cerdas pajizas en Una serie:

Principios activos. contiene umbeliferona, flavonoides, inulina de las raices (Guerrero et
al., 2006).

Posicion taxondmica del “altamisa’:

Dominio: Eucariota
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
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Sub Clase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asterécea
Sub Familia; Cichorioideae
Género: Ambrosia
Especie: arborescens

Nombre Binomial: Ambrosia arborescens Miller.

Nombre comun: “altamisa”, “marco”, “hierba de san juan”

Descripcion de la “altamisa’: usos. abortivas, no recomendable |a ingestion en gestantes,
puede producir casos de abortos;:esrecomendado en & momento del parto ya que facilita el
proceso expulsivo del fete. Biocida: el cocimiente”de_toda“la“planta, se debe redizar
fumigaciones cuando-la planta recién-esta brotando.-Medicinal. en-casos de cefdleas, es
usado como antidiarrel co--L.0s bafias de vapor son realizades.en-caso de resfrios y dolores

reumaticos, de preferenciapor |asnoches (Arteta, 2008):

En la dosificacion debe de usarseren-dosis muy-baj as puesto-que puede causar sintomas de
envenenamiento. Contiene alcaloides, encontrado principalmente en las.flores.femeninas
(Cruz, 2009).

Principios activos: contiene sus principales componentes son |as tuyonas afay betay un
aceite vegetal. Es.fica en cineol'y pinenas, flavonoides, quercetinas, -luteoling, |actonas,
sesquiterpenas, artemisinina,/acido artemisinico, alcaloides, felandreno, codinenos, etc. En
las esencia 'se encuentra el principio amargo la absintina de-color pardusco amarillo,
insoluble en agua y-soluble.enal cohol-~Sus hejas tienen.sabor amergo y toda la planta es
ligeramente aromatica (Quert, 1.985):

Posicion taxanomica del “diente‘de leon’*

Dominio: Eucariota
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Sub Clase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia Asteracea

Sub Familia; Cichorioideae
Género: Taraxacum
Especie: officinale

Nombre Binomial: Taraxacum officinale Wiggers
Nombre comun: “diente de ledn”, “amargon” y “kanacho”
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Descripcion del diente de ledn: € extracto de las hojas es usado condicionamente para
aliviar enfermedades hepéticas y renades, ademas de los maestares producidos por la
segregacion excesiva de la vesicula biliar (colerina), paralo cua debe de beberse en ayunas,
esta misma preparacion es usada en el tratamiento contra la tuberculosis. La infusion de las
hojas, es usado en infecciones o fiebre puerperales (sobreparto), para regular la
menstruacion (emenagogo) (Arteta, 2008).

Principios activos: |as hojas contienen aleehel ciclico |lamado Inosita, asi como asparagina,
azlcar reducido (levulosa), un “principio amargo’ saponina, tirosinasa, la composicion
quimica de la raiz es-compleja,.como producto de'reserva acumula inulina 40 %. Contiene
también e acaoide taraxina. Otros investigadores han encontrado en la raiz acido p -
oxifenilacetico, asl comoel 3,4~ oxicinamico (glucodsido), unaresinala asparagina, diversos
hidratos de carbono:que-dan la gaactosa'y arabinosa. El -laex,-muy blanco y de sabor

amargo contiene caucho, lactuceral afay beta, inosita, azucares reductores (Quert, 1985).

Posicion taxonémica del-“huira-huira’:

Dominio: Eucariota
Reino: Plantae

Divisian: Magnoliophyta
Clase: Magnaliopsida

Sub Clase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteracea

Sub Famiilig; Cichorioideae
Género: Pseudagmaphalium
Especie spicatum

Nombre Binomial: Pseudogmaphalim spicatum
Nombre comun: “huirachtira”, “cketo cketa”, “mula kketo kketo”

Descripcidn-del “huira huira™: Enia actuaidad-ta-poblacion aimara que habita en la pre
cordillera 'y -atiplano=utiliza las flores rde. psedogmaphalium. ~Tiene.resultados en €
tratamiento, de problemas bronquiaes=Popularmente, a las flores de esta planta se le
atribuyen propiedades expectorales, sudorificas y febrifugas; se emplean en infusion como
tratamiento de diversas afecciones respiratorias. asma, tos, bronquitis. También como mate
paralatos; se menciona que e extracto acuoso de Pseudogmaphalium sp. Se administra en
el tratamiento de enfermedades urinarias.

Principios activos. contiene epigenina, quercetina, de sus flores se obtiene flavonoides
(Guerrero et al., 2006).
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Posicion taxonémica del “mishico”:

Dominio: Eucariota
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub Clase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asterécea
Sub Familia; Cichorioideae
Género: Bidens
Especie: andicala

Nembre Binomial: Bidensandicola Humbolt, Bompland y Kunth
Nombre coman: “mishico?. “pirca*y “amoriseeo”

Descripcion del “mishico”: usos-abortivo, no-es-recomendablefaingestion en gestantes,
por lo que puede producit en muchos casos abortos, sim embargo es recomendado en el
momento~delparto ya que facilita @ proceso expulsivo del feto. Colorantelas flores son
hervidas, produciendo un Tiguideramarillo @ cual son-introducidos lana de ovino antes de
hilarlay bayeta, dando una coloracion amarilla, cuyaintensidad varia dependiendo.al tiempo
que se encuentra sumergido. Medicinal, € cocimiento de esta especie, es usado como
carminativo, antidiarreico y para aiviar malestares producidos por la excesiva segregacion
de hilis porlavesicula biliar (calerinad) y para regularla-menstruacion (emenagogo), se debe
tomar tres'veces a' dia hasta que“el malestar ‘cese. Los hafos con €l cocimiento de esta
especie, son.usadas.como febrifugo de preferencia-por las noches:En caso de conjuntivitis,
se realizan-lavados con la infusion de las.hojas, de preferencia en la-mafiana y noches
(Arteta, 2008).

Principios activos: contiene flavonaides, .compuestos poliacetilinico y chalconas, écido
tanico, &cido-nicotinico, fitosterina;-acido p — cumaricoy glucosido de aurong, &cido silicico,
&cido ascorbico, taninos, limonenos, timol fetandreno, sales de potasio, cacio y fosforo. Las

semilla contienen glucosidos amorfos, aeeite, sacarosay nitratos (Guerrero et al., 2006).
2.3. Fitoquimica delas plantas medicinales:
Reconocimiento de Metabolitos:

El metabolismo es e conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los seres
Vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras més simples, o para degradar las

complegjas y obtener las simples. Las plantas, organismos autétrofos, ademés del
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metabolismo primario presente en todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario
gue les permite producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos
compuestos derivados del metabolismo secundario se denominan metabolitos secundarios
(Avaos, 2009).
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Elementos.béasicos del.metabolismo primarioty en relacion con el metabolismo secundario de plantas (Martinez et al.,
2008).

El reconocimiento ide metabolitos'secundarios se realiza por_medio.de pruehas fitoquimicas
preliminares, las cuales son.una prueba quimica de caracterizacion consistente en una
reaccion quimica que’praduce alteracion rapida.en la estructura molecular-de un compuesto,
por ggemplo, 1a modificacion-de-un-grupo funcional, la-gpertura de un Sistema anular, la
formacion'deun adueto o un complejoy o eua dapor resultado una manifestacion sensible
como el cambio de un color, la formacion de'un precipitado o € desprendimiento de un gas,
dandonos indicios de la presencia o ausencia de un metabolito secundario en particular
(Martinez et al., 2008).

Muchos son los metabolitos secundarios de los cuales por o menos 12,000 han sido
aislados, un nimero estimado menor en un 10 % del total. En numerosos casos estas
sustancias sirven como mecanismos de defensa de las plantas contra la predacion por
microorganismos, insectos y herbivoros. Muchos componentes son asi mismo responsables
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del sabor de las plantas (el terpenoide capsaicinaen del gji), y algunas de las hierbas y
especies usados por los humanos para sazonar los aimentos producen compuestos
medicinales Utiles (Tapia, 2011).

Las sustancias toxicas que puedan tener las plantas medicinales son los metabolitos

secundarios, estan presentes en ciertas cantidades mayores y menores estas son:

Reconocimiento de Alcaloides:

L os a caloides son sustancias basicas que-eontienen nitrogeno en un anillo heterociclico, son
derivados de aminoéacidos, presentan distribucion taxonémica limitada y se encuentran en
plantas superiores como'sales de tn écido organico, Atendiendo-asu solubilidad, propiedad
empleada para extraertes.y purificarlos, la base del écaloide es soluble en solventes
organicos y pueden formar sales solubtes en solventes polares cuando se encuentra en acidos
minerales diluidos.

Se ha descritoque tiene actividad microbicida (por gemplo, sobre Giardia“y. Entamoeba),
perg Se cree.que su accion antidiarreica probablemente-se deba a sus efectos sobre e tiempo
de transito,del-balo alimenticio en € intestino delgado (Mora et al., 2012).

Reconocimiento de Taninos:

L os taninos son: productos de excrecion de muchas plantas, invelucradas.en mecanismo de
defensas detas mismas, contra. organismos parasitos. Se éncuentran mas-comunmente en
hojas, ramas.y.debajo.de |a corteza. Quimicamente |os taninos son“polimeros de polifenoles,

sustancias can &lto peso molecular (comprendiendo entre 500 a 3000), se clasifican en:

- Taninos Hidrosolubles o Pirogalicos: Son ésteres facilmente hidrolizables formados
por.una malécula de azlcar (en-genera una glucosa) unida a un namero variable de
moléculas, de acido-fendlicos (acide_gdico e su-dimero, d @acido elagico). Son

comunes de'ebservar en plantas Dieotiteddneas.

- Taninosno Hidrosolubles o Condensado: Tienen una estructuraquimica similar ala
de los flavonoides. Por hidrolisis dan azlUcar y acido elagico, algunos taninos
condensados son conocidos como pro — anticianidinas porque por hidrolisis acida

producen antocinidas y leucoanticinidinas (Mora et al. 2012).

Reconocimiento de Fenoles:
L os compuestos fendlicos de las plantas son un grupo heterogéneo de productos con mas de

10,000 compuestos. Algunos son solubles en solventes organicos, otros son glucésidos o
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acidos carboxilicos y por lo tanto solubles en agua, y otros son polimeros muy grandes e
insolubles. Este grupo también juega una variedad muy heterogénea de roles en las plantas,
roles que son atribuidos en genera a los productos secundarios de las plantas, muchos son
productos de defensa ante herbivoros y patdgenos, otros proveen soporte mecanico a la
planta, otros atraen polinizadores o dispersores de frutos, agunos de ellos absorben la
radiacion ultravioleta, o0 actlan como agentes alelopédticos (por eemplo reducen el

crecimiento de plantas competidoras que estén cerca) (Calatayud, 2010).

Reconocimiento de Fenolftaleinas:

Son colorantes, es decirreomo sitéticos, aunque no,se emplea.eomo, tintura, la fenolftaleina
es e representante mas-importante de este grupo. /Se usa come-indicador de reacciones de
acido — base; usando terapéuticamente se utiliza-como faxante-eatartico y tiene un efecto
estimulante del peristaltismo intestinal (Grateron, 2006).

Reconacimiento de Carbohidratos:

Son las reservas energéticas—de-tos—vegetales-formadas—a partir. de las reacciones
fotosintéticas que se.acumulan en forma de almidon que luego, a ser ingeridas por los
animales y ecombinandolos con:oxigeno obtienen la energia necesaria para sus procesos
vitales:y_emitiendo~didoxido de;carbono a la atmosfera las|reservas._energéticas de los
vegetales formadas.a partir de’las reacciones fotosintéticas que.se acumulan en forma de
amidon que luego, al ser ingeridas por los animales y combinandolos con oxigeno obtienen
la energia hecesaria para sus procesos vitales y emitiendo dioxidode carbong ala atmésfera.
Se menciona a guneos-de ellos.comolos-azlicares reductores, que Son compuestas por un solo
monomero como la glucesa y-la fructesa denominades menosacaridos, por dos como la
lactosa y |a sacarosa llamados disacaridos.o-grandes cadenas polimerizadas en los que estan
comprendidos e amidon, la celulesaly otros compuestos conocidos como polisacaridos.
(Martinez et al., 2012):

2.4. Toxicidadde las plantas medicinalesssegin Osorio (2009):

La posibilidad de unaintoxicacién con plantas medicinales es practicamente inexistente si se
respetan las indicaciones del fabricante o si se evitan aquellas hierbas toxicas en pequefias
cantidades. Los sintomas de una intoxicacion consisten en irritacion de la garganta, nauseas

y vomito, convulsiones, dolor de cabeza, vision borrosa, dificultad en los movimientos.
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Estudios de la toxicidad, segin Osorio (2009), los estudios toxicoldgicos ofrecen a los
investigadores informacion sobre la dosis a partir de las cuades los efectos toxicos
comienzan a aparecer. Es imprescindible establecer |os efectos de las drogas y sus principios
activosy para ello realizan estudio de toxicidad aguda, sub aguday cronica.

- Toxicidad aguda: Son ensayos que se realizan a corto plazo de forma practicamente
inmediata, generalmente por la administracion de unas dosis animaes de
experimentacion. Se puede determinar el parametro de dosis letal 50 (DLso) cantidad
necesaria para producir{fa muerte de la mitad de:los animales en experimentacion,

sirve como orientacion para los calcules de las dosis ef ectivas 50 (DEso).

- Toxicidad sub“aguda o sub_cronica: Son ensayos.que se readlizan a medio plazo
generalmente “a. 30_dias (un-mes) a 90-dfas, .s& administran:dosis terapéuticas y

transcurrido.elperiodo.de tiempo se-eval Ualos posibles casos de intoxicacion.

- [“Toxicidad cronica: Son ensayos.que se realizan a largo plazo desde varios meses

hasta de'l a 2 afos; para-evaluar-posibles-efectos teratégenos, efectos carcindgenos.
2.4.1. Factores quecontribuyen’a la aparicionide efectos segun Umaria (2003):

1. Sobre. dosificacion: Droga vegetal 0 principios activos: no son._téxicos en dosis
adecuadas.

2. Presencia. de sustancias toxicas: En baa concentracion o=por inhibicion de otras
sustancias' no. causan efectos téxicos. Concentracion | ye-purificacion de ciertas
presentaci ones puede Hevar a la-aparicion de-efectos.que estaban ocultos. Confusion de
la especie vegetal.

3. Contaminacion de preparado fitoterapico:~Medicamento sintético, metales pesados,
mi croorgani Smos, pesticidas, etc.

4. Interaccienes.con medicamentos:

5. Componentesgalénicos. Solvente'no adeetiado parael consume humano:

6. Edad, estado fisiologico y etnia del paciente: Toxicidad se presentala edad y salud de
las personas. Ejemplo: neurotoxicidad y hepatoxicidad en nifios por consumo elevado
de aceite esencides de clavo (Eugenia caryophyta) o de menta poleo (Mentha
pulegium).

7. Uso no tradicional de plantas tradicionales. Pueden causar efectos adversos

previamente desapercibidos. En Taiwan la ingesta de Sauropus androgymus planta que
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se cocinay come como verdura, se asocia con € brote de bronquiolitis, a tomar € jugo
de la hoja cruda como método para adel gazar.

2.4.2. Efectostoxicos causados por las plantas segun Umafia (2003):

1. Accion emenagoga y estimulacion uterina: Muchas plantas pueden inducir el
aborto son citotdxicas y teratdgenos (dafios al sistema nervioso del feto).
Mecanismo de accion endocrino, nervioso periférico, cardiovascular o
gastrointestinal. Se conoce la accion de al gunes-principios activos. La pulegona del
aceite esencia poleo = menta (Mentha polegium) estimula las concentraciones
uterinas. Estimulantes uterinos de accion indirecta (por estimulacion de receptores
histaminices)-son € fruto'y laflor de catarmo:(Carthamus tinctorius) y la hoja de

agripa ma({l.eonorus cardiaca).

2. Estimulacion del sistema nervioso: Principios que potencian actividad de algunos
centro neuronal es, atimentando la capacidad de concentracion y el-estado de vigilia.
Los-acaoides de la sumidad de efedra (Ephedra sinica) y |la cafeina..l.a.toxicidad
de lacafeinaes muy bajasisin embargo el,consumo regular de bebidas con esta (café,
té, hierbas y 'mates) puede elevar la cancentracion sérica de hemocisteinas (factor
etiogéni co de enfermedades cardiovascul ar):

3. Fotosensibilizacion: Sustancias que reaccionan | ante la exposicion de la luz
ultravioleta.y causan hiperpigmentacion, -aumento de Ta sudoracidn, irritacion
cutanea. Puede. ocurrir . fototoxicidad por.. exposicion de furanocumarinas o
psoralenos a quemaduras de segundo grado. Fototoxicidad causada por la raiz de
angélica o don quai (Angelica areangelica), la semilla.del dpia (Apium graveolans),
el pericarpio de la.naranja amarga. (Citrustauriantium), la sumidad florida del
hipérico (Hypericum perforatum)._y~1as hojas y sumidades de'la ruda (Ruta

graveolans).

4. Hepatoxicidad: Se han presentado casos Ultimamente por € uso de plantas
medi cinales chinas responsables de la hepatitis aguda y del rizoma kava kava (Piper
methysticum). Tenemos la hepatitis fulminante, casos como la kava kava chaparra
(Larrea tridentada) y encinilla o cascarilla (Teurcrium chamaedrys), y la
insuficiencia hepética grave, por uso de kava kava sen, celidonia, menta poleo y €
aceite esencia de clavo. En muchos casos, €l paciente se recupera al discontinuar €

uso.
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5. Shock anafilactico: Reacciones alérgicas a nivel topico o interno. La mayoria de
reacciones alérgicas son efectos secundarios. El shock anafilactico se considera un

efecto toxico.

6. Insuficiencia renal: Por efecto directo toxico (gemplo ramdomiolisis).
Nefrotoxicidad directa puede ser irreversible causando carcinoma urotelia o fibrosis
renal intersticial. Uso de plantas del acido aristoloquico es el causante. La especie

Aristolochia atia es grave y severacon enfermedad renal terminal.

7. Rabdomidligsis Sindrome; causado; por’ dafio directo* causado por musculo
esquelético, causando la liberacion: del contenido.,de”las células musculares a
plasma " sanguineo. Se presenta senstbilidad “muscular—al, plasma sanguineo,
calambres, rigidez, debilidad, perdida de la funcion;.edema muscular duro y orina
oscuro;El uso prolongado de medicamentos y toronja o grape frait (Citrus por &cido
glicirrico y gliciretinico de lasraices de Paradis ) medicamento y los polifenoles del
Zumo.de toronja causan de la 11 meta — hidroxiesteroide — deshidrogenasa tipo 2,

ocasionandesun exceso deymineral ocorticoides.
3. Animal_delabaratorio con fines experimentales segin Carrillo (2011):

3.1. Clasificacion taxonémica del~animal de labor atorio:

Dominio: Eucariota
Reino; Animaie
Filoi Chordata
Clase: Mamalia
Orden: Rodentia

Familia: Muricidade

Género: Raftus
Especie: novergicus

NombreBinomial:"Rattus novergicus
Nombre comun: Rata.de |aboratorio Wistar.

3.2. Ratadelaboratorio:

L as ratas de laboratorio pertenecen alas especie Rattus novergicus ala variedad Wistar. Esta
variedad fue desarrollada en € mismo instituto Wistar en 1906 para su uso en la
investigacion bioldgica y médica, y es la primera cepa de ratas desarrolladas para servir
como un organismo modelo en un momento en que los laboratorios utilizaban
principalmente Mus musculus, 0 € ratdbn comun de las casas. Las ratas Wistar es
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actualmente una de las cepas més populares utilizadas para la investigacion de laboratorio,
con una buena taza de crecimiento, con una vida media larga que hace especialmente Gtil en
estudio de supervivencia décil y facil de manipular. Se caracteriza por su cabeza ancha,

orgjalargasy con unalongitud de la cola que es siempre inferior alalongitud del cuerpo.
3.3. Manipulacién delasratas:
Existen diferentes formas de sujetar alarata:

1. Tomar a animal por la cala;iteniendo cuidado: /Apoyar la palma de la mano sobre €
lomo del animal; colocar 1as'dedos indices y medio a amboes:lados de |la mandibula de
forma que |la cabeza.de |arata'quede entre dichos dedos impidiendo su movimiento, con
la otra mano tome. parte postertor delcuerpo. Asi puedelevantarla sujetandola
firmemente.

2. Tomar latata apoyando Ia mano arededor del torax, quedando uma delas patas entre
sus dedos indice y medio y la-otra sobre su-dedo pulgar (con el dedo indice reglice una
presion.leve sobre la mandibula de la rata, para prevenir mordeduras)..Con.la.otra mano,
tome laparte pesterior del cuérpo y levantela, sujetéandola firmemente.

3. Tomar el _anima=por la piel.del cuello con e dedo pulgar-e indice pro detras de las
orejas-y-eon los otros dedos de la mano sujetar-la-piel de-todo el-lomo de |a rata

Levantda, sujetando firmemente.
3.4. Viasdeadministracion para el expeffimento:

Viaoral

Por esta via.se administra soluciones de-una.sonda de pequefio calibre (una sonda adecuada
debe tener Un diametro de'd5 a.16.g y de10.a 12 cm-de largo) que permite laintroduccion
del f&rmaco.a la camara gastrica por. el~hoeirco.del animal; se debe sumergir la sonda en
agua para verificar que la zona-esta en.el estomago-y-no en los pulmones. El anima se
sujeta firmemente por la piel del cuello ywespalda asegurandose que tarcabeza y € cuello
gueden extendidos formando una linea con la espalda. Se introduce la sonda por e espacio
interdental y rotandola lentamente se llega a eséfago y € estdmago s es necesario. Esta

técnica se aplica en ratas, ratones y conejos.

Viaintravenosa
Para esta via de administracion se utiliza las venas laterales de | as cola previamente dilatada

con caor, en los animaes jovenes son mas faciles de visuadizar que en los adultos. Se
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utiliza agujas de calibre < 23 g € volumen méximo, es de 0,5 ml y debe redizarse
lentamente.

Viaintraperitoneal

Tomando en cuenta la rapida absorcién por esta viay € facil acceso a esta ala misma, es
una de las vias mas utilizadas en € laboratorio. Se toma al animal por € dorso, se vuelve
hacia atras presentandola la region abdominal, se sujeta firmemente de las patas posteriores
y seinyecta en la parte alta del_cuadranteinferior izquierdo del area abdominal. La guja es

de 27 x 6 mm de volumen de administracion esta entre.5'a 10 ml.

Viaintramuscular

Esta via se presenta-en el“dorso del.antmal y e-farmaco:se deposita-con aguja de 27 x 13
mm en |la parte posterior-de 10s cuartos traseros: El'| ugar-de-eleccidn:son los cuadriceps y
triceps. Lainoculacion deberealizarse en pequefios volumenes de 0,3 ml.

3.5. Viasdeextraccion de sangre en animales de experimento:

Seno.orbital:

Esta técnicamuy usada, pero no recomendada y requiere una particular justificacion dado lo
agresivo de la misma: Implica pichar €l seno orbital del globo del ojo. En manos expertas
puede ser-util para obtener volUimenes mayores de los gue se puede obtener-de la vena de la
cola. Es una técnica gue puede tener severas consecuencias en e-animal por 1o que no se
recomienda @ uso da sangrado del seno orbital’ con-recuperacion del animal méas que en

circunstancias-excepcional es cuando no haya ningin etro métodordisponible.

Venasy arterias caudales:

Lavenade la colaeslamas usada, |avenadebe localizarse claramente y la puncion debe ser
llevada a cabo decididamente meor-e-corte delamisma es algo inaceptable como método de
muestreo, 10s, cortes repetidos puede Hegar-a causar granulomas, lo gue da lugar a la
formaci én.de una masa de tejidos en [aextremidad de la cola, comortambién puede eliminar
la capacidad natural del animal para controlar su equilibrio y temperatura.

Se usa la cola ya que no posee pelo sujecion y puncion debido a que los vasos sanguineos

recorren todalalongitud de la cola

Viaintracardiaca:
Mediante esta técnica se puede obtener grandes volimenes de sangre debe estar anestesiado

y se recomienda utilizar esta técnica tnicamente como procedimiento terminal.
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Se coloca la rata bien apoyada sobre € dorso, se ubica la apéfisis xifoides y se inserta la
aguja perpendicular a la columna vertebral. Con una leve presion digital se localiza €
ventriculo, a punzar €l corazén se siente €l choque cardiaco. EI volumen extraido de sangre

dependera del peso de larata. Las agujas son de 20 a25 g.
4. Pruebas hematoldgicas segun Encarta & Del Carpio, 2008:

Hematocrito:

La determinacion del hematocrito es uno de los métedos mas sencillos, mas exactos y
valiosos en la hemoglobina | ES muche-mas Util- y de confianza que € recuento de
eritrocitos. Asi mismo, pet-medio. de €, la medicion de la.hemoglobinay e recuento de
eritrocitos adecuadas,. pueden:calcularse |as constantes:corpusculares. Denominacion de

hematocrito: volumen de-globulos centrifugados VGC.

Hemaglebina:

Pigmento.especial que predomina en la sangre-cuya-funcion es e transporte de oxigeno.
Esta-presente‘en todos los animales, excepto en algunos grupos de animales.inferiores.
Participa en € proceso por € que la sangre lleva los nutrientes necesarios hasta las células,
hasta los tejidos del“cuerpo. Cuando esta saturada de oxigeno'se, llama.oxihemoglobina.
Después-de-liberar-esta molécula en los tgidos organicos, invierte su funcion y recoger el
principal_producto. de! la respiracion celular. o dioxido de earbono. La hemoglobina
transporta esta molécula hasta los pulmones para-su-respiracion, 'y enjesta se denomina

carboxihemoglobina
4.1. L eucograma;

Leucocitos: | (globulos blancos);., valores., superiores pueden indicar] leucocitosis (>
10,000/mm3)..V alores inferiores pueden-indiear leucopenia (< 5000) elementas sanguineos
implicados en la fagocitosis de-elementos patogenos-y-en las respuestas inmunol ogicas e
inflamatorias-Las células o glébulos blanees de la sangre son de dos'tipos los granulados,
con nucleos multilobulados y |os no granulados, que tienen un nucleo redondeado.

Los leucocitos se clasifican en dos grupos principaes, tomando como base la presencia o
ausencia de granulos citoplasmaticos especificos. Los que contienen granulos

citoplasmaticos son los granulocitos y 10 que carecen de ellos son |os agranul ocitos.
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4.2. Granulocitos:

Los tres tipos de granulocitos se designan de acuerdo con la reaccion tintoria de sus
granul os especificos:

- los eosindfilos tienen granulos acidofilos claros (se tifien de rojo con la eosing).

- Los basofilos poseen granul os basdfilos (purpuras) marcados.

- Los neutrofilos tienen granulos que no son ni acidéfilos ni basofilos.

Frecuentemente, los neutroéfilos, reciben € nombre deleucocitos polimorfonucleares (PMN),

como consecuencia dela variadaconfiguracion de los.nicleos.

Neutr 6filos:

El neutréfilo madurg-es de aproximadamente 10'— 12 um de diametro, tiene granulaciones
finas en €.citoplasmay-un-niicleo fobulado. La cromatina nuclear-es- densa,-aglomeraday en
grumo. L.as células vigas tienen mas Ibulos .nucleares, que las jovenes. Por.€llo, los
neutrdfilos con nacleo en forma de V, U o de S sin constricciones se consideran como
inmadurasy;se/designan como células en bandas 0 asegmentadas. Enfermedades bacterianas
determinan generalmente un incremento en-el} nUmero de neutrofilos (circulantes. Es
importante que un indicio de que la médul a6sea esta liberando nuevas células para combatir
la infeceion. -Clinicamente, este .incremento de células:jovenes recibe-el nombre de
desviacion a laizquierda y es.un signo pronostico favorable. Por-€l: contrario, una cantidad
anormal de "neutrdfilos' con hiperpigmentacion nuclear se conoce como desviacion a la
derecha y puede ser-signo de pronostico desfavorable o un sintoma-de infeccion cronica. La
funcion de los neutrdfilos es fagocitar y-destruir_bacterias mediante € cantenido de sus

diversos granul os.

Eosindfilos:

Los eosingfilos'tienen un tamano similar a de les neutrdfilos (12:pum)-y se encuentran en
menor cantidad. El citoplasma es ligeramente basofilos, pero en general no podemos
observarlo debido a la presencia de gran cantidad de granulaciones gruesas que lo cubren
totalmente, dgjando libre €l nicleo. Los eosindfilos tienen actividad fagocitica. Modulan y
regulan las reacciones alérgicas. Los eosinofilos interaccionan con otras células por la
expresion de multiples receptores en su superficie. Los eosindfilos son céulas fagocitarias

gue demuestran especial ainidad por los compleos antigeno — anticuerpo, por lo que la
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mayoria de los eosinéfilos son atraidos por quimiotaxis. También los eosinofilos pueden ser
atraidos por sustancias liberadas de los basofilos como la histamina.

Los eosinofilos pueden regular la respuesta aérgica y las reacciones de hipersensibilidad
mediante la neutralizacién de la histamina por la histaminasa y a su vez producir un factor
inhibidor derivado de los eosindfilos para inhibir la degranulacion de las células cebadas o

de los basofilos que contienen sustancias vasoactivas.

Basofilos:

El dltimo tipo de leucocitos palimarfonuclear es e basdfilos, es e menos abundante. Son
ago mas pequefios que les.anteriores, con un diametro_de.8"— 10 um. su citoplasma es
acidofilo y esta cubierto por.granulaciones grandes, irregulares, de colar negro purpureo que
cubren también‘el ndcleo.-Par estacausa no es posible observar. claramente su forma. Poseen
grénulos de heparina e histamina. Estas sustancias son mediadoras quimicas que modulan la
inflamacion. Tienen funcion en” estado- alérgicos enjla hipersensibilidad retardada. La
liberacion masiva del contenido-de-estos granulos-puede causar;shock anafilactico que puede

llegar ala muerte del-animal si no es controlado.
4.3. A granulocitos:

Linfocitos:

Son leucocitos agranulocitos que juegan un rol fundamental en 1a respuesta inmune. Los
linfocitas son celulas de adtajerarquia en el sistemainmune, principa mente encargadas de la
inmunidad especificas 0 adquirida~Estas células se ocalizan ‘fundamentalmente en los
organos linfoides.  Tienen-receptores para_antigenos.-especificas y por 1o tanto, pueden
reconocer y responder algque se les‘presente: Por Ultimo, 10s linfocitos se encargan de la
produccion de anticuerpos y de ladestruccion de células anormal es. Estas respuestas ocurren
en e interior.de.los Organos linfoides, los cudles, para tal propdsito, deben suministrar un

entorno que permitia lainteraccion eficiente entre linfocitos, macrofagos y antigeno extrafio.

Los linfocitos pequeiios son los que se encuentran mas comunmente y su diametro es
aproximadamente igua o ligeramente mayor a de un hematie. El nicleo es redondo,
basofilo, puede presentar agregados de cromatina y una pequefia escotadura en su contorno.
El citoplasma se limita a una estrecha franja que rodea a nucleo de color azul — celeste; en
general no se observa granulaciones en €. Aunque estructuralmente iguales, mediante

marcadores citogquimicos es posible distinguir 3 tipos de linfocitos: linfocitos B, T y nulos.
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Seguin la variedad de linfocitos de que se trate su vida media celular pueden variar entre
unos pocos dias hasta meses y afios. Cumple un rol fundamental en la respuesta inmune.
Relaciones complegas entre linfocitos B, linfocitos T y células presentadoras de antigeno
generan las respuestas de defensa inmune humoral y celular. A su vez, los linfocitos nulos

participan en los mecanismos de defensa dando origen a células asesinas.

Monocitos:

El monocito es el mayor de todos.los leueecitos de 12 — 20 um de diametro. Hay dificultad
considerable en la identificacion de algunos monacitas, porque son formas de transicién
entre los linfocitos:pequefios “y=grandes, 10 que ‘en’ conjuntoSe parecen entre si. La
exposicion que sigue se-efiere a las formas mas tipicas. El citeplasma de los monocitos es
bastante méas ahundante que €’ delos finfocitos-y-es de colorazul \grisaceo pélido, con
frecuencia con un aspecto;“granuleso”. En-muchos.casos hay.presentes granulos azurofilos
pulverulentos."El nucleo puede ser oval, en forma de rifion o de hefradura;, la cromatina
nuclear setifie mas débilmente que en €l “linfocito. Existe'uno o mas nucledtidos, pero no
son.visibles.en las extensiones tefiidas. El citoplasma, de color azul| gris,.es.abundante y

tiene generalmente vacuol as agrupadas pera no sen frecuentes |os granulosazurofil os.

Cualquier_acumule “de’ monocitos en € intefior de los teidos reflgja._condiciones de
cronicidad.~t.os menocitos son células con gran capacidad bactericida—~Ante estimulos
fagocitosis aumenta de tamafio y puede fijarse a/los tgidos del bazo, higado, pulmon dando
lugar a'los Imacrofagos tisulares que forman e sistema reticulo,endotelia encargado de

remover el materia extrafio-que circulaen la sangre.

Valores nor malesdel_leucograma en ratas:

[PARAMETRASLE | % WM%}&W “Gonzaleset al f00§ L |Ldbartoetal. 2005

-natocr[to }\ 35 -45 3414387 37,28 - 46,60
.nogloth Wrﬂ 10— 20 - 1344443 6,97 - 9,81
.ICOCItOS (10 i) 10-14 3'4-56 2,8-586 3559,49 — 9661,35
55— 95 70,5- 75,8 70,8 - 75,8 69,83 - 87,22
0-1 22.8-28,3 21,1-28,3 12,97 - 25,03
1-4 0-4 0 0
0-4 0-4 0 0
0 0-1 0 0

Tabla 1. Vaores referenciales paralas ratas.
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4.4. Marco Conceptual:

Alcaloides: Son compuestos que contienen nitrogeno gusto amargo. Grupo de productos
naturales de mayor interés en la farmacognosia. Dentro de este grupo se encuentran

sustancias toxicas incluso a bajas dosis.

Animal de laboratorio: Es aguel que manteniendo bajo determinadas condiciones
controladas es utilizado como instrumento de medida en experimentacion cientifica,
desarrollo tecnoldgico como - instrumento de medida en experimentacion cientifica,

desarrollo tecnol 6gico e innovacian.

Bioensayos: Procedimientos'para evaluar |a actividad biologiea, |a presencia o la cantidad
de una sustancia (toxice, toxina,~hermona, antibiético; etc.) mediante |la medida de sus
efectos sobre un organismo o ¢ultivo celular en comparaci On.con-una preparacion estandar

apropiada.

Dosis: Cantidad de sustancia-administrada 0-absorbidapor-un-individuo en proporcion a su

peso o volumen|corporal, ordinariamente en 24 horas. Se suele expresa en mg/kg.

Dosisletal: Doss precisa parajproducir lamuerte tras una sola absorcién, es decir, originar
una intoxicacion aguda letal. Se calcula por experimentacion con-animales.-BL minima que
mata a un_solo individuo. DL =50: media letal para e 50 %!que cause 1a muerte de la
poblacion. DL~ 100: que mata atodos los individues-al-100 %.

Dosis toxicas: Proparcion-de-una sustancia que-produce.intoxicacion sin que llegue a ser
letal.

Extracto acuose: Preparacion.-en_agua.de.la sustancia.de una planta. 0 un anima que

contiene laporcionbiol 6gicamente activasin€ residuo celular.

Extractoumetanélico: Son mezclas heterogeneas de a érgenos y material no_alergénicos. Se
pueden presentar en solucion o liofilizados, es decir, en polvo para reconstituir antes de su

administracion.

Farmacognosia: Ciencia que se ocupa de las drogas y las sustancias medicamentosas de
origen natural, vegetal microbiano (hongos y bacterias) y animal. Con propiedades toxicas,

excipientes u otras de interés farmacéuti co.
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Liofilizacion: Proceso por € cual una sustancia para por una extrema evaporizacion solo
extrayéndole el agua, sin dafiar la sustancia que se esta procesando.

M etabolitos secundarios. Son subproductos de rutas metabdlicas normales que ocurren en
ciertas especies, siendo particulares dentro de un grupo taxonémico, estado de vida o tgjido
presentando una distribucién restringido dentro del reino vegetal dando origen a la

quimiotaxonomia.

Planta medicinal: Son aquellos vegetales que elaboran unos metabolitos secundarios,
Ilamados “principios activos”, sustancia gue-gercen una accion farmacol dgica, beneficiosa

o0 perjudicial, sobre'el organismo'vivo.

Propiedades medicinales:. Son todas agquellas que-se determinan-para curar enfermedades

que padece el hombre.

Sintomatolagia: Descripcidn; general de los signos, y sintomas que” experimenta un

enfermo.

Taninos. 'Son substancias complegas que no es posible clasificar dentro de una estructura
quimica_dnica ' Son: sustancias!polifendlicas! hidrosolubles no_ nitrogenadas, de origen

vegetal -Son-de tiposhidrolizables'y condensados.

Tamizaj e fitoguimico: Es una de las etapas intermedias de la investigacion fitoquimica,
que permite cuditativamente los principalés grupos quimicos presentes en una planta, para

laextraccion de extractos de mayor-interés.

Toxicologia:.Es la ciencia que estudialostoxicasy las intoxicaciones, comprende origen y
propiedades, mecanismos-.de .accion, consecuencia. de~sus efectos [lesivos, métodos
analiticos, cualitativos y cuantitativos, “prevencion, medidas prefilécticas y tratamiento

general.

Toxicidad: La intoxicacion puede producir aumento de la tension, ademés, debilidad

muscular, calambres, poliuria con hipercaliuria e hipocalcemia.

Toxicidad subcronica: Efectos adversos ocasionados por administracion 0 exposicion
repetida de una sustancia un coroto periodo de tiempo, usualmente e 10 % de la vida (a

menos 90 dias en animal es experimentales).
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CAPITULOII. MATERIALESY METODOS
3.1. Ambito de estudie;

Ubicacion:

- Parala recoleccion deplantas se seleccioné e lugar ttave, por tener més consumo de
estas plantas. Ubicada a 3820 msnm a.20 km de la.ciudad de Puno’y agunas de las
plantas fueron col ectadas de la misma ciudad de Puno.

- Para la preparacion del extracto acuaso y metandlico, se redizd en |la Facultad de
Biologia, en el_Labaratorio de Microbial ogia

- Para.las pruebas toxicologieas se realizo jen'el Bioterio de 1a Facultad.de Medicina
Veterinariay Zootécnia

- Paralas pruebas: de las'lecturas-de los hemogramas se realizo en el laboratorio de

Microbiolagia.delalFacultad de Biologia.

3.2. Tipode Investigacion:
El estudio.fue experimental, para evidenciar la-toxicidad de las plantas’en estudios en

animales vivos, y. analiticaspara &.tamizajefitoquimico.
3.3. Materialesy.equipas:

Material Vegetal:

Se colecto las plantas de mayor uso y consumo, que sean del Altiplano de Puno de la zona
de llave; a través de encuestas a los pobladores y comerciantes de plantas medicinales,
tomando en cuenta que lo usan para diviar sus enfermedades que padecen como
infecciones respiratorias, enfermedades digestivas, etc. Estas plantas son:

1. “jincho jincho” (Hieracium neoherrerae)

2. *“altamisa” (Ambrosia arborescen)
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“diente de ledn” (Taraxacum officinale)
“huira huira” (Pseudogmaphalium spicatum)

“mishico” (Bidens andicola)

Material Bioldgico:

Se selecciond aratas Wistar de laboratorio. Se uso 24 ratas de |aboratorio de ambos sexos,

seleccionados aleatoriamente. Peso de 200 g en promedio y de 8 a 12 semanas de edad.

Seran divididos aleatoriamente en 1 grupescontrel y 5 grupos tratados, estardn a una

temperatura de 20° C con luminosidad de 12 horas diarias y 12 horas de oscuridad, se le

administré por sonda esofégicalos extractos y para el grupo centrol agua destilada (1saza et

al.

, 2005).

Se distribuyo detasiguiente manera:

o a0~ WD PRE

Grupo control: 4 ratas

“jincho jincho” (Hieraciumneoherrerae): 4 ratas
“altamisa” (Ambrosia-arborescen):-4 ratas

“diente de lebn’(Taraxacum officinale): 4 ratas
“huira huira” (Pseudogmaphalium spicatum):\4 ratas
“mishico” (Bidens andicola); 4 ratas

Equipesy materiales:

Bolsareeolectora

Camarafotografica.

Marcador.

Agua destilada paraiel lavado.

Para d sacado estufa (marcaBinder) por-72 horas.
Para latrituracién morteros de diferentestamaiios.
Poner en-botellas de vidrio (Pirex) |os 2500 de.cadaptanta triturada con agua destilada.
Rotavapor para solo obtener materia seeafinal.
Balanza analitica el ectronica (marca Satorius).
Tubos pirex (50 tubos).

Marcador.

Gradillas (3 gradillas).

Agua destilada para € lavado.

Pipetas (pirex).

27

Repositario institucional UNA - PUNO



ﬁw& Universidad

TESIS UNA-PUNO E! ' Nacional del
- Altiplano
- Pisatas.
- Bafio Maria
- Mechero.
- Cuaderno de apuntes.

- Céanulagéstrica en punta de oliva.
- Vasdinasdlida

- Mascarillas, guantes y mandil.

- Baguetas paralos estimulos.

- Jeringas (5 ml) paraemplearias dosis:
- Lancetas.

- Tubos con heparina (minicolet).

- Portaobjetos.

- Tubos para hematocrito.

- _Centrifuga (Haematokrit 24).

- Reactivo Wright.

- Reactivo.de Turk:

- Microscopio.

- Cémarade New-Beubauer.

- Contador manual de hemograma:
- Aceitedeinmersion.

- Algodon.

- Alimente parasudieta (semilladegirasol, comida de'gato, zanahoria,.arrocillo).

Reactivos:

Preparacion de | os reactivos paralas pruebas fitoquimicas:

- Reactivode Dragendorff: Solucidn:a. disolverid,7 g de nitrato.basi codetismuto en 20 g
de acido tartarico en 80 ml de agua “Solucion-b. disolver 16 g.de yeduro:de potasio en
40 ml de agua. Solucion de reserva, mezclar volumenes iguales de las soluciones ay b.
conservar en refrigeracion.

- Reactivo de Mayer: Solucién a. 13,5 g de cloruro de mercurio (11) y 49,8 de yoduro de
potasio, se disuelve cada uno en 20 ml de agua, se mezcla 'y se completa a 100 ml
agregar alamezcla 15 ml de écido clorhidrico en solucion acuosa a 17 %. Solucion b.
5 g de cloruro de zinc (I1 en 80 ml de acido clorhidrico 37 %). Solucién c. solucién
amoniacal a 15 %.
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- Reactivo de Wagner: Disolver 1 g de yodo y 10 g de yoduro de potasio en 50 ml de
agua, acidificar con 2 ml de écido glacial, completar con aguaa 100 ml.

- Reactivo de cloruro férrico: 1,25 g cloruro férrico en 25 ml de agua'y aforar a 50 ml con
acohol metilico.

- Reactivo de &cido ftalico: 2 ml de &cido ftalico méas hidroxido de sodio a 5 % en 100 m
de agua.

- Reactivo de Fehling: Solucion a. 35 g CuSO45H20 en 500 ml de agua. Solucion b. 175
g de sal de Rochelle mas5Q g de NaOH en 500 ml‘deragua. Reserva seralamezclade la

solucion ay b.

3.4. Metodologia:

Preparacion de lamuesira

- [Parad extracto y metanélicota que'se' menciona en el-procedi miento fitoquimico.

Gréfica 1. Pipos de extractos|

- El materid vegeta (talles.y hojas). .se secd a-60° C-durante 72 hores en una estufa
(Binder)-tuego fueron pesadas yrpulverizadas, €l polvo fue deado-con agua destilada
por 24 heras para obtener & extracto-acuoso, el-cua fue filtradoyy liofilizado. Y para €l
extracto metandlico se obtuvieron por<maceracion hidroalcohdlica(30 — 70 %) de 5
dias, luego se filtré y se repitio la extraccion dos veces més en esos dias. Los filtrados

reunidos se concentraron en rotavapor y se liofilizaron.

- El proceso de extraccion se reaizo en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas. Cada extracto liofilizado se disolvio en agua destilada a

temperatura ambiente (Garcia et al., 2007).
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BREVE RESUMEN DEL METODO EMPLEADO
Se limpid la planta, para eliminar los difer;:e; microorganismos que cohabitan con ella.
_'i‘i_
se lavaron con abundante agua destilada.
Se secd aunatemperaturade 40° C en la e:; durante 72 horas. Se obtuvo por |o menos

~ (T "y,

se almaceng a - 4°C hastad momento de'su empleg
- . | 1 # i -

Las muestras vegetales son'sometidasa un preceso de maceraci 6n en-friescon metanol.24 horas, 'y otro con agua destilada 5

A B,

Se conservo en seco a - 4°C. Paraluego seguir los

Wl s ) TR Jperecedimientos [ ik

Grafica 2. Método parala extraccion de los extractos.

- Laproporcién fue de 250 g materia secapor. 1 litro de aguardestilada para e extracto
acuoso.. Y _paradiextracto metandlico de lamisma forma 250 g de'materia seca con 700
ml deagua 'y 300 ml de metanol. Para finalmente obtener mediante-tas-filtraciones y
ponerlas en rotavapor para-obtener una materia seca de 5 g por cada extracto segun el

método descrito a continuaci on:

Método de.Screening Fitoquimico segun Espitia (2011):

+Materiavegetal
| secoy. triturado
| (2509

Maceragion agua destilada 1
| L. por 2 dias/ metanol (30 -

W‘ﬁm@pﬁ
Filtrado (1), Maceracion y

filtracion (1)

——

Evaporacion del
‘ solverétc(j-:* a_;c)iresion '}ﬂffggd(?g
reducida
Tamizaje J | Macerado
preliminar =_ttrado (I111) e I
fitoquimico ey

Gréfica 3. Esquema parala obtencion del extracto acuoso y metandlico de las plantas medicinales en estudio
(Espitiaet al,. 2011)
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3.4.1. Preparacion paralas pruebasfitoquimicas:

Identificacion de los metabolitos secundarios (cualitativamente) de las plantas

medicinales en estudio en hojasy tallo segin Medina (1997):

1. Identificacion de alcaloides:

- Reactivo de Dragendorff: En un tuborse:colocd.5 mg del extracto ainvestigar a que se
le agrego 2 ml del reactivo-de,Dragendorff, se‘homogenizd y se procedio a la lectura,
debe formar un-precipitado cafe rojizo.

- Reactivo de Mayer+.En un tubo_se colocd 5/mg del extracto a investigar a que se le
agrego 2 miwdel reactivo de-Mayer, se homogeniz6_y..se-procedié a la lectura, debe
formar un precipitade-amarillo-palido:

- Reaetivo de Wagner; En un tubo se coloco 5 mg del_extracto a investigar.a que sele
agrego.2 ml del reactivo de"Wagner," se"homogenizéy-se procedié a la lectura, debe

formar-un precipitado naranja oscuro.

2. ldentificacién.defenoles:
- Reactivo-con cloruro férrieo: En un tubo se coloco 2 ml de cloruroférricoa 5%y 5
mg del_extracto;a investigar, se-homogenizo y se procedid ala;lectura;“debe formar un

precipitado verde oscuro;

3. ldentificacion.defenolftaleinas:
En un tubo se colocé2 ml del acido ftalico concentrado ehidroxide desodioal 5%y 5mg
del extracto-a investigar, se homogeniz6-y._se procedio a la lectura~debe formar un

precipitado marrén.

4. |dentificacion-de taninos:

- Reactivo de gélatina sal: A una solucién'se agregd 5 mg del“extracto-a investigar a
que se le agregé 2 ml del reactivo de Dragendorff, se homogenizé y se procedio a la
lectura.

- Reactivo con FeCls: Al estrato inicial se agrego una solucion de FeClz a 5 %, luego se

homogenizo y se lee. Debe formar un precipitado verde para ver azlcares reductores.

5. ldentificacion de carbohidratos:
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- Reactivo de Fehling: En un tubo se agregd unas gotas del reactivo de Fehling y 5 mg
del extracto ainvestigar a que sele llevara a bafio Maria por 5 minutos y se procedio a
lalectura, debe formar un precipitado rojo.

3.4.2. Pruebastoxicologicas

Deter minacion de las manifestaciones toxicoldgicasy muerte en ratas de laboratorio, a
través de las concentraciones de dosis fijas Unicas de las plantas en estudio, en funcién
del tiempo.

EXPERIMENTAL SEGUN DIAZ (2010):

£

==

[ Bioterio de la Facultad-de Medicina V eterinariay ]

[ PRUEBAS TOXICOL OGICASFASE ]

ZootecniaUniversidad Nacional del. Altiplano Puno
R
[ Fase adaptativa aproximadamente 7 dias ]

T

€on la aimentacién normal para grupo control 4,06 gr/dia Para grupo
tratado 3,62 gr/dia De la dosis del extracto (5mg) con 0,5 ml de agua par
viaora (Ocacafia, 2009 ) Laiideal es mediante sonda

0

Duracién 3 meses paraladosis
maxima'letal
, | K
Evaluecién de los
resultados

Gréfica4.. Empleo delasdosisalasratas

Al iniciaricon las dosis/ | as ratas estuvieron’que estar sin alimento-durante 12 horas antes de
la administracion, y después de ello esperar-por |0 menos 1.a2 horas parayver sus efectos.
Segun Ocacafa (2009). Las pruebas*toxicetgicas, se aplicd los extractas acuosos y
metandlico-de |as plantas-seleccionadas, para darles en-desis por via oral: Administracion
del tratamiento:-0,05 ml de agua/ 5 mg /"kg'del extracto acuoso (para2+aias) y metandlico
(para 2 ratas).
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CRITERIOS PARA LA GALIFICAGION DE LA DL50, SE TIENE:

Extremadamente toxica DL50 € a 1 matkg
Altamsnte toxico DL5O = a 50 malkg
Modaradamenie toxico DL50 < g - 500 mgikg
Ligeramente taxico bLs0 B a 5000 mglkg
Practicamente no toxico DLSD E a 15000 matkg
Relativamente inocua bLs0 = a 15000 ma/kg

| [Fuente: QECD, 2000)

Tabla 2. Criterios parala evaluacion del grado de toxicidad.

M étodo de evaluacion dela toxicidad:

Se le hace después de |a aplicacion de las dosis fijas de 5 mg/kg, durante 1 o 2 horas.
Observaciones clinicas:

- Estado de vigiia.

- Cambiosen lapid.

- Sihabr&irritacion enlas membranasmucoses.

- Comportamientos extrafios:

- El peso como ipdicador de anemia, etc.

3.4.3."Pruebashematol6gicas

Determinacion de ]a toxicidad ocasionada por la aplicacion -de las dosis fijas Unicas
mediante las pruebas hematologicas (hematoerito;-hemoglobina y leucograma), en

ratas de laborator,o.

Procedimienta:

Se realizaron examenes hematol 6gi cos tomando en‘cuenta lo siguiente:

- Hematoerito.

- Hemoglebina.

- Lectura de lelcograma: conteo “de leucocitos, linfocitos, ‘neutrofiles, monocitos,

eosinofilos y basofilos.

Procedimiento paralatoma de muestra:

Para iniciar la toma de muestra de sangre se inicio con previo ayuno de 12 horas. Y parala
toma de muestra durante |os tres meses se realizo cada 30 dias desde e dia 0, dia 30, dias 60
y dia 90.

Obtencion dela sangredela coladelarata:
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Se redizé los procedimientos recomendados por Carrillo (2011) las cuales se detallan a
continuacion: se sujetd firmemente la cola para su desinfeccion y se incod € extremo de la
misma presionando hasta que se forme una gota para el hematocrito y otra para € frotis. Se
uso la técnica de puncién de los vasos de la cola para evitar la via seno retro orbital que
produce estrés al animal, muchas veces acarrea varios pinchazos hasta obtener |a cantidad
de sangre deseada y en ocasiones produce pérdidas oculares y € consecuente sacrificio del
animal. De igual forma mediante esta técnica se evitd la exposicion a anestésico tanto del
material biologico como su manipul ador.

Para la determinacion del hematocritoy-hemoglobina:

Se recolecto la sangre en-tubos hematocrito,; recepcionando.la cantidad adecuada, luego se
centrifugo en la centrifuga(Haematokrit 24) & 4500 rpm (revol uciones por minuto).

Para el recuento-de.leucoeitos, seiso e diluyente de Turk-0,95'mi~en-un tubo y 0,05 ml de
sangre mezclar bien durante 5 minutos y se puso 2 gotas atacamarade New Beubauer y se
procedera alalectura; seleelos 4 cuadrantes de | os extremas se sumaly semultiplicax 50y

se daél resultado.

Para hacer €l frotisde leucograma:

- Seredizd @ frotis y se dejg secar a aire sobreunarejilla

- Se cubrig-completamente con coloracion Wright-geta.a gota por 5 a-8-minutos para fijar
los glébulas sanguineos.

- Selavo eonaguaa chorro cuidadosamente.

- Secar a-aife y.observar con el microscopio agregando aceite de inmersion.

- Se observaron: linfocitos, células, con nicleo grande; neutréfilos, con 2 a 3 ndcleos,
monocitos, células' grandes con.-ndeleos arrifionados; eosinodfilos,-células rosadas,

agranul adas y. basofil os;-células, col or.purpura con'granul aciones.
4. Tipo deanalisisestadistico usado

- Para las™pruebas fitoquimicas para cada planta se uso cuadros de doble entrada, para
mostrar resultados en forma cualitativa. Donde se dalarelacion de dos variables:
ub+ev)=a +a
- Paralas pruebas de los efectos toxicol6gicos se usd histogramas donde se muestra los
sintomas mas evidentes a causa de | as dosis administradas.

- Un histograma, consiste en un conjunto de rectangul os que tienen:
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a) Susbasesen e ge X horizontal, sus centros en la marca de clase y longitudes iguales a
los tamafios de los interval os de clase.

b) Areas proporcionales alas frecuencias de clase.

M étodo de evaluacién para la toxicidad:
Latoxicidad subcrénica adosis Unicas se evalud € método alternativo de Procedi miento de
Dosis Fijas, internaciona mente validados y aceptado (Bermudez et al., 2007)

Andlisis estadistico'par atas pruebas hematol 6gicas:

Los resultados fueron. procesados usando |as programas:Micrasoft Excel 2007 (Windows
Office) y Minitab-Stetistieal Software english (version. 15,00-paraWindows XP). Todos los
experimentos serealizaron 2 veces por cada extracto.y tos resultados expresados como
valores promedios + desviacion estandar.

Mas la aplicacion de |las-pruebas-estadisticas-de-Andlisis-factorial y para €l contraste la
prueba de DUNNET.
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CAPITULO IV.RESULTADOSY DISCUSION

4.1. ldentificacion de los metabolitos secundarios (cualitativamente) de las plantas en
estudio en hojasy tallos:

Mediante la fitoquimica se muestra los resultados de los metabolitos secundarios en cada
extracto de |as plantas en estudio, se presenta en €l cuadro 1.

Cuadro 1. Donde se muestras tos resultadas obtenidos en'los ensayos de | as plantas en estudio.

FITOQUIMICAS
(— . L B W By ) u n LN = I - L rrr————————
ALCALOGIDES FENQLES FENOLFTALEINA TANINOS CARBOHIDRATOS
S
Extracto E.A. E.M? E.A. E.M. E.A. E:M EA. E.M. E.A. EM.
Reactivo R. R. R. R. R. RW R. R C.H A A RCINa R. R.CINa R. R.F. R.F.
D. M. W D. M 2 CFL, ftalico ftalico 5% FeCl 5% FeCl

“mishico” + + + + ¥ ++ ++ - - - + +

“diente + + + + - + - + + I + + + - +
deledn” = -

“huira + - + + + + T + + - - + + ++ +++
huira” + T

. !

“jincho | | + + 4 + ++ - L - L = + + ++
jincho” - |
“altamisa + + + - + ++ + - + + ++ ++ ++ ++ + +

| + + +
+

+++ =lahundante’ ++ = moderado, + =leve - = ne-detectado
E.A= extracto acuso. EIM. = extracto metandlico. R.D. = reactivo de Dragendorff. R.M. = reactivo de Mayer. R.\W.'= reactivo de

Wagner. R:C:F:= reactivo Cloruro férrico. A: FTALICO = Acido ftdlico. *R.CINa.5% = reactivo.-Clorure desodio al 5%. R. FeCl. =
reactivo Cloruro férrico. R.|F. = reactivo de Fheling

En el cuadro 1, la determinacion de las pruebas fitoquimicas, evidencio |a presencia de los
metabolitos ‘en las-plantas en estudio, donde los alcaloides estan. presentes en todas las
plantas; pere.con menor proporcion en“jincho jincho”. -os fenales estan. presente en todas
las plantas excepto.en “mishico™del extracto-acuoso: Las fenolftaleinas presentes en todas
las plantas pera no en “jincho jincho™. “estaninos presente en “diente de ledn?, “altamisa”,
pero en menor proporcion esta en~“jincho_jincho”, “huira huird” y “mishico’. Y los
carbohidratos presente en-todas las plantas excepto en “dientede le6n” ique esta en menor

proporcion.

Los alcaloides demuestran su presencia en “altamisa” como también en el “diente de ledn”,
los carbohidratos estan presentes en “diente de ledn”, para los taninos también se demostro
que estan presentes en “mishico”, como lo afirma Guerrero et al. (2006), lo cual coinciden

con los metabolitos secundarios detectado en este trabajo experimenta para dichas especies.
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La presencia de acaloides tienen efectos toxicos, por ser asi 10 usan como repelentes para
distintos ectoparésitos como los acaros (Pereida et al., 2009) y también como microbicida
(Mora et al., 2012). Estos acaloides se concentran en determinadas partes de la planta 'y
forman parte de su mecanismo de defensa ya que por su sabor amargo y su accién toxica

sobre el organismo evitan la accion depredadora de |os herbivoros (Arteta, 2008)

Sin embargo Rodon et al. (2010), apoya a que los metabolitos secundarios entre ellos los
alcaloides, azlcares reductores, taninos+y-etros, fundamenta su empleo para diversas
afecciones. Como ya se menciona con |os resultados deda sintomatol ogia que muestran las
ratas en el experimento:V ersion que confirma Macias (2009) en‘sentido que la toxicidad de

las plantas es causada por._los metabolitos secundarios.

4.2. Determinacion_de—las manifestaciones /toxicoldgicas “y-"muerte en ratas de
laboratorio, a través de tas concentraciones de dosis fijas Unicas de las plantas en

estudio, en funcion del tiempo:

La administracion de una dosis fija Unica de 5 mg/kg de masa corporal,.-no-provoco la
muerte de 105 animales, solo enigrupo de “altamisa”, que se tuvo qué sacrificar por el
prolapso._uterind que sufrié. Manifestaron sintomas de somnolencia, irritacion de las
membranas mucosas, edemas y otros.

Cuadr@.2. Trastornos fisiol6gicos ohservados mas frecuentes en las ratas luego'de administrarle el extracto
acuoso y-metandlico de | as plantas-medicinal es.

Efectos “mishico” “diente'de leon” “huira huira” “jincho jincho” “altamisa”
Abreviatura === . S _al BN __ ;W R = .
colaterales EA. EM. EA. E.M. EA. EM, =EA. EM. | EA. EM.
Vigilia VIG 1 0 = - . = i - R -
Somnolencia SOM 24 1 1 il 4 4 1 6 - -
Irritacion
INA 4 - - Y - - - - -
nasal X 1
L agafias LAG 2 1 2 i 1 1 2 2 0 4
Edema bucal EDE 1 0 - - - o - r R -
Irritacion 1oC ) i 1 0 8 3 by I ) i
ocular
Erlzamlgnto ERIZ ) i i i 1 0 ] ] ) 1
delapiel
Absces HACER - - - - - - 1 0 - -
cervical
Prolapso
. PROL - - - - - - - - 1 0
cervical
Orquitis ORQ = = - - - - = = 0 4

E.A. = Extracto Acuoso. E.M. = Extracto Metandlico.
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Figura 1. Frecuencia de observacion de trastornos fisiol 6gicos observados en | as ratas |uego de administrarles
los extractos acuesos y alcohdlicos.delas.plantas.medicinales.-Lossignificados de las abreviaturas de los
trastornos se encuentran en el cuadro 2.

En lafigural se daton més frecuencia en lasratas son: la somnelencia ocasionada por €l
“mishico”-y-mas en e extracto acuoso también, se muestra la irritacion-ocular del ojo
ocasionado por el “huira huira” del.extracto acuoso; las lagafias ocasionados por casi todas
las plantas;~€l edema bucal oeasionado por “jincho jincho’, e erizamiento de la piel
ocasionada por ‘‘huira huira” y “atamisa’, la irritacion oculariproducido por ‘diente de
le6n”; en cuanto ates problemas del-aparato reproductor-femenino gue son ocasionado por
“altamisa” en ratas donde hay-prolapse.cervical “y-orquitis; como también lo corrobora
Umaria (2003) gue algunas plantas si“hacen-estimulaciones uterinas sefveras, evidencias que

son sintomas ¢lini cos encontrados durante el expertmento.

La “altamisa’,.usada como planta-abortiva 'y ‘come-biocida versién que confirma Arteta
(2008), durante la fase de experimentacion”se mostré que una de las ratas tuvo prolapso
cervical, son evidencia de abortos, como también se menciona a “mishico” con propiedades

abortivas pero no se mostro este resultado con esta planta durante e experimento.

Bonilla & Pareja (2001), mencionan que mediante ensayos de solubilidad se observo que los
metabolitos secundarios, tienen actividad inmunoestimulante, esto sobre todo en € extracto
etanolico, lo demuestra sus estudios. En nuestro estudio seria € caso del extracto acuoso,

donde se muestra méas sintomatol ogia que en e extracto metandlico.
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La actividad inmunoestimul ante va de la mano con e sistema inmune debe de considerarse
como Organo sensoria encargado de la captacion de estimulo no cognoscitivo, € sistema
inmune convierte dicho estimulo en informacion quimica, en forma de hormonas peptidicas,
neurotransmisores y citoquinas que se dirigen a sistema neuroendocrino provocando

cambios fisiol6gicos y psicol 6gicos ocasionado por |os metabolitos (Lopez, 2000).

Mencionado a los metabolitos, los .aealoides .estos producen agitacion, cianosis,
contracciones musculares por;a iplanta “Clarin”;/fgs taninos producen deshidratacion
ocasionado por laplanta “Adelfa”, 'sustancias, ‘reductoras—ocasionando somnolencia
producida por la planta-“Curbana’; segiin los estudios de.Macias (2009) y por la planta
Justicia pectoralis por.Bermudez-et-al. (2007); se-tiene. mucha-refacion con los resultado
encontrados en los-sintomas. de las ratas demostrando ' que. algunas de estas plantas s

producen-estos sintomas.

Larraine & Dreisbach (2003)-en-sus-estudios;-nos-indican-ta-presencia de estos sintomas, la
irritacion de las membranas mucosas, causado por € lirio de agua, y lalirritacion nasal

causadapor @ yutex:‘Estos son evidencia de sintomas toxicos.
Sintomasencontradosdurante el experimento.y las plantas causantes:

Lavigilia, causada por «mishico»,

Somnolencia, causada por «mishico.

Irritacion nasal, causada por-«mishico»:

L egafia, causada por todas!asplantas.

Edema zona del cuello, causada por‘«jinchosnchos.

Orzuelq, irritacion del ojo, causadapor «huirahuiras.
Erizamiento.dela piet-o.piloer ecciGny-causadapor «altamisay,
Prolapso'genital ;. causada por «altamisa,

Orquitis, causada por «altamisa.

Peso, esta nocion menciona a la cantidad de masa que alberga €l cuerpo de una persona. A
partir de esta cifra, es posible estimar ciertas caracteristicas acerca de las condiciones de

salud de un individuo, aunque €l peso corpora no es un dato concluyente.
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Cuadro 3. Deter minacion del peso corporal durante los 90 dias de experimentacion: Para evidenciar si €
organismo de las ratas sufrieron alguin tipo de anemia o anomalia:

Tiempo de Acuoso
tratamiento | control (g) | “misico * (g) | “dientedeledn * (g) | “huirahuira® (g) | “jincho jincho * (g) | “altamisa‘ (g)
Inicio 117,55 187,25 166,05 151,95 166,80 155,35
30 dias 142,35 214,40 166,40 168,15 165,20 146,65
60 dias 150,50 241,50 190,20 200,40 148,80 116,50
90 dias 193,50 228,85 215,65 223,65 156,90 166,50
Promedio 150,97 218,00 184,57 186,03 159,42 146,25
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Figura 2:"Peso corporal-de | as ratasaplicando-el-extracto-acuaso.

En lafigura.2, el peso corporal en las ratas.administrado el consumo del_extracto acuoso de
las plantas en estudio comparando-con el grupo control. hubeincremento de peso en |as ratas
tratadas ' con_“mishico” (Bidens andicola), seguido por “huira huira” (Psedogmaphalium
spicatum), ““diente de Tedn”(Taraxacum - officinalis),” “jinche = jincho” (Hieracium

neoherrerae)y-unadeficiencia en ratas tratadas con “altamisa” (Ambrosia-arborescens).

Cuadro 4. Determinacion del peso corporal durante los 90 dias de experimentacién:

Tiempo de Alcohdlico
tratamiento | Control (g) | “mishico” (g) | “dientedeledn” (g) | “huirahuira’ (g) | “jincho jincho” () | “altamisa” (g)
Inicio 129,30 111,65 157,60 178,90 135,45 185,90
30 dias 139,75 154,00 177,05 147,75 152,65 212,65
60 dias 148,95 203,20 212,45 201,25 163,70 241,10
90 dias 171,00 230,95 241,10 225,10 188,50 267,50
Promedio 147,25 174,95 197,05 188,25 160,07 226,78
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Figura 3."Peso corporal delas ratas aplicando el extracto metandlico.

En lafigura;3, en el extracto metandlico comparando con e grupo control hubo incremento
del peso en las ratas tratados con*‘altamisa’! (Ambrosia arborescens), seguida por “diente de
le6n” (Taraxacum: officinales), “mishice” " (Bidens andicola),”  “huira huira”
(Pseudognaphal ium 'spicatum), y deficiencia en el peso con las ratas tratadas con “jincho

jincho” (Hieraciumneoherrer a€).

4.3. Determinacion.de la toxicidad ocasionada por la aplicacion-de lasdaosis fijas Unicas
mediante |as pruebas hematologicas. (hematoerito,~hemoglobina vy “leucograma), en
ratas de laboratorio.

Para |los examenes hematol 6gicos.se-tuvieron-que-obtener sangre par cada 30 dias, para la

eval uacion,y observacion en lalaminaporta objeto.

Cuadro 5. Andlisis factorial paraladeterminacidn de los val ores de hematocrito (%) segin cada planta
medicinal y tipo de extracto administrado viaoral por 90 dias aratas Wistar, Puno 2013.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razdn-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Plantas 371,9 4 92,975 3,38 0,0155
B: Extractos 284,033 2 142,017 5,17 0,0089
RESIDUOS 1457,05 53 27,4915
TOTAL (CORREGIDO) 2112,98 59
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En € cuadro 5, € andlisis de varianza indica que para € factor en estudio plantas
medicinales, se encontré diferencia estadistica significativa (P < 0,05) para los valores de
hematocrito, lo que determina que la administracion de las plantas medicinales a ratas
Wistar, presentan un efecto diferente en los valores de hematocrito. Para e tipo de extracto
(acuoso y metandlico) se encontré diferencia estadistica (P < 0,05), lo que determina que los
valores de hematocrito no presentan variaciones atribuibles a efecto del tipo de extracto
administrado alasratas.

] Exfracto
0 0o
ol
Aruosn
- Akoholc
{
0 00
X '
. LS -
-, . N et " e =]
s L] * '
A - 1 | ]
s | . '
e
Ll 1
=]
% |
&
& 000
L L]
L]
a
W
1]
'E 0 OG-
H
b
T Pl
18,501
T ¥ T T 1
HRiEn Lt de legn  Fira buirg Mchi fnchu Afapims

Plantas administradas a las ratas

Figura 4. Valores deHematocrito (%).segun planta medicinal-y:tipo de extracto administrado via oral por 90
dias aratas Wistar, Puno 2013.

En lafigura 4, Se muestra en comparacion.del grupe control, las ratas tratadas con “mishico”
(Bidens andicola) y “huira-huira’+(Pseudognaphalium.spicatum ) el hematacrito se halla por
encima de |os valores del grupo control;, por‘lo que se estaria expresando aumento del
hematocrito., Mieniras que—“diente ‘de ledn™ (Taraxacum officinalis) se encuentra
legeramente~bajo, y tanto como “jincho%jincho” (Hieracium neoherrerae) y “altamisa”
(Ambrosia arboresens) se encuentran por debajo de los valores del grupo control indicando
una deficiencia del hematocrito causado por agun tipo de anomaia mencionado

anteriormente; asi como prolapso cervica y laorquitis.

En cuanto alos tipos de extractos se muestra que en € extracto acuoso hay deficiencia del

hematocrito en comparacion del grupo control.
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Cuadr o 6. Prueba de Dunnett para valores de Hematocrito (%) seguin planta medicinal y tipo de extracto
administrado viaoral por 90 dias aratas Wistar, Puno 2013

Compar aciones Diferenciaentre Significancia
promedios a =0,05
“mishico” — Control 2,750 N.S
“huira huira” — Control 1,000 N.S
“diente de ledn” — Control -1,750 N.S
“jincho jincho” — Control -3,750 N.S
“altamisa” — Control -7,583 *

* Diferencia significativa

En € cuadro 6, la“prueba-de Dunnett ‘compard las plantas medicinales con e control,
respecto a los vaores.de hematocrito,-se enconird diferencia estadistica significativa (P <
0.05) para el contraste de-a-“faltamisa’ y €l control, 1o que sefidlaque la administracion oral
de extracto de esta plantaimedicinal, disminuye |os valores deihematoerito.

Cuadro 7./Andlisis factorial' para la-determinacién de los valores de'hemogl obina (mg/dl) segdn planta
medicind y tipo deextracto administrado viaoral"por 90 diasaratas Wistar, Puno 2013.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Plantas 40,5667 4 10,1417 3,48 0,0135
B Extractos 34,3 2 17,15 5,88 0,0049
RESIDUQS 154,533 53 2,91572
TOTAL (CORREGIDO) 229,4 59

En el cuadro 7, el andlisis de varianza indica que para el factor en estudio de las plantas
medicinales, se encontré-diferencia-estadistica-significativa(P <-0,05) para |os valores de
hemoglobina, lo que determina que la.administracion-de-las plantas medicinales a ratas
Wistar, presentan un-efecto diferente’en |os valores de hematocrito. Para €l tipo de extracto
(acuoso' y metandlico) se encontro-diferencia-significativa estadistica (P < 0,05), lo que
determina que los valores de hemoglobinano. presentan variaciones atribuibles al efecto del

tipo de extractos administrado alas ratas.
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Figura 5. Valores de Hemoglobina (g/dl) segun planta medicinal y-tipo de extracto administrado via oral por
90 dias.aratas Wistar, Pune,2013

En lafigura 5, se muestra.en.comparacion.del-grupo-control,-las ratas tratadas con “mishico”
y “huira huira” 1a hemogl obina esté ligeramente por encima de los valares ddl grupo control;
se estaria expresando aumento,/de la hemoglobina. Mientras que ‘/diente de ledn” esta
ligeramente _por. debajo de los,valores del grupo control, en cuanto_“jincho jincho” y
“altamisa™esta por muy debajo'de los valores del grupo control (ndicando-un-deficiencia de
la hemoglobina causado por—agun=tipo de anomalia mencionado anteriormente en los

sintomas encontrados-como prolapso cervica y laorquitis.

En cuanto alos tipes-de extractos administradas a las ratas, se muestra que en e extracto

acuoso hay més deficiencia para la lectura de la hemoglobina, mientras en el extracto
metandlica esta de acorde can el grupo contral .

Cuadro 8. Rruebade Dunnett para val ores de Hemoglobina (mg/dl) segiin planta medicinal'y tipo de extracto
administradovia.oral por 90 dfas a ratasWistar, Puno 2013

) ) : ) Significancia
Compar aciones Diferencia entre promedios a =0,05
“mishico” — Control 1.1500 N.S
“huira huira” — Control 0.3500 N.S
“diente de leén” — Control -1.0750 N.S
“jincho jincho” — Control -1.1750 N.S
“altamisa” — Control -2.4917 *

* Diferenciasignificativa

En e cuadro 8, la prueba de Dunnett compard las plantas medicinales con € control,

respecto a los valores de hemoglobina, se encontré diferencia estadistica significativa (P <
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0.05) para el contraste de la “altamisa” (Ambrosia arborescen) y e control, 1o que sefida
gue la administracion ora de extracto de esta planta medicinal, disminuye los valores de
hemoglobina.

Cuadro 9. Andlisis factorial paraleucocitos (10° células/ul) segiin planta medicinal y tipo de extracto
administrado viaoral por 90 dias aratas Wistar, Puno 2013.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razéon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Plantas 6,92772E6 4 1,73193E6 1,20 0,3225
B: Extractos 8,60406E6 2 4,30203E6 2,98 0,0596
RESIDUOS 7,66151E7 53 1,44557E6
TOTAL (CORREGIDO) 9,21469E7 59

En e cuadro 9, e "andisis-de varianza indica que para-el’ factor en estudio de plantas
medicinales, no seencontro-diferenciaestadistica-significativa (P-<.0,05) paralos valores de
leucocitos, |o que determina-que |a administracion de [as plantas medicinal es a ratas Wistar,
presentan un ef ecto diferente en los val ores de leucocitos. Para €l tipo de extractos (acuoso y
metanolico) se encontro diferencia significativa (P > 0,05), [o que determinaque los valores

de leucocitos no presentanvarraciones atribuibles al-efecto-deltipo de extracto administrado

alasratas.
=1 Fa | Ll
; Esliafton
| 1 e
3 i e oy
1
§
1
E- 'u:n'.u.r.c-: |
|
E 1
] '
= ' 3
b Sooggos
S "
s { ¥ .l . . * #
- i T
o || 8000 o & !
2] 1 i "
- 1
= 1
Y i ¥ ' i
- L]
]
8 shoo oo
F ]
'H;lwﬂ"'i ]
T — f e |
Diesrie de bsdr P n airs St Enacha A bamian

Plantas medicinales administradas a las ratas

Figura 6. Valores de Leucocitos (No/mm?®) segiin planta medicinal y tipo de extracto administrado via oral por
90 dias aratas Wistar, Puno 2013

En la figura 6, se muestra e recuento de leucocitos indica que s hay aumento bga la

probabilidad de que € organismo este sufriendo algin tipo de infeccion mientras la

deficiencia es leucopenia causada por algun tipo de respuesta inmunolégica e inflamacion.

En el cuadro se muestra que las ratas tratadas con, “diente de ledn” (Taraxacum officinalis)
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y “huira huira” (Pseudogmaphalium spicatum) se encuentra conforme a grupo control,
mientras las ratas en los grupos tratados con “mishico” (Bidens andicola), “jincho jincho”
(Hieracium neoherrerae) y “altamisa” (Ambrosia arborescens) hay deficiencia de leucocitos
indicando una leucopenia debido a los sintomas toxicos se encontré una respuesta
inflamatoria. En comparaciéon a tipo de extracto se mostro que e extracto metandlico
mostro un ligero aumento que el extracto acuoso donde hay una deficiencia.

Cuadro 10. Vaores de leucograma (%) segiin cada:planta medicinal y tipo de extracto administrado via oral
por-90 dias aratas Wistar, Puno2013.

Planta Control “mishico” “diente-de-leén” “huira huira” “jincho jincho” “altamisa”
Extr AC ME AC ME AC ME AC ME AC ME AC ME
LIN 49,5:0,71 | 52,5#0,71 ‘| 524148 | 54.5+0,7%; | 49,5¢0,711| 48£0,00 55+8041 | 57,5¢2,127| 49#141 48+0,00 54+0,00 56,5+2,12
SEG 47+1,41 | 415+354 | 4d#i41 30+1,41 [ 435+0,71 1] 45#7,07 400,00 36+2,83 45+1,41 | 465354 | 39:0,00 39,5+0,71

ABA 0,5+0,71 00,00 0+0,00 11,44 1,5+0,71 1+1,41 00,00 0,5+0,71 1,5+0,71 0,5+0,71 1+0,00 1+1,41
MON 0,5+0,71 341,41 1+0,00 3x141 0,5£0,71 242,83 3+1,41 3,5+0,74° 1£0,00 1,5£0,71 1+0,00 1+1,41
EOS 2+0,00 2+0,00 240,00 1+1,41 440,00 2,5#2,12 15+£0,71 250,71 314,24 3,5+3,54 1+0,00 11,41
BAS 0,5+0,71 141,41 10,00 1,5+0,71 140,00 1,5+0,71 0,5£0,71 0+0,00 0,5+0,71 0£0,00 1+0,00 1+0,00

Extr: extractoLIN: linfocitos. SEG: segmentados. ABA: abastonados. MON: monocitos. EOS: eosindfilos. BAS:
basofilos; AC: extracto acuoso. ME: extracto metanolico

Cuadro 11. Andlisis factoria-para-valores-deleucocitos diferenciales(%);segun planta medicinal.y tipo de
extracto administrado via oral por 90 dias aratas Wistar, Puno 2013:

FUENTE DE VARIACION | G.L. Linfocitos Segmentados-'| Abastonados | Monacitos || Easindfilos | Bastfilos
PLANTAS MEDICINALES 5 0,01272921** | 0,01590191* 0,02121955 | 0,05846112 | 0,04691234 | 0,02579123

TIPO.DEEXTRACTO 1 0,00247327 0,01133671 0,00178421 | 0,17224671 |/0,00372859 |10,00042206
ERROR|EXPERIMENTAL 16 0,00068663 0,00392278 0,02020814 | 0,02946532 || | 0,050347 | 0,01026571

*Diferenciasignificaiiva
En & cuadro-11, les andlisis de varianza indica que para € factor en estudio de plantas

medicinal es,“se encantrq diferencia estadistica significativa para linfocitos 'y segmentados (P

< 0,05), para€l estudio de leucocitos diferenciales ho se encontro diferencia estadistica.

Cuadro 12 Prueba de Dunnett para valores delinfacitos y.segmentados (%) seguin plantamedicinal y tipo de
extracto administrado viaeral=por-90 dias aratas Wistar, Puno 2013,

Linfocitos L eucocitos
Compar aciones Diferencia entre | »Significancia | DiferenCiaentre Significancia
promedios o= 0,05 promedios a=0,05
“mishicoe’ — control 0,03947 N.S - 0,05676 N.S
“huira huira” — control 0,08959 * - 0,13501 *
“diente de ledn” — control - 0,04073 N.S - 0,00028 N.S
“jincho jincho” — control - 0,04540 N.S 0,03158 N.S
“altamisa” — control 0,08005 * - 0,10285 N.S

En e cuadro 12, la prueba de Dunnett para linfocitos, indica la existencia de diferencia
estadistica significativa (P < 0,005), para las plantas medicinales “huira huira” y “altamisa”,
laadministracion oral por 90 dias de extracto de estas plantas provoca €l incremento de estos
leucocitos en ratas Wistar.
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Para segmentados, la prueba de Dunnett indica la existencia de diferencia estadistica
significativa para “huira huira” (P < 0,05), los valores de segmentados disminuyen con la

administracion oral de dicha planta (figura 7).
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Figura 7. Valores de Linfocitos (%) segun planta medicinal administrada viaoral por 90 dias'aratas Wistar.

En la figura-Z,/se muestra el conteo de linfocito, donde hay. un aumento_de linfocitos en las
ratas tratadas con “mishico”, “huira‘huira” y ain mas en “altamisa”, evidencia gque es por €
proceso de infeccién-que se estuvo iniciando en su organismo. Parallas ratas tratadas con
“diente de ledn” y “jincho jincha  hay Una_deficiencia, -indicando que podrian estar

recuperandose de una.infeccion.

Cuadro 13. Andlisisfactorial pararecuento deneutr6filos analizando segiin el tipo de plantay tipo de extracto.

Fuente Suma de.Cuadrades | .Gl | Cuadrado Medios| Razén-E' | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Plantas 156,333 4 39,0833 1,36 0,2605
B: Extractos 35,2333 2 17,6167 0,61 0,5457
RESIDUOS 1523,77 53 28,7503
TOTAL (CORREGIDO) 1715,33 59

En e cuadro 13, €l andlisis de varianza indica que para € factor en estudio de las plantas
medicinales, no se encontré diferencias significativas (P > 0,05) para los valores de
neutréfilos, 1o que determina que la administracion de las plantas medicinales a ratas
Wistar, presenta un efecto diferente en los valores de neutrofilos. Para el tipo de extracto

(acuoso y metandlico) no se encontro diferencia estadistica (P > 0,05), o que determina que
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los valores de neutréfilos no presentan variaciones atribuibles al efecto del tipo de extracto
administrado alasratas.

Extracios
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Figura 8. Valores de Neutréfilos % segln plantamedicinal y tipo de extracto administrado.via oral por 90
dias aratas Wistar, Puno 2013

En la figura 8 muesira el recuento de neutréfilos indica que si-hay aumento es porque el
organismo-se-esta recuperandorde una enfermedad o agun tipe de dafo-casado. En €
cuadro se.muestra/que las ratas tratadas con “mishico” (Bidens andicola), “diente de leon”
(Taraxacum-officinalis), “huiras huira™ (Pseudognaphalium spicatum) y fjincho jincho”
(Hieracium neoherreare) los neutrofilos se encuentra conforme a@s=grupo control, mientras
que el grupo. tratado-con “altamisa™(Ambrosia arborescens) hay. una deficiencia de los
neutrofilos indicanda una infeccion, debido a fos sintomas-encontrados durante el
experimento.. En:. comparacion al. tipo-de-extracto se mostré que € extracto metandlico

mostro un ligero atimento, mientras enel.extracteacuoso hay una deficiencia

Cuadro 14, Andlisis factorid pararel-recuento de monocitossegun el tipo de'planta y-tipo de extracto.

Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio|Razdn-F|Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Plantas 1,56667 4 0,391667 0,49 | 0,7415
B: Extractos 5,23333 2 2,61667 3,29 | 0,0451
RESIDUOS 42,1833 53 0,795912
TOTAL (CORREGIDO) 48,9833 59

En e cuadro 14, € andlisis de varianza indica que para € factor en estudio de plantas
medicinales, no se encontré diferencia estadistica significativa (P < 0,05), para los valores

de monocitos, o que determina que la administracion de las plantas medicinales a ratas
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Wistar, presenta un efecto diferente en los valores de monocitos. Para €l tipo de extracto
(acuoso y metandlico) se encontré diferencia estadistica significativa (P < 0,05), 1o que
determina que los valores de monocitos no presentan variaciones atribuibles a efecto del

tipo de extracto administrado alasratas.
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Figura9. Vdores de Monocitos % segin planta medicinal y-tipo de extracto administrado via oral por 90 dias aratas
Wistar, Puno 2013

En la figura-9: Para_e recuento de monocito nos indica-gue si hay aumento-es porque hay
una infeccion bacteriana, son como los fagocitos del organisme: que nos defiende que
cual quier mieroorganismo extrano que nos invada, encontramos que en el grupo tratado con
“huira huira”- “altamisa” y “mishico” hay presencia con un-figero-aumento de estos
monocitos, Y 10s grupos tratados con ‘‘diente de ledn” y “jinchag jiacho” estan coinciden con

los val ores del.grupo control.

Cuadro 15: Andlisis factorial para recuente.de eosindfitos segin el tipo de planta y el'tipo de extracto.

Fuente Suma dé Cuadrades |, Gl | Cuadrado Medio| Razon-F, | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Plantas 0,147779 4 0,0369447 0,48 0,7478
B: Extractos 0,442555 2 0,221278 2,90 0,0641
RESIDUOS 4,05062 53 0,0764267
TOTAL (CORREGIDO) 4,64095 59

En e cuadro 15, € andlisis de varianza indica que para € factor en estudio de plantas
medicinales, no se encontré diferencia estadistica significativa (P < 0,05), para los valores
de eosindfilos, o que determina que la administracion de las plantas medicinales a ratas
Wistar, presenta un efecto diferente en los valores de eosindfilos. Para el tipo de extracto

(acuoso y metandlico) se encontro diferencia significativa (P < 0,05), 1o que determina que
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los valores de eosinofilos no presentan variaciones atribuibles al efecto del tipo de extracto

administrado alas ratas.

Extracios
& 00

Cantyol
1 scucas

B iryolis

4 oy

.
3 o=
. |
% - ] * LI -
i f 1
2 | | l l | A r
. ! .
5 oo I
T " !
> i
& 1
r e
e }
L]
e} '
T P !
. g s R
o Derfg e becn  [FEwhorn e oy || L Bramss

Plantas medicinales.administrodas a |as Tatas

Figura 10: Vaores de Eosindfilos % segin planta medicinal y tipo de extracto administrado via oral por 90 dias aratas
Wistar, Puno 2013.

En [afigura 10} e recuento de eosindfilos nos indica que si hay aumento es/porque hay una
reaccion aérgica, son como los fagocitos del-organismo que nes_defiende que cualquier
microorganismo. extrano que nos invada y que den una respuesta de hipersensibilidad,
encontramos-gue en g grupo tratado con “huira huira”, “altamisa”; “con.diente de ledn” y
“mishico™ solo hay presencia de estos.eosinofilos, y el grupo tratado con“jincho jincho” hay
un ligero aumento. -Fodo debido a los sintomas que se encontraron durante € experimento.
Para los tipos de extractos, |a coineidencia con.el_extracto metandlico €s por la presencia del

acohol, que produce una respuesta alergenica.

Para el | extracto'.acuoso ‘de esta.planta pedria tener, otra<interpretacion, posible de este
resultado es que a gunos de estos metabolitos tienen un efecto selectivo sobre la médula 6sea
para la generacion. y maduracion de eosinofilos sobre-tedo una respuesta del sistema

inmunol 6gico.(Pérez, 2009).

Cuadro 16. Andlisis factorial para el recuento de basofilos segiin €l tipo de planta y tipo de extracto.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Plantas 0,0919164 4 0,0229791 0,31 0,8677
B:Extractos 0,0930864 2 0,0465432 0,63 0,5340
RESIDUOS 3,88522 53 0,0733061
TOTAL (CORREGIDO) 4,07023 59
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En e cuadro 16, €l andlisis de varianza indica que para € factor en estudio de las plantas
medicinales, no se encontré diferencia significativa (P < 0,05) para los valores de basdfilos,
lo que determina que la administracion de las plantas medicinales a ratas Wistar, presentan
un efecto diferente en los valores de basdfilos. Para el tipo de extracto (acuoso y metandlico)
no se encontré diferencia estadistica significativa (P < 0,05), lo que determina que los

valores de basofilos no presentan variaciones atribuibles a efecto del tipo de extracto
administrado alasratas.
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Figura 11. Valores de Basofil 0s'% seguin planta medicinal y-tipo de‘extracto administrado via oral por 90 dias
aratas'Wistar, Puno 2013

En la figura 11, ‘la presencia-de.basofito en.el. organismo no tiene mucha significancia
clinica, solo se presentan cuando hay un. shock anafilactico, pero:otros autores manifiestan
que si |0 hay 'en aumento es porque hay.la posibilidad de que el organismo tenga agan tipo
de cancer. Se evidencio su presencia en |os grupos tratados con “jincho jincho™, “diente de
ledn” y "mishico’, mientras que “huira huira” y “altamisa’ estas coinciden con e grupo
control Todo debido a los sintomas que se encontraron durante e experimento. Para los
tipos de extractos esta de acorde con el grupo control.
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CUADRO 17. Resumen de las pruebas hematol 6gicas segiin Analisisfactorial.

PARAMETROS PLANTAS EXTRACTOS
Hematocrito * *x
Hemoglobina * *x

L eucocitos N.S.

Linfocitos N.S.
Neutréfilos N.S. N.S.
Monocitos N.S. *
Eosindfilos N.S.

Basofilos N.S. N.S.

En e cuadro 17 describimos todes'los parametros hematol 6gi cos analizados y evidenciamos
que para €l factor planta en resumen no' hay muehassignificancia clinica excepto en los
andlisis de hematocrito 'y hemoglohina, mientras que. para el factor extractos si la presenta,
sobre todo en el.andlisis‘de_hematoerito, -hemoglobina, recuento de leucocitos, linfocitos,

monocitos y eosindfilas, lo-que indica que si hubo alteracionen€l proeeso de estos andlisis.

La toxicidad subcronica, evidencio sintomas con-planta “altamisa” (Ambrosia arborescens),
donde también nos indica Cruz (2009) que en la dodificacion debe de/usarse en dosis muy
bajas-‘puesto que puede causar sintomas de envenenamiento y confirma nuestra-hipotesis,
donde también menciona que contiene alcaloides encontrandose principamente en las
plantas femeninas y esto demostrd la diferencia significativa para‘el examen hematol 6gico

para |lasratastratadas con esta planta.

La disminueion dejahemoglobina, eoincide con la disminucion del peso-gue-probablemente
se deba a efectos anorexigenos del extracto, Arango et al. (2005), nos confirma que si hay
deficiencia de la hemoglobina. .coincide.con. los_resultados-dd proyecto. Rojas & Diaz
(2009), indicaron que.no observaron alteracion en su forma leucocitaria, lo que observamos
los mismos resultados en el estudio, observandose en todo momento células maduras acorde
con su desarrollo.. Lo propio-Pérez et al-"(2009) obtuve-en su estudio con Phenax rugosus
con los extractos acugsos y metandlice,, no mastro alteracion endla formarleucocitaria. Al

finalizar € ensayo, se sacrificaron todes los animales por dislocacion cervical.
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CONCLUSIONES

- La determinacion de las pruebas fitoguimicas, evidencio la presencia de los metabolitos
secundarios. Donde los alcaloides con mas presencia “atamisa’, con menos proporcion en
“jincho jincho". En cuanto a los fenoles estan presente en todas las plantas excepto en
“mishico’. De las ftaleinas presentes en todas las plantas pero no en “jincho jincho". Paralos
taninos presente en “diente de ledn’, "atamisa’, pero en menos proporcion “jincho jincho’,
“huira huira” y "mishico”. En los.carbohidratos presente en todas las plantas excepto en

“diente de ledn” que esta en menorproporcion.

- Ladosis usada que ‘dieron-las manifestagiones toxicas ocasionado-por las plantas fue de 5
mg/kg de peso entacua queseebtuve durantela experimentacion.durante 90 dias se dacon
mas frecuencia'la somnolencia ocasionada por & "mishicoy.-mas.en el extracto acuoso,
también se muestra‘la irritacion ocular del-0jo ocasienado por e “huira huira” del extracto
acuoso; las legafias ocasionados por casi todas las plantas, edema zona del cuello en e
“jincho jincho™, erizamiento-de-ta-piel-en-huira-huira~y--altamisa’, la irritacién ocular en
“diente de ledn’; len:cuanto a los problemas de prolapso cervical y orquitis en ratas y tratadas

con “altamisa’.

- El las pruebas hematologicas se mostro que el resultado en cuanto a.hemeatocrito y la
hemoglobina estuvo muy deficiente con la planta tratada de “altamisa’, para-el recuento de
leucocitos resulto deficientes.para el grupo de “atamisa’y. jinchojincho’; para e recuento
de linfocitos_estuvordeficiente para € grupo de [jincho jineho", para_el  recuento de
monocitos estuvo deficiente par € grupo “adtamisa’, para € rectento de'monocitos y para

eosindfilos y basofitos no hubo alteracion.estuvo de acorde coniel grupo control.
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RECOMENDACIONES

- Se recomienda hacer més estudios a las plantas medicinales del Altiplano, tomando en
cuenta su farmacologia, farmacodinamia, farmacognosia, toxicologia y otros campos de

interés.

- Encuanto alas pruebas fitoquimicas realizar |as pruebas cuantitativamente para ser efectivo

|os estudios a futuro.

- Hacer estudios experimental es'con otros animales de laboratorio para tener mas informacion

certeray para posteriores estudiesen humanos.

- Losestudiantes dedaFacultad de Biologia debenrealizar estudios.en-plantas medicinales del
Altiplano con o'através.deanimal s de experimento como ratenes; ratas, cobayosy conejos.

Parafines cientificos.
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ANEXOS
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MUESTRAS COLECTADAS

Fotografia 2. “altamisa” Ambrosia arborescens Miller.
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Fotografia 4. “diente de ledn” Taraxacum officinale Wiggers.
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Fotogr afia 5:jincho jincho” Hieraciummeoherrerae Zahn.
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PREPARACION DE LOSEXTRACTOS
‘1

Fotografia 6,7 y 8. Preparacion.de |os extractos acuoso,y. metanolico. Se pesa 5 mg paralas pruebas

fitoquimicas y las dosis empleadas.

Fotografia 9, 10y 11. Con las coloracion se determinasi presenta 0 no los metabalitos. Parte central

alcaloides y la derecha carbohidratos.

PARALASPRUEBAS TOXICOLOGICAS, EN-EL. BIOTERIO DE LA
FACULTAD MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA.

Fotografia 12, 13y 14. Enlaizquierda, lasjaulas, en el centro las dosis empleadas y la derechas la

administracion viaoral.
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PRUEBAS TOXICOLOGICAS

Fotografia 15 y-.16. Observacion de todos los'sintomas que puedan presentar y penséndolos cada 30

dias.

Fotografia 19 y 20. Se produce un edema ocasionado por “jincho jincho”

66

Repositario institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO e . Universidad

Nacional del
Altiplano

Fotografia 21y 22. En laizquierda se muestra la irritacion ocular ocasionada por “huira huira” y en la

derecha orquitis ocasionadapor “altamisa”.

Fotografia 23. Colecta de muestras-sanguineas'obtencion de la cola
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Cuadro 18. Se muestra €l resultado de todos los pardmetros hematol 6gicos aplicando

en programa SPSS 15.0 de Microsoft.
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Control Extracto acuoso Extracto metandlico
Planta Pardmetro - Dia Dia Dia - Dia Dia Dia - Dia Dia Dia
Inicio 20 60 20 Inicio 20 60 20 Inicio 20 60 20
Hematocrito (%) 56 54 54 54 51 56 56 56 59 58 57 58
Hemoglobina (g/dl) 19 18 18 18 17 19 19 19 20 19 19 19
Leucocitos (No./mm®) 7078 7082 8241 6266 5672 5085 6752 5841 7226 6292 7165 6370
“mishico” Li nfoci_tos (%) 59 52 59 51 57 50 58 52 53 55 58 55
Neutréfilos (%) 36 45 36 45 38 45 40 44 41 42 37 40
Monocitos (%) 3 1 2 2 3 1 1 1 4 3 4 3
Eosindfilos (%) 2 2 3 2 3 4 2 2 2 0 1 1
Basofilos (%) 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 2
Hematocrito (%) 56 54 54 54 50 56 55 51 59 56 55 51
Hemoglobina (g/dl) 19 18 18 18 17 19 18 17 20 19 18 17
L eucocitos (No./mm®) 7078 7082 8241 6266 5100 9091 7947 7482 8127 7446 7233 5525
“diente de Linfocitos (%) 59 52 59 51 56 62 57 50 62 61 56 48
leén” Neutrdfilos (%) 36 45 36 45 42 33 37 45 34 37 39 46
Monocitos (%) 3 1 2 2 1 2 3 1 2 1 3 2
Eosinéfilas(%0) 2 2 3 2 2 3 3 4 2 2 2 3
Basofilos (%) 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 2
Hematocrito (%) 56 54 54 54 54 55 55 54 56 59 54 57
Hemoglobina (g/d) 19 18 18 18 18 18 18 18 19 20 18 19
L eucocitos (No./mm®) 7078 7082 8241 6266 7889 7871 6331 6254 7386 7155 5762 9047
“huira Linfocitos (%) 59 52 59 51 59 55 51 55 55 58 53 58
huira” Neutrofilos (%) 36 45 36 45 38 12 43 40 40 40 43 37
Monocitos (%) 3 L 2 2 2 2 3 3 2 2 2 4
Eosindfilos (%) 2 2 3 2 1 2 3 2 2 1 2 3
Basofilas (%) 1 0 1 1 1 0 17 1 1 0 1 0
Hematogrito (%) 56 54 54 54 52 52 54 51 56 53 58 50
Hemoglebina (g/dl) 19 18 18 18 17 17 18 17 19 18 19 17
Leucocitos (No./mm?) 7078 7082 8241 6266 8943 6954 4691 5124 9421 7783 7560 4917
“jincho Linfocitos (%) 59 52 59 51 61 52 56 49 60. 58 55 48
jincho” Neutrdofilos (%) 36 45 36 45 34 47 41 47 35 41 38 47
Monocitos (%) 3 1 2 2 3 1 2 1 3 1 4 2
Eosindfilos (%) 2 2 3 2 2 2 2 3 3 1 3 4
Basofilos (%) 1 0 1 1 2 0 0 1 1 0 1 0
Hematocrito (%) 56 54 54 54 55 48 26 23 55 59 54 47
Hemoglobina (g/d!) 19 18 18 18 18 16 9 8 18 20 18 16
L eucocitos (No./mm®) 7078 7082 8241 6266 6126 6876 3326 3453 8072 7557 5965 6374
waltamisa” Linfocitos (%) 59 52 59 51 55 62 26 27 60 53 55 57
Neutrofilos (%) 36 45 36 45 42 34 21 20 36 44 39 41
Monocites (%) 3 1 2 2 2 3 2 2 2 3 4 1
Easindfilos (%) 2 2 3 2 2 1 1 1 2 0 2 1
Basofilos (%) 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
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