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En la ciudad de Ayacucho, a los doce dias del mes de setiembre del afios dos mil
trece en el auditorio del departamento Académico de Ciencias Biol6gicas, siendo las
seis y diez de la tarde, los miembros del jurado calificador, bajo la presidencia del
Mg. José Diez Macavilca e integrado por el Mg. Enrique Aguilar Felices, y el Dr.
Edwin, Enciso roca quien ademas actia como secretario docente encargado, se
reunieron para la sustentacién de la tesis titulada: Evaluacion de la toxicidad aguda
y a dosis repetida del extracto hidroalcohdlico de la Matricaria recutita L.
“manzanilla” en ratas, Ayacucho 2012, presentado por el Bachiller en Farmacia y
Bioquimica Klever Denys, PALOMINO QUISPE, quien pretende obtener el titulo
profesional de Quimico Farmacéutico.

Como primer acto el Sr. presidente del jurado calificador invité al secretario a dar
lectura la Resolucién Decanal que declara expedita la sustentacion de la tesis y dio
instrucciones al sustentante para su exposicién, la que no debe exceder de los
cuarenta y cinco minutos. Culminada la exposicion el Sr. presidente del jurado
calificador solicito la participacion de los miembros del jurado calificador para
realizar las observaciones, aclaraciones o preguntas que crean convenientes para
realizar la calificacion correspondiente. Los miembros del jurado calificador
participaron en el siguiente orden: Mg. Enrique Aguilar Felices, Mg. José M. Diez
Macavilca y finalmente el Dr. Edwin Enciso Roca en calidad de asesor. Culminada la
fase de participacién de los miembros del jurado calificador, el presidente invit6 al
sustentante y al ptblico en general a abandonar el auditorio, para que el jurado
calificador pueda deliberar y realizar la calificacion en privado, obteniéndose lo
siguiente:

Jurado calificador Exposicion Rpta. a preguntas Promedio
Mg. José M. Diez Macavilca 17 17 17
Mg. Enrique Aguilar Felices 17 17 17
Dr. Edwin Enciso Roca 17 17 17
Promedio 17

De la evaluacion realizada el sustentante obtuvo la nota promedio de diecisiete (17)
de la cual dan fe los miembros del jurado calificador estampando su firma al pie del
acta. Culminado el acto de sustentacion siendo las siete con cuarenta minutos.
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RESUMEN

Los estudios de toxicidad de las plantas medicinales son escasos y son
necesarios de ser realizados, sobre todo en aquellas que son ampliamente
utilizadas, tal como Matricaria recutita L.. “manzanilla”. Por eso se desarrolid el
presente trabajo con el objetivo de determinar la toxicidad aguda y a dosis
repetida del extracto hidroalcohdlico en “ratas” Rattus norvegicus, desarrollado
en los Laboratorios de Toxicologia y Farmacologia del Area de Farmacia de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. La muestra de Matricaria
recutita L. “manzanilla” fue recolectada en el distrito de Pacaycasa, provincia de
Huamanga, departamento de Ayacucho. La toxicidad aguda se realizé en dos
grupos de cinco “ratas” Rattus norvegicus cada uno por el método de dosis unica
a 2000 mg/kg de peso a un Grupo y cloruro de sodio 0,9% al Grupo control,
evaluandose el comportamiento y la variacion de peso. La toxicidad a dosis
repetidas en “ratas” Rattus norvegicus distribuidas en tres grupos, al Grupo | se
administré cloruro de sodio 0,9%, a los Grupos Il y [l 500 mg/kg y 1000 mg/kg
del extracto respectivamente, administrados por 28 dias consecutivos y se
evaluaron la mortalidad, variacidon de pesos, parametros hematoldgicos,
transaminasas (GOT y GPT), fosfatasa y la DLs. En la toxicidad aguda,
solamente se presentaron ligeras variaciones en el comportamiento y ei
incremento de peso se mantuvo segun la curva de crecimiento de la especie.
Mientras que en la toxicidad a dosis repetida no se produjo mortalidad, existencia
de sintomas indicativos de toxicidad, diferencias en los examenes hematologicos
en el ensayo de funcion hepatica, los estudios anatomo-patolégicos
macroscépicos no mostraron ninguna alteracion en los érganos estudiados y los
histolégicos no mostraron dafio aparente; y la DLso fue mayor de 2000 mg/kg. En
conclusion el extracto hidroalcohdlico de la Matricaria recutita L. "manzanilla” no
presentoé toxicidad aparente a dosis limite y a dosis repetida de 28 dias.

Palabras clave: Matricaria recutita L., toxicidad aguda, toxicidad a dosis repetida.



I. INTRODUCCION
La existencia de plantas con un elevado potencial terapéutico constituye una
alternativa farmacolégica de marcado interés en el tratamiento de muchas
enfermedades, de ahi la importancia de realizar estudios pre-clinicos con el
propésito de detectar posibles efectos tdéxicos post-administracion.' Los
productos naturales y en particular las plantas medicinales, siguen constituyendo
una fuente importante de nuevas moléculas de gran complejidad y especificidad,
como lo demuestra el hecho de que gran parte del arsenal terapéutico
internacional tiene su origen en ellas.? La validacion cientifica de las plantas
medicinales es una necesidad, no podemos limitar a la sabiduria popular la
seguridad y eficacia de una piahta, pues cada parte de ella tiene numerosas
sustancias con actividad biologica, capaces potencialmente de producir efectos
toxicos.! La introduccion de estas en la terapéutica debe efectuarse sobre una
base cientifica que valide tanto sus acciones farmacolégicas como su toxicidad.
A nivel mundial el empleo de alternativas terapéuticas a base de plantas y de la
medicina tradicional ha ocasionado una creciente atraccion y atencién por
investigadores, empresarios, induétria farmacéutica, laboratorios artesanales y
de la poblacion necesitada, debido a la efectividad observada y reportada asi
como otros factores étnicos culturales y comerciales. Los extractos o los

fitocomplejos estan constituidos por varias moléculas bioactivas, algunas



potencialmente toxicas, donde la concentracion es crucial.2 Ya que a medida que
aumenta la dosis cualquier agente quimico desde niveles minimos a maximos,
no aparecen subitamente efectos indeseables sino que la respuesta, sea
beneficiosas o perjudicial, es gradual y esta relacionada con los cambios de la
dosis de manera progresiva, la poblacion podria detectar aquellos que tengan
frecuencias altas de aparicion pero los que se presentan de manera tardia
podrian pasar inadvertidos hasta para un observador bien entrenado. En 1988,
los editores del New England Journal of Medicine declararon.” Es tiempo de que
la comunidad cientifica detenga el libre andar de la medicina alternativa”. Entre
otros elementos, su planteamiento estaba fundamentado en las pocas
publicaciones cientificas en este campo. A partir de esta opinion los practicantes
e investigadores de este tipo de medicina comenzaron a defenderla realizando
publicaciones de investigaciones clinicas que aun no son suficientes, pues
muchos de los fito-medicamentos que se comercializan adolecen de todos los
estudios pre clinicos establecidos. Con la preocupacion de utifizar de la forma
mas adecuada y contribuir con el conocimiento cientifico y ayudar con el pedido
de la New England Journal of Medicine, se plantea el trabajo de investigacion
titulado: Evaluacion de la toxicidad aguda y a dosis repetida del extracto
hidroalcohdlico de la Matricaria recutita L. “manzanilla” en ratas, Ayacucho 2012.
Para dar respaldo cientifico al uso tradicional de plantas medicinales como en
este caso la manzanilla, que se comercializa ambulatoriamente en mercados de
la ciudad y para saber las consecuencias de su uso popular, planteamos los
siguientes objetivos:

Objetivo general

Determinaria toxicidad aguda y a dosis repeiida del extracto hidroalcohdlico de la

Matricaria recutita L. “manzanilla” en “ratas” Rattus norvegicus.



Objetivos especificos

Evaluar la toxicidad aguda por el método de dosis limite del extracto
hidroalcohdlico de la Matricaria recutita L. “manzanilla® en “ratas” Rattus
norvegicus.

Evaluar la toxicidad a dosis repetida a 28 dias del extracto. hidroalcohélico
de la Matricaria recutita L. “manzanilla” en “ratas” Rattus norvegicus.
Determinar la variacion, de pesos de los diferentes o6rganos nobles,
parametros hematolégicos, perfil bioquimico, histologia hepatica después
de la exposicion al extracto hidroalcoholico de la Matricaria recutita L.

“manzanilla” a dosis repetida en 28 dias en “ratas” Rattus norvegicus.



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

El presente trabajo de investigacion tiene como antecedentes a los trabajos de
busqueda y determinacion de la toxicidad aguda y sub-aguda de vegetales
como en [a evaluacion toxicolégica aguda y sub-aguda del extracto acuoso de
las semillas de Persea americana (lauraceae) en “ratas” Rattus norvegicus,® otro
claro ejemplo de trabajo de este tipo de investigacion es la de toxicidad oral a 60
dias del aceite de “sacha inchi® (Plukenetia volubilis L.) y “linaza” (Linum
usitatissimum L.) y determinacion de la dosis letal 50 en roedores,* que son
trabajos que buscan determinar la toxicidad producida por los recursos vegetales
mal utilizados y que se usan ftradicionalmente, ya que en el mundo,
especialmenté en paises en desarrollo como el nuestro la medicina a bases de
hierbas estd desempefando un rol muy importante ya que es barato y
localmente accesible. Hay una creencia general entre los consumidores a nive!
mundial que los medicamentos a base de hierbas naturales son siempre seguras
porque son “naturales”. Sin embargo, la evidencia indica lo contrario el solo
hecho de que un producto sea natural no significa que el producto sea seguro.
Aunque la evidencia “limitada” sugiere que los efectos adversos asociados con el

uso de hierbas es menos probables que con los farmacos convencionales. Las



drogas sintéticas suelen consistir en un solo producto quimico, mientras que los
productos naturales contienen una mezcla compleja de 400 o mas productos
| quimicos, es relativamente facil de averiguar la actividad y los efectos
secundarios de un solo producto quimico, pero simplemente no hay manera
como los cientificos pueden mapear todas las complejas interacciones y
sinergias que podrian estar teniendo lugar entre todos los diferentes productos
quimicos encontrado en una planta.’

Ademas para que sea valorado como un medicamento nuevo debe cumplir con
diferentes requisitos que cumplen a través de la realizacion de un conjunto de
investigaciones previas que constituyen principalmente las pruebas de inocuidad
que tiene como objetivo definir la toxicidad intrinseca del producto vegétal,
identificar o6rganos blanco, obtener datos acerca del riesgo que conlleva la
exposicion aguda y crénica del mismo, identificar los niveles de dosis efectivos e
inocuos.®

La siguiente es una lista parcial de los botanicos con componentes
potencialmente toxicos: aconitum, alfalfa, aloe vera, borraja, calamus, chaparrel,
cola de caballo, la consuelda, efedra, germander, ginkgo biloba, el ginseng,
sassafras, senna.’

2.2.  Matricaria recutita L. “manzanilla”

2.2.1. Clasificacion taxondmica

La clasificacién taxonémica de Matricaria recutita L. “manzanilla” se realizé de
acuerdo a la clasificacion de Engler y Prantl, modificado por Melchior. Fue
certificada por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga (Anexo 1).
DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE : ASTERIDAE



ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE
GENERO : Matricaria

ESPECIE : Matricaria recutita L. |
N. V. : “manzanilla”

2.2.2. Descripcion botanica

Hierba anual de hasta 25 cm. de altura, propia de zonas de clima templado. Tallo
cilindrico, ramificado, verde, de cuatro a cinco angulos o partes salientes.
Inflorescencia; de capitulo o cabezuela con ramas terminales. El capitulo que
rodea la cabezuela esta formado por hojas verdes. El caliz es membranoso,
blanquecino, pequefio y denticulado. La corola de cinco pétalos fusionados en
un tubo, con las partes apicales libres en niumero de cinco, de color amariilo. El
androceo tiene cinco estambres fusionados por sus anteras, pero libres por sus
filamentos y el gineceo en forma de ovario infero, bicarpelar, unilocular, uniovular
y fruto aquenio.®

2.2.3. Composicion quimica

La manzanilla es una de las hierbas medicinales mas antiguas conocidas por la
humanidad. Es un miembro de la familia Asteraceae y representado por dos
variedades, manzanilla alemana (Chamomilla recutita) y la manzanilla romana
(Chamaemelum nobile). Las flores secas de manzanilla contienen muchas
terpenoides y flavonoides que contribuyen a sus propiedades medicinales.®

El screening fitoquimico determiné la presencia de taninos, flavonoides
cumarinas (umbeliferona, 7-hidroxicumarina y 0,01 - 0,08% 7- metoxi-
cumarina), flavonides, Flavonas (hasta 6%, principalmente apigenina y apigenin-
7-glucosido), queratin-glicésidos y luteolin-glicésidos como flavonoides lipofilicos

y xantonas.®



El color azul fuerte de la esencia destilada en fresco, se debe al alto porcentaje
de camazuleno (1 - 15%). Este hidrocarburo se forma durante la hidro-
destilaéién, a partir de un guayanolido. Otros constituyentes del aceite esencial
son el (-)alfa- bisabolol (1 - 10%) y diversos hidrocarburos.! La esencia (0,2 —
0,1%), contiene: a — bisaboloide (0 - 50%), guayandlido (el pro azuleno matricida
y matricarin), azuleno (2 - 18%, preponderantemente camazuleno no genuino),
espatulenol (casi 1%); espiroéteres, los que son acetilen-derivados con grupos
espirocetales (20 - 30%)."" Ademas presenta acido salicilico, acido dctilico,
apigenina y el éster metilico de umbelifel;ona, pequeias cantidades de dioxi-
cumarina, glucésidos amorfos, fitosterina, glucosido fitosterinico, vitamina C, se
ha hallado un B — heterdsido, muy escasa cantidad de glucosa, pero si una
considerable proporcion de la levulosa, presencia de éteres de acido etinicos. 12
Estudios bioldgicos

En el estudio preliminar de la toxicidad del extracto liofilizado de Matricaria
chamomilla L. en Mus musculus cepa Balb/c Alonso,'* determiné que la
administracion intraperitoneal de 8,93 g de extracto por kg, de peso corporal,
provoca muertos en el 100% de los especimenes; 4,46 g/kg, un 33% de muerte y
0,52 g/Kg. provoca 0% de muertes a las 24 horas.' La DLso, es de 3,65 g por
kilogramo de pesocorporal a las 72 horas, en Mus musculus cepa Balb/c.® En un
estudio llevado a cabo recientemente, con extractos de manzanilla, se mostro
que causa efectos inhibidores del crecimiento minimos sobre las células
normales, pero mostraron reducciones significativas en la viabilidad celular en
diversas lineas celulares de cancer humano. La exposicion de manzanilla indujo
la apoptosis en las células cancerosas pero no en las células normales a dosis
similares.®

E! extracto acuoso de la flor de Matricaria chamomilla L., ha demostrado por

Caceres*® tiene efecto antiinflamatorio y gastroprotector y el extracto etéreo por



via intraperitoneal en rata (40, 80 g / kg) inhibe simultaneamente el desarrollo del
edema por dextran y los niveles plasméﬁcos de kininégenos. De otro lado
Alonso** desarrollé en un ensayo clinico con 22 pacientes a quienes se les
administro el extracto de Matricaria chamomilla y Matricaria officinalis, y demostré
su actividad tranquilizante menor subjetiva y calificada como excelente o buena
en el 68% de los pacientes tratados, como regular en el 14% y no lo noto en el
8% de los casos.

2.2.4. Usos tradicionales

La manzanilla se utiliza desde la antigiedad, como antiinflamatorio,
espasmolitico y antiulceroso gastrico. Se ha demostrado la responsabilidad de
los constituyentes del aceite esencial (especialmente de los 6xidos de bisabolol)
en actividad antiinflamatoria. La actividad antiespasmaédica se debe, en parte, al
éter biciclico insaturado. La droga se utiliza en infusion (que contiene
unicamente un 10 -15% de la esencia presente inicialmente) y en forma de
preparados galénicos." También tiene capacidad sedante, ténico vy
antiespasmadico en infusion. ™

Los terpenoides, bisabolol y camazuleno fueron demostrados por Srivastava'’
poseer propiedades anti-alérgicas, antiespasmadicas, antibacteriano,
antipiréticos, Ulcero-protectoras, anti fungicos y anti-inflamatorias. También se
evalub la actividad antimicrobiana por Srivastava,’ contra varios
microorganismos. El grupo de prueba, en el dia 15, exhibié una maybr reduccién
en el area de la herida en comparacion con los controles (61% frente a 48%),
epitelizacion mas rapida y una resistencia a la rotura de heridas
signiﬁcativaménte mayor. Ademas, el peso del tejido' de granulacion en hiimedo
y en seco y el contenido vde hidroxiprolina fueron significativamente mas
altos. Afirmado que el consumo de té de manzanilla estimula el sistema

inmunologico y ayuda a combatir las infecciones asociadas a los resfriados. La



promocion de la salud los beneficios de la manzanilla se evaluaron en un estudio
que invdlucré a catorce voluntarios que bebieron cinco tazas de té de hierbas al
dia durante dos semanas consecutivas. Muestras diarias de orina fueron
tomadas y analizadas durante todo el estudio, tanto antes como después de
beber el té de manzanilla, se asocié con un aumento significativo en los niveles
urinarios de hipurato y glicina, que se han asociado con un aumento de actividad
antibacteriana.®

2.3. Sustancias toxicas

La palabra “téxico” debe ser considerada como sinénimo de nocivo o perjudicial
con respecto a los efectos de las sustancias quimicas.'®

Es el agente quimico, fisico o biolégico que puede producir algin efecto nocivo
sobre un ser vivo. Cualquier sustancia puede actuar como téxico, tanto los
productos exdgenos como los propios constituyentes del organismo.®

En la actualidad sabemos que no es posible establecer una estricta linea de
demarcacion, a un lado de la cual se puedan situar las sustancias quimicas
beneficiosas y en el otro las nocivas. De hecho, es mucho mas razonable, tal
como ha demostrado la experiencia, admitir que hay grados de nocividad y
grados de seguridad para cualquier sustancia quimica. Incluso la mas inocua de
las sustancias, si se introduce en él organismo en cantidades suficientes, puede
ocasionar efectos indeseables, cuando no manifiestamente perjudiciales. En
contraste con lo anterior el mas nocivo de todos los agentes quimicos pueden
ser introducido en el organismo en cantidades lo suficientemente pequefias
como para que no haya ningﬁri efecto adverso debido al mismo. Es evidente
que la nocividad o inocuidad de una sustancia quimica esta relacionada
fundamentalmente con la cantidad de esie compuesto que se encuentra en el

organismo.'®



2.3.1. Clasificacion de las sustancias toxicas

Los agentes toxicos se ordenan en funcion de los intereses y las necesidades
‘de quien los clasifica. Las categorias se establecen tomando como criterios los
6rganos afectados, el uso. El termino en que la toxina hace referencia a las
sustancias toxicas que son producidas por sistemas biologicos tales como las
plantas y los animales. Al hablar de los agentes téxicos que tienen como origen
las actividades antropogénicas o que son un sub-producto de tales actividades,

utiliza la palabra téxico.?°

Tipos de toxicidad Dosis toxica
Extremadamente téxico 1 mg/kg o menos
Altamente toxico 1 a 50 mg/kg
Moderadamente téxico 50 a 500 mg/kg
Ligeramente toxico 0.5a5g/kg
Practicamente atéxico 5 a 15 g/kg
Relativamente inocuo ’ mas de 15 g/kg

NOTA: mg/kg se refiere a mg del téxico por kilogramo de peso corporal.?!

2.3.2. Factores implicados en la toxicidad

La accion de un agente toxico sobre un organismo vivo denominado como
intoxicacion, es un proceso relativamente complejo, en el cual estan
involucrados muchos factores. Sin embargo, hay por lo menos cinco factores
que estan intimamente ligados al fenémeno del téxico, como el caracter toxico
del agente xenobidtico. No obstante como Paracelso menciono: “no hay
sustancia que no sea venenosa’, incluso el oxigeno que es esencial para
mantener la vida de cualquier organismo aerobio, se sabe que en una
atmasfera de oxigeno puro es dafiino para cualquier mamifero, ya que consume
répidarﬁente el acido — aminobutirico, que e; moderador de la transmision

nerviosa central. Tenemos al factor como el sistema bioldgico en el cual actua el
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agente téxico que es de suma importancia, ya que el efecto variara
notablemente segtin el organismo. Dicho factor debe ser tomado en cuenta, ya
que es bien conocido que entre las diferentes especies de animales y el hombre
hay una gran variacién en la sensibilidad hacia los agentes téxico, tenemos
también a la via de absorcion ya que el agente toxico puede producir efectos
muy diferentes dependiendo de la ruta por la cual el sistema biolégico lo
absorba, se sabe que un factor muy importante es el tiempo de interaccién con
el agente toxico y esto se clasifica en intoxicacion aguda, sub-aguda, sub-
crénica y cronica y el quinto factor que es la excrecion del agente toxico que se
efectia por medio de la orina, bilis, heces y una alta proporcion de los
compuestos volatiles por el aire espirado, y menores cantidades se eliminan por
la leche, sudor y la saliva.?

2.3.3. Relacion dosis - respuesta

Se ha postulado que ninglin agente quimico es totalmente seguro y, del mismo
modo, que ningin agente quimico puede ser considerado completamente
nocivo. Esto se basa en la premisa de que cualquier sustancia quimica puede
ponerse en contacto con un mecanismo biolégico sin que produzca un efecto,
con tal que la concentracion del agente quimico este por debajo del minimo
efectivo. En consecuencia todo agente quimico produce efectos indeseables de
un nivel significativo. Por lo tanto la relacion puede describirse por la respuesta
a diferentes dosis en poblaciones de individuos.?

El factor mas importante que determina la nocividad o seguridad potencial de un
compuesto es la relacion entre su concentracion y el efecto producido sobre un
mecanismo bioldgico, es decir su relacion dosis respt;lesfél.19

Vias de exposicion

Las vias principales de acceso al organismo son la piel, los pulmones, aparato

digestivo y otras vias parenterales; en orden de eficacia se las puede clasificar

1"



por inhalacién, intraperitonial, subcutanea, intramuscular, intradérmica, oral y
dérmica. También debe tomarse en cuenta el material en el cual esta disuelta la
sustancia, que puede alterar la absorcion de la via de administracion, ambos
aspectos pueden ser causa de toxicidad sin tomar en cuenta la sustancia
aevaluar.®

2.3.4. Pruebas descriptivas de toxicidad en animales

Todas las pruebas descriptivas de toxicidad que se llevan a cabo con animales
se basan en dos principios fundamentales. El primero es que cuando se
cumplen los requisitos adecuados, los efectos producidos por un compuesto en
los animales de laboratorio son aplicables a los seres humanos. El segundo
principio afirma que la exposicion de los animales de experimentaciéon a dosis
altas de los productos toxicos es un método valido y necesario para descubrir
posibles peligros para el hombre.

Pruebas aguda

La primera prueba realizada sobre una sustancia quimica nueva es la toxicidad
aguda, habitualmente en ratones y la rata, y en ocasiones en conejos y el perro.
Durante un periodo de 14 dias después de una dosis Unica se examinan los
animales a diario y se registran el nimero de animales que mueren, se
identifican los o6rganos diana y otras manifestaciones clinicas de toxicidad
aguda.'®

La éxposicién aguda de los agentes que son rapidamente absorbidos
probablemente va a producir efectos toxicos inmediatos, pero la exposicién
aguda también puede producir toxicidad retardada que puede o no ser similar a
los efectos toxicos de la exposicidn cronica. Viceversa, la exposicion crénica de
un agente toxico puede producir algunos efectos inmediatos (tipo agudo)
después de cada administracion, ademas de los efectos de la toxicidad crénica.

Al caracterizar la toxicidad de un agente especifico es evidente que la
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informacion réquerida es solamente para la dosis Unica (aguda) y retardada sino
para las exposiciones de duracion intermedias.?*

Pruebas sub-agudas

Se lleva a cabo para obtener informacién sobre la toxicidad de una sustancia
después de su administracion repetida, normalmente durante 14 dias, y ayudan
a establecer las dosis para los estudios sub-crénicos.

Pruebas sub-crénicas

La prueba sub-crénica suele durar 90 dias. Los objetivos principales de un
estudio sub-crénicp son establecer el nivel de minimo efecto adverso
observable, ademas de identificar y caracterizar el érgano u érganos especificos
afectados por la sustancia investigada después de su administracion repetida.
Se emplean al menos tres dosis: una dosis alta que produce toxicidad pero con
una mortalidad inferior al 10%, una dosis baja que no produce efectos toxicos
evidentes y una dosis intermedia.

Pruebas crénicas

Se llevan a cabo de forma parecida a los estudios sub-crénicos, pero el periodo
de exposicion oscila entre seis meses y dos afos. Las pruebas de toxicidad
crénica estan concebidas para valorar tanto la toxicidad acumulada como el
potencial carcinégeno de las sustancias quimicas.?

Existen dos principios que hay que tener en cuenta cuando se realiza test de
toxicidad en animales. Primero, los efectos producidos en los animales a causa
de las sustancias administradas, cuando son correctamente utilizadas, si se
aplican a toxicidad en el hombre. Cuando se calcula sobre la base de peso
corporal, el humano generalmente es mas vulnerable que los animales de
experimentacion. El segundo principio es que la exposicién de animales de
experimentacién a agentes téxicos en dosis altas es un método necesario y

valido para descubrir posibles peligros a humanos que estan expuestos a dosis
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mucho mas bajas.?*

Es por eso que La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera esencial
separar el mito de la realidad, que estan estrechamente relacionados en
medicina tradicional, ser capaces de distinguir las practicas y los reme‘dios
validos de los ineficaces o peligrosos.

Carcinogenicidad

Pruebas de carcinogenicidad son similares a las pruebas de toxicidad crénica.
Sin embargo, se extienden durante un periodo mas largo y requieren grandes
grupos de animales con el fin de evaluar el potencial para el cancer.

Toxicidad en el Desarrollo

Pruebas de toxicidad para el desarrolio detecta el potencial de las sustancias
para producir defectos embrio-toxicidad y e! nacimiento.”

Toxicidad Dérmica -

Ensayos de toxicidad dérmica determinar el potencial para un agente que cause
irritacion y la inflamacion de la piel. Esto puede ser el resultado de dafo directo a
la piel. También puede ser una respuesta indirecta debido a la sensibilizacion de
la exposicion anterior.

Toxicidad ocular

Toxicidad ocular se determina mediante la aplicacion de una sustancia de
ensayo durante un segundo a los ojos de los 6 animales de prueba,
normalmente conejos. Los ojos son luego examinados cuidadosamente durante
72 horas, utilizando un instrumento de aumento para detectar efectos
secundarios. La reaccion ocular puede producirse en la cornea, la conjuntiva, o
el iris.‘.Puede ser una simple imitacion que es reversible y desaparece
rapidamente o la irritacion puede ser grave y producir la corrosion, una condicién

irreversible.
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El ensayo de irritacién ocular se conoce cbmﬁnmente como el Test Draize. Esta
prueba ha sido blanco de grupos de bienestar animal como un procedimiento
inhumano debido al dolor que puede ser inducido en el 0jo. La prueba de Draize
es un predictor fiable de la respuesta del ojo humano. Sin embargo, la
investigacion para desarrollar métodos de prueba alternativos que no utilicen
animales vivos estd en marcha. Si bien algunas células y tejidos ensayos son
prometedores, que hasta ahora no han demostrado ser tan fiable como la prueba
animal.’

Neurotoxicidad

Una bateria estandar de pruebas de neurotoxicidad, se ha desarrollado
recientemente para complementar la prueba de neurotoxicidad retardada. El
ensayo en gallinas determina neurotoxicidad retardada como resultado de la
exposicién a sustancias anti-colinérgicas o que produzcan dafio neurolégico,
tales como ciertos pesticidas . Las gallinas estan protegidas de los efectos
neurolégicos inmediatos de la sustancia de ensayo y se observaron durante 21
dias para la neurotoxicidad.

Toxicidad genética

Toxicidad genética se determina a través de una amplia gama de especies de
prueba, incluyendo animales y plantas enteras (por ejemplo, roedores, insectos,
y el maiz), microorganismos y mamiferos células . Una gran variedad de pruebas
se han desarrollando para medir mutaciones genéticas, cambios en los
cromosomas, Y la actividad del ADN.”

Daiio en érganos

Los toxicos pueden causar dano en diferentes 6rganos como:

- Lesiones hepaticas, que pueden entrar en contacto por medios enterales o
parenterales y se fijan en parte en el higado, 6rgano encargado de una

importante funcién depuradora.
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- Lesiones renales, que por este medio se eliminan los toxicos filtrados de la
éangre causando dafio al nefron (glomérulos y tubos), en la practica se
observan casi siempre lesiones mixtas, con predominio de una de las regiones
nefroticas, segun el agente causal.

- Lesiones respiratorias, que son producidas por los téxicos gaseosos y
volatiles. Sin embargo, no todos los téxicos gaseosos causan lesiones
pulmonares, si que ingresan por este medio a la sangre causando estragos
dentro. También se puede dar lesiones cardiovasculares, sanguineas y

nerviosas.?®
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién de la zona de estudio

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de
Toxicologia, Farmacologia y Farmacognosia del Area Académica de Farmacia
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional San Cristdbal
de Huamanga, durante los meses de junio del 2012 a noviembre del 2012.

3.2. Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacion

Matricaria recutita L. "manzanilla” recolectada en el distrito de Pacaycasa,
provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho, ubicado a 2740 m.s.n.m.
3.2.2. Muestra

Un kg de Matricaria recutita L. “manzanilla” recolectada y transportada en bolsas
de papel para evitar su descomposicion. Para luego ser secados a sombra y
tomar un ejemplar para su respectiva identificaciéon botanica en el Herbarium
Huamangensis.

3.2.3. Animales de experimentacion

Se emplearon 25 “ratas” hembras Rattus norvegicus de 200 - 250 g de peso
seleccionados aleatoriamente, y se mantuvieron alimentacion balanceada y

agua de forma ad libitum, del bioterio del Instituto Nacional de Salud Lima. Las
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“ratas” fueron adquiridas con una semana de anﬁcipacién para su adecuacion a
las condiciones de laboratorio.

3.3. Diseiio metodologico para la recoleccion de datos

3.3.1. Recoleccion

Se recolectaron plantas fisiologicamente maduras, sanas y vigorosas, se trat6 en
lo posible de extraer la planta entera, sin dafarlas. Para la recoleccion de
muestra, se emplearon: pico, bolsas de polietileno y libreta de campo.

3.3.2. Desecacion

La muestra de Matricaria recutita L. “manzanilla” prbcedentes de Pacaycasa,
debidamente lavadas, se secaron en la sombra por 20 dia; a temperatura
ambiente ventiladas y extendidas sobre papel. Una pequefia fraccion sirvié para
la identificacion taxonomica; que fue certificado por el Herbarium Huamangensis
de la Facultad de Ciencias Biolégicas (Anexo 1).

3.3.3. Molienda y aimacenamiento

La muestra de Matricaria recutita L. “manzanilla” fue molida en un mortero,
obteniéndose un producto de particulas homogéneas listas para las pruebas
preliminares y la preparacion del extracto hidroalcohdélico al 80%.

3.3.4. Concentrado y secado

Un kg de muestra seca y molida se maceré en frasco de color ambar por un
periodo de una semana y media en cinco litros de alcohol al 96° y un litro de
agua destilada que hacen una mezcla del 80%, cuyo volumen cubrio la muestra.
Durante este proceso se agito mecanicamente el frasco par que el alcohol se
distribuya homogéne'amente en la muestra. Luego se procedié a filtrar,
concentrar en un rota-vapor Buchi a 60° C y 90 rpm. La muestra resultante se
utilizé para hacer las diferentes concentraciones con las cuales se trabajé las

pruebas de toxicidad aguda y a dosis repetida en el estudio de toxicidad.
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3.4. Métodos para determinar la actividad toxica.

3.4.1. Test N° 423 Meétodo clasico de la OECD (Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrolio Economico).?”

Fundamento:

Procedimiento

. Se aclimataron a los animalesl por una semana, con libre acceso a agua y
alimento. La temperatura ambiental se mantuvo entre 21 — 25 °C y 50 a 60% de
humedad con 12 horas de luz/oscuridad.

. Posteriormente, los animales fueron sometidos a ayunc con libre acceso
de agua por espacio de 12 horas antes del ensayo.

o La sustancia experimental fue administrada en una sola dosis usando una
sonda por via oral.

. Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en dos grupos de cinco

“ratas” hembras y tratados via oral de la siguiente manera:

GRUPOS TRATAMIENTOS

Grupo | ~ Solucién salina fisiologica

Grupo i Sometidas a 2000 mg/kg del extracto hidroalcohdlico.

. Los animales fueron observados individuaimente después de Ila

dosificacion durante los primeros 30 minutos, periddicamente durante las
primeras 24 horas, con atencion especial dado durante las primeras cuatro
horas, y diariamente después, durante14 dias.

° Se registro todas las observaciones incluyendo cambios en piel, pelaje,
ojos, membrana mucosa, y también en los sistemas nerviosos, respiratorios,

circulatorios, y el patron somato-motor de actividad y de comportamiento. Se
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puso énfaéis en. temblores, convulsiones, salivacion, diarrea, letargo, suefio y
coma.

. Se tom6 nota de los pesos individuales de los animales poco antes de
que la sustancia experimental sea administrada, y después semanalmente. Los
cambios de peso fueron registrados. Al final los animales supervivientes
experimentales fueron pesados y humanamente sacrificados.

. Los animales no murieron a la dosis limite, entonces no fue necesario
realizar ensayos a dosis menores.

3.4.2. Test N°® 407 Método de la OECD (Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Economico).?®

Fundamento

Procedimiento:

e Se aclimataron a los animales por una semana, y fueron alojados con libre
acceso a agua y alimento. La temperatura ambiental se mantuvo entre 21 — 25
°C y 50 a 60% de humedad con 12 horas de luz/oscuridad.

¢ Posteriormente, los animales fueron sometidos a ayuno con libre acceso de
agua por espacio de 12 horas antes del ensayo.

e La sustancia experimental fue administrada durante 28 dias usando una sonda
por via oral.

e Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en grupos de cinco “ratas”
cada una y tratados via oral de la siguiente manera:

a. Grupo control : Solucion salina fisiolégica

b. Grupo tratamiento 1: Extracto hidroalcohoélico a 500 mg/kg

c¢. Grupo tratamiento 2: Extracto hidroalcohdélico a 1000 mg/kg
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GRUPOS TRATAMIENTOS

Grupo | Solucion salina fisiolégica
Grupo Il Ratas con extracto hidroalcohdlico a 500 mg/kg.
Grupo Ratas con extracto hidroalcohdlico a 1000 mg/kg.

¢ Los animales fueron observados individualmente después de la dosificacion
durante los primeros 30 minutos. |

e Se registro todas las observaciones incluyendo cambios en piel, pelaje, ojos,
membrana mucosa, y también el sistema nervioso, respiratorio y patron somato-
motor de actividad y de comportamiento. Se puso énfasis en: temblores,
convulsiones, salivacion, diarrea, letargo, suerio y coma.

e Se tomd nota de los pesos individuales de los animales poco antes de que la
substancia experimental sea administrada, y después semanalmente. Los
cambios de peso fueron registrados. Al final los animales supervivientes
experimentales fueron pesados y humanamente sacrificados.

e Se evalud los cambios hematoldgicos (nimero de elementos formes) y los
parametros bioquimicos como actividad enzimatica con el método de
determinacion fotométrica de fosfatasa alcalina de laboratorios Valtek
Diadnostics y determinacion fotométrica de GOT Y GTP por método de color de
Reitman Frankel (variacion de perfil hepatico) y anatomo-patolégicos (nimero
de 6rganos con carhbios y sin cambios).

e Al final los animales supervivientes fueron necropsiados con fines de
evaluar los cambios histopatoldgico

3.5. Disefio experimental

Para determinar la actividad toxica de la Malricaria recutita L. “manzanilla"’. Se.

trabajo con 25 “ratas” Rattus norvegicus hembras de las cuales 10 ratas se
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destinaron a la prueba de toxicidad aguda la que consta de dos grupos (Grupo I
control y Grupo II: extracto hidroalcohélico a 2000 mg/kg de pesos corporal), y en
la prueba de toxicidad a dosis repetidas se destinaron quince ratas hembras con
las cuales se formaron tres Grupo (Grupo | control, Grupo Ii: extracto
hidroalcohdlico a 500 mg/kg de pesos corporal y Grupo llI: extracto
hidroalcoholico a 1000 mg/kg de pesos corporal ), las cuales fueron ordenadas
de la siguiente forma:

Toxicidad aguda

Grupo | Control — Cloruro de sodio 0,9%

Grupo Il Extracto hidroalcohélico a 2000 mg/kg

Toxicidad a dosis repetidaen 28 dias

Grupo 1 Control — Cloruro de sodio 0,9%

Grupo Il Extracto hidroalcohélico a 500 mg/kg

Grupo it Extracto hidroalcohélico a 1000 mg/kg

3.6. Anailisis de datos

Los resultados fueron representados de acuerdo a su media, a los tratamientos y
desviacién estandar en tablas y figuras, que fueron evaluados mediate el analisis
de varianza (ANOVA) y la prueba complementaria de Tukey con un nivel de

confianza del 95% (p> 0,05).
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Iv. RESULTADOS
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Tabla 1. Comportamiento general de “ratas” en la evaluacion de toxicidad aguda

Dosis/Comportamiento Grupo control 2000 mg/kg de peso
Disminucién act. Motora 0/5 3/5
Aumento de act. Motora 0/5 0/5
Lagrimacion 0/5 0/5
Mucosas palidas 0/5 0/5
Mucosas hipérhemicas 0/5 15
Ereccion de la cola 0/5 _1/5
Piloereccién 1/5 1/5
Diarrea 0/5 2/5
Agresivo 115 0/5
Atemorizado 0/5 4/5
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Tabla 2. Comportamiento general de “ratas” a dosis repetida

500 mg/kg de 1000 mg/kg de

Dosis/Comportamiento Grupo control peso peso
Disminucién act. Motora 0/5 4/5 5/5
Aumento de act. Motora 0/5 115 0/5
Lagrimacién 0/5 0/5 0/5
Mucosas palidas 0/5 0/5 0/5
Mucosas hipérhemicas 0/5 0/5 215
Ereccion de la cola 0/5 2/5 2/5
Piloereccion 0/5 0/5 0/5
Diarrea 0/5 2/5 0/5
Agresivo 0/5 0/5 1/5
Atemorizado 0/5 0/5 0/5
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Tabla 3. Parametros hematolégicos a dosis repetidas

Parametros Control 500 mg/Kg 1000 mg/Kg
Eritrocitos 105/ ul 7,06 7,31 7,49
Hemoglobina g/dI 12,58 15,44 15,56
Hematocrito % 39,68 42,58 42,64
Plaquetas 10%/ul 816,9 828,43 860,14
Leucocitos 103/ul 6,7 7,36 7.8
Neutrofilos % 14,32 13,38 14,62
Eosinéfilos % 1,56 1,16 1,28
Basoéfilos % 0,26 0,31 0,374
Linfocitos % 77,42 83,14 81,84
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Figura 7. Histologia hepatica de “ratas” a dosis repetida (10x)
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Figura 8. Histologia hepatica de “ratas” a dosis repetida con 500 mg/kg (10x)
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Figura 9. Histologia hepatica de “ratas” a dosis repetida con 1000 mg/kg (10x)
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V.  DISCUSION

El principal propésito de las pruebas de toxicidad es de promover una base
datos que pueda ser utilizada para evaluar el riesgo a humanos asociados con la
situacion en que el agente quimico, el sujeto y las condiciones de exposiciéon son
definidos.

Los resultados contribuyen al conocimiento de la toxicidad aguda y a dosis
repetida del extracto hidroalcohdlico de la Matricaria recutita L. “manzanilla”. No
se ha encontrado trabajos especificos de la busqueda del efecto toxicologico
pero si existen trabajos relacionados al estudio fitoquimico..

Uno de los parametros que funcionan como indicador de toxicidad aparente es la
variacion del comportamiento general de los animales. En la Tabla 1, se
muestran que hay disminucion en la actividad motora del 60% de los animales
debido a la actividad sedante de la Matricaria recutita L. “manzanilla”,*'" que se
da a nivel del sistema nervioso central. También se observa que el 40% de los
animales tratados tienen una disminucion del reflejo de enderezamiento, porque
hay una disminucion en la actividad central del cerebro, por la actividad de la
Matricaria recutita L. “manzanilla”,® la diarrea presente en estos animales puede
ser debido al stress post administracion, ya que la Matricaria recutita L.

“manzanilla’ es antagonista muscarinico y su uso esta indicado en trastornos
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digestivos, eépasmos, colicos y diarreas; actian relajando los musculos
intestinales.®'?

El peso corporal, de los animales de laboratorio es un parametro fundamental
dentro de un estudio toxicoldgico, asi como en estudios de caracterizacion de
parametros fisiologicos.?® Los efectos producidos por un compuesto en animales
de laboratorio, cuando se califican o realizan de manera apropiada, son
aplicables a los seres humanos. En relacién a su peso corporal, los efectos
toxicos en seres humanos suelen encontrarse dentro del mismo limite que los
que se observan en animales de experimentacion, los seres humanos por lo
general son mas vuinerables que los animales de experimentacion, quiza por un
factor de alrededor de 10.2 Se observa en la Figura 1, que la masa corporal
como indicador de toxicidad se comporté dentro de los parametros establecidos
para la curva de crecimiento de la especie que tiene oscilaciones pero que se
encuentran dentro de la curva de crecimiento normal. La tendencia de los pesos
se mantiene a través de la primera y la segunda semana, siendo un indicador
que permite demostrar que no existe toxicidad aparente. Al evaluar la diferencia
del incremento del peso en el tiempo, se empleé el andlisis de varianza,
encontrandose diferencias (p<0,05), que indica que el peso aumento en el
tiempo que duro el ensayo.

Esto significa que la sustancia administrada no tiene toxicidad o es muy baja, ia
pérdida o ganancia de peso es un indicador simple pero sensible de los efectos
toxicos.?

En el estudio a dosis repetida del comportamiento de las “ratas” Rattus
norvegichs se observa qﬁe hay una disminucion en la actividad motora en los
dos grupos tratados con Matricaria recutita L. “manzanilla® (Tabla 2),

observandose con mayor actividad al grupo tratado con dosis de 1000 mg/kg de
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peso corporal por su acciéon a nivel del SNC como sedante,®'” la perdida de
reflejos de enderezamiento se debe a su actividad sedante ya que involucra la
disminucion de la actividad motora central, también se observé que hay un grupo
de “ratas” que muestran mucosas hipérhemicas en el eséfago, debido a que en
los 28 dias de administracion, la mucosa que cubre este conducto se fue
dafando paulatinamente con la constante administracion diaria, el
comportamiento agresivo de alguno de los animales se debe a la constante
manipulacion.

En la prueba a dosis repetida fue necesario analizar la variacién del peso
corporal (Figura 2), donde se observo que la variacion de los pesos corporales
se encuentra dentro de la curva de crecimiento normal de la especie y la
tendencia de los pesos se mantiene a través de la primera y la segunda
semana siendo un indicador que permite demostrar que no existe toxicidad
aparente. Para el analisis de la toxicidad aguda se empleé6 el analisis de varianza
donde se encontré por debajo del nivel de significancia, permitiendo observar
que hay una variacion de peso corporal en relacion al tiempo (p <0,05).

En las pruebas de toxicidad fue necesario evaluar la parte externa observable
como cambios de comportamiento, muerte y otros parametros, también fue
importante evaluar la parte interna, para ver el dafo localizado en 6rganos
determinados como higado, rifiones, pulmones, corazén. Entonces un factor
importante en la determinacion de toxicidad es la variaciéon de los pesos de los
érganos nobles que se muestra en la Figura 4. Los resultados de la
determinacion del peso de érganos, luego de transcurrir la etapa de evaluacion
de toxicidad a dosis repetida en 28 dias, se procedio a la eutanasia quimica con
halotano de acuerdo al peso corporal de las ratas, para continuar con la

remociéon de érganos y su pesaje.® Se observé que la masa de los érganos

38



como indicador de toxicidad, se comporté dentro de los parametros establecidos
para la curva de crecimiento de la especie, como también se detalla en la
evaluacion del extracto hidroalcohdlico de Calendula officinalis L. sobre los
parametros bioquimicos y hematolégicos en ‘ratas” wistar.®'

En este analisis se evallio por grupo de érganos, en el caso del riiién (p>0,05),
estadisticamente no fue significativa las diferencias, para la comparacion de las
medias de los pesos del higado (p<0,05), se encontré que al menos una de las
medias es diferente a los demas medias de los grupos, en el corazoén también se
observa que existen diferencias (p<0,05), mientras en el pulmén no se hall6
ninguna variacion significativa (p>0,05).

Esto significa que lo sustancia administrada no tiene toxicidad o es muy baja, la
pérdida o ganancia de peso es un indicador simple bero sensible de los efectos
toxicos,?* con los resultados de la masa de los érganos, se ve que no hay dafio
organico y hay crecimiento natural del animal.

Un factor indispensable en la evaluacion de toxicidad, fue la determinacion de
los valores hematolégicos que es un parametro muy sensible en los cambios de
equilibrio del ser vivo.

El examen de los elementos formes de la sangre es de importancia clinica, ya
que la morfologia, el nimero y las proporciones de los diferentes tipos celulares
son indicadores de muchos cambios patolégicos en el cuerpo. Uno de los
elementos formes importantes son los glébulos blancos, que permiten
diagnosticar patologias y deseqdilibrios de los seres vivos.3*

Al analizar los valores de los parametros hematolégicos que se muestran en la
Tabla 3, se determiné que se encuentran dentro de los valores de referencia,®!
donde se aprecia que el Grupo Il y Grupo Ill en comparacion al Grupo |,
muestran un ligero aumento en eritrocitos, hemoglobina, hematocrito y plaquetas

que son pequenas fluctuaciones, pero que no muestran indicios de importancia
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clinica.®® Se muestra un pequefio aumento de Leucocitos en el Grupo lll que
‘puede ser por una infeccion, estrés, alteraciones metabdlicas, intoxicaciones,
que por las caractéristicas del ensayo tiende a ser los dos primeros casos
anteriormente mencionados.

Estos examenes hematologicos son de gran valor e importancia en los ensayos
toxicoldgicos a largo plazo (dosis repetidas), porque son indicativos del alcance y
profundidad de un dafio, ademas los resultados pueden correlacionarse con los
posibles dafios sobre un 6rgano especifico o dafios hematolégicos.?®

El analisis de las enzimas es trascendental para el diagndstico de dafio celular
hepatico o dafno celular a nivel del corazén y una serie de procesos dafiinos, se
tiene como factor indicativo a la enzima TGO (transaminasa glutamico-
oxalacética),®' que permite la interpretacién de su actividad, que se muestran en
la Figura 4, en el estudio realizado no se observé aumento de concentracion
enzimatica significativa ya que los valores de actividad enzimatica de TGO
(transaminasa glutamico-oxalacética) del Grupo |, Grupo Il y el Grupo [ll se
encuentran entre los valores normales de (42,9 — 270,8 UI/L),* siendo indicador
importante de que no hay toxicidad aparente.

Para el analisis de la enzima TGO (transaminasa glutamico-oxalacética) a dosis
repetidas en 28 dias se empled, andlisis de varianza no existiendo diferencias
significativas entre las enzimas del Grupo 1, Grupo Il y Grupo Ill al final del
proceso a dosis repetidas en 28 dias, (p>0,05). Estos resultados de la enzima
TGO (transaminasa glutamico-oxalacética) explica que aparentemente no hay
dafio hepatico.

Otra enzima muy importante y trascendental para el diagnéstico de dafio celular
hepatico y como factor indicativo es la actividad enzimatica del TGP
(transaminasa glutamico-pirtvica),3? que se le flama también unilocular por que

se encuentra solo en el citoplasma de las células hepaticas y que su
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concentracion permite la interpretacion de alteraciones hepaticas, en el estudio
realizado no se observé aumento de concentracién enzimatica significativa como
se muestra en la Figura 5, ya que los valores de concentracion enzimatica de
TGP (transaminasa glutamico-pirtvica) del Grupo |, Grupo Il y el Grupo Il se
encuentran entre los valores normales de (33,4 — 73,1 Ul/L),* siendo indicador
importante de que no hay toxicidad aparente.

Para el analisis de la enzima TGP (transaminasa glutamico-pirGvica) a dosis
repetidas en 28 dias se empled, andlisis de varianza no existiendo diferencias
significativas entre las enzimas del Grupo |, Grupo Il y Grupo Il al final del
proceso a dosis repetidas en 28 dias (p>0,05).

Observando estos resultados de la enzima TGP (transaminasa glutamico-
pirivica) se ve que no hay dafio hepatico aparente.

En la Figura 6, dentro de los indicadores de daiio hepatico tenemos también a la
enzima fosfatasa alcalina que es un marcador importante de la actividad de la
membrana plasmatica y reticulo endoplasmatico y se utiliza para evaluar la
integridad de la membrana.®® Esta enzima fosfatasa alcalina es un indicador de
que hay un problema a nivel del higado, sus fuentes mas importantes son el
higado, intestino, rifién, placenta y los huesos,® que su actividad permite la
interpretacion de alteraciones hepaticas, si hay o no hay dafo hepatico. En el
estudio realizado se recogieron los datos que se muestran en la Figura 6, donde
no se observa aumento de actividad enzimatica significativa ya que los valores
de concentracion enzimatica de fosfatasa alcalina del Grupo I, Grupo H y el
Grupo lll se encuentran entre los valores de (69,65 — 227,26 UIL),3® siendo
indicador importante de que no hay toxicidad aparente.

Para el analisis de la enzima fosfatasa alcalina a dosis repetidas en 28 dias se
empled, analisis de varianza no existiendo diferencias significativas entre las

enzimas del Grupo |, Grupo 1l y Grupo |ll al final del proceso a dosis repetidas en
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28 dias. Por tanto estos resultados de la enzima Fbsfatasa alcalina hacen ver
que no hay dafio hepatico aparente, (p>0,05).

Los examenes de quimica sanguinea son de gran valor en los ensayos
toxicoldgicos a largo plazo, porque son indicativos del alcance y profundidad de
un daro, ademas los resultados pueden correlacionarse con los posibles dafos
sobre un 6rgano especifico.?®

En las Figuras 7, 8 y 9 se muestran que las células hepaticas sometidas a las
dosis de Matricaria recutita L. “manzanilla” a 500 mg/kg, 1000 mg/kg de peso
corporal, el analisis anatomo-patoldgico del higado de los grupos pos-mortem no
presentan diferencias a simple vista, qtje son respaldadas con los datos que
brinda Buzzo?5, sobre la caracteristica de 6rganos sanos, o cual se corrobor6
con un estudio histopatolégico en estos 6rganos, los cuales permitieron estar
seguros que no hay dafio a nivel de estos 6rganos. Un estudio de toxicidad
comunmente esta respaldado por un examen histolégico de los érganos y tejidos
principales en busca de alteraciones. De estas observaciones, uno generalmente
puede obtener informacién mas especifica de los eventos que llevan al efecto
letal, organo(s) afectados, y a veces sugiere el posible mecanismo de

toxicidad.?*
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V. CONCLUSIONES

. El ektracto hidroalcohdlico de la Matricaria recutita L. “manzanilla” no
presenté toxicidad aguda ni a dosis repetida en 28 dias, en ratas
administradas por via oral.

. El extracto hidroalcohdlico de la Matricaria recutita L. “manzanilla” no
presento toxicidad aparente y la DLso se encuentra por encima de 2000 mg/kg
de peso corporal. |

. El extracto hidroalcohdlico de la Matricaria recutita L. “manzanilla” no
presento toxicidad aparente en el ensayo a dosis repedita de 500 mg/kg, 1000
mg/kg de peso corporal.

. El extracto hidroalcohdlico de la Matricaria recutita L. “manzanilla” no
presentd variaciones significativas en el analisis de pesos de los 6rganos
nobles, parametros hematologicos, perfil bioquimico e histologia hepatica a

dosis repetidas administradas por via oral.
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Vii. RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios que siguen a la prueba aguda y sub-aguda que
nos permitiran tener un bagaje mas amplio sobre una planta, como las
pruebas para determinar toxicidad crénica, carcinogenicidad, toxicidad
reproductiva, toxicidad en el desarrollo, toxicidad dérmica, toxicidad ocular,
neurotoxicidad y genotoxicidad.
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Anexo 1

Tabla 4. Certificado de identificacién taxonémica

)
o4 ‘% EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
| 3‘}3 CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
W {0/ CRISTOBAL DE HUAMANGA

A0

CERTIFICA

Que, el Bachiller en Farmacia y Bioguimica, Sr. Klever Denys, PALOMINO
QUISPE, ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de
tesis. ‘

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A 1988. y es como sigue;

DIVISION : MAGNQUOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN . ASTERALES
FAMILIA : ASTERACEAE
GENERO : Matricaria

ESPECIE : Matricaria recutita L.
NV, : *manzanilla”

Se expide fa cerificacién correspondiente a solicitud del nteresado para
fos fines que estime conveniente,

'

Ayacucho, 29 de Agosto del 2012
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Anexo 2

1 kg de de Matricaria recutita L.

“manzanilla”

5L de alcohol al 80% | I

Maceracion de la planta

por 14 dias

Concentracioén en
rtava por
Secado a 40 °C por 24 horas

Maceracion de la planta

Filtraciéon

por 14 dias

Figura 10. Flujograma de la extraccion del extracto
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Extracto de

“manzanilla”

Anexo 3

Matricaria
recutita L.

J

Toxicidad aguda

Extracto a
2000mg/kg
peso

Blanco

Solucion
salina
fisioldgica
0,9%

Toxicidad a
dosis repetida
en 28 dias

Blanco

Solucion
salina
fisiologica
0,9%

500mg/kg

Extracto a

peso

Extracto a
1000mg/kg
peso

Figura 11. Flujograma experimental de toxicidad aguda y a dosis repetida
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Anexo 4

Figura 12. Matricaria recutita L. “manzanilla” en estado silvestre
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Anexo 5

L

Figura 13. Jaula de “ratas” Rattus norvegicus por grupo de tratamiento
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Anexo 6

Figura 14. Extraccién de sangre por puncién cardiaca de “ratas”



Anexo 7

Figura 15. Frotis de sangre para analisis hematoldgicos
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Anexo 8

Figura 16. Muestra de sangre preparada para lectura de hematocrito
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Anexo 9

Figura 17. Organos aislados por grupo de tratamiento
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Anexo 10

Figura 18. Pesado de érganos de “ratas”
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Anexo 11

Figura 19. Frascos con 6rganos aislados para el analisis histopatolégico
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Anexo 12

Tabla 5. Compuestos fitoquimicos del extracto hidroalcohélico

Matricaria recutita L. “manzanilla”. %

Alpha-bisabolol

Colina

Acido-Galacturonico
Glucosa

2,4- acido dihidroxybenzoico
2,5- acido dihidroxybenzoico
3,4- acido dihidroxycinamico
3-carene
3-hidroxy-2-metilidene-acido butirico agelato
4-hidroxy-3-acido metoxy benzoico
4-acido metoxy benzoico
6-3- dimetoxyquercetin

6,7 dimetoxyquercetin
6-hidroxy-luteolin-7-glucosido
6-methoxykaempfero!
Alpha-6xido bisabolol-a
Alpha-6xido bisabolol-b
Alpha-oxido bisabolol-¢
Apha-neoxidobisabolol-a
Alpha-murolene
Apigeninglucosidos

Acido- ascorbico

Axillarin

Azulene

Betacario-phyllene
Beta-damascenona
Bisabolene

Borneol

Bomyl-acetato
Acido-caféico

Calamene

Acido-caprico
Acido-caprilico
Taninos catechin
Chamazulene
Esteres chamomilla
Chamomillol
Acido-chlorogenico
Crisoeriof
Crisoeriol
Crisoeriol-7-glucosido
Crisosplenol
Crisosplentin
Cis-cariophyllene
Cis-en-yn-dicycloeter
Etil benzoato
Etildecanoato
Etilpalmitito
Etil-fenil-acetato
Eupaletin
Farnesene
Farnesol

Furfural

Galactosa
Acido-qalico
Acido-gentistico
Geraniol

Herniarin
Hiperosido
Acido-isoferulico
Isorhamnetin

Jaceidin

Kaempferol
Acido-linoléico
Glucosidosiuteolin
Matricarin

Matricin

Niacina

O-acido cuomerico
P-acido cuomerico
Acido palmitico
Patuletin
Acido-pectico

Perillyl alcohot
Polyacetileno
Quercetagetin 3,5,6,7,3' 4’
Quercetin
Quercetin-3-galactosido
Quercetin-7-glucosido
Quercetrina
Quecimeritrin
Rhamnosa

Rutin

Acidosalicilico
Acidosinapico
Spathulenol
Spinacetin

Tanin

Tiamina

Triaconta
Umbeliferona
Xantoxylina

Xylosa
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Anexo 13

Tabla 6. Analisis de varianza del control de pesos, en la prueba de toxicidad
aguda

Control de pesos en 14 Sumade Gl Media F Si
dias (Toxicidad aguda) cuadrados cuadratica >
;"rf;;s 1423,600 2 711,800 410,654 000
CONT  Intragrupos 20,800 12 1,733
Total 1444,400 14
Inter-
grupos 1786,533 2 893,267 105,921 ,000
EXT Intra-
grupos 101,200 12 8,433
Total 1887,733 14
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Anexo 14

Tabla 7. Analisis de varianza del control de pesos, en la prueba de toxicidad a

dosis repetida

Método unico

Suma de gl Media F Sig.
: cuadraqdos Cuadratica

Peso (9) covariables
Tratamientos 128,000 1 128,000 14,187 ,000
Efectos principal Ti di '
ectos principales  Tiempo (dias) 14813 4 355205 393,800 000
Modelo

4339,813 5 2867,963 317,878 ,000
Residual 622,533 69 9,022
total 4962,347 74 202,194

a. Peso (g) por tiempo (dias) con tratamiento
b. Todos los efectos introducidos simultaneamente
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Anexo 15

Tabla 8. Analisis de varianza de pesos para drganos, en {a prueba de toxicidad a
dosis repetida

Método Gnico

Suma de al Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Peso (9) covariables
Tratamientos 0.943 1 0,943 2662 ,108
Efectos principal tipo de érgano 242.243 8 0,74 22 7,92 ,000
Modelo 243.183 5 6079617 1612 000
Residual 19.484 5 50,354
total 262.667 5 94,452

a. Peso (g) por tipo de 6rgano con tratamiento
b. Todos los efectos introducidos simultaneamente
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Anexo 16

Tabla 9. Andlisis de varianza de pesos de los rifiones expuestos al extracto
hidroalcohdlico

Método tnico

Sumade gl Media F Sig.
: cuadrados Cuadratica
Peso (g) del Inter- grupo 0183 216 3  E-02 2,202 153
Rifion (g) Inter- grupo 0,498 121 4 E-02
Total 0,682 14
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Anexo 17
Tabla 10. Prueba de Tukey de pesos de los rifiones expuestos al extracto

Tratamientos N Subset
for aipha
=,05
1
Blanco ,9645
1000mgkg  ° 41189
500 mg/kg 5 1,2344
Sig. > ,133

Se muestra las medias para
los grupos en los subconjuntos
homogéneos

a. Uses Harmonic Mean
Sample

Size = 5,000
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Anexo 18

Tabla 11. Analisis de varianza de pesos de los higados expuestos al extracto
hidroalcohdlico

Método tnico

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Peso (g) el Inter- grupo 8,0102 4 005 5665 ,019
Higado (g) Inter- grupo 8,48312 0,707
Total 16,49214
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Anexo 19

Tabla 12. Prueba de Tukey de pesos de los higados expuestos al extracto
hidroalcohélico

Tratamientos N Subsetfor alpha
=.05
-1 2
Blanco 46763 5,5641
1000 mg/kg > 5,5641 6,4662
500 mg/kg 5
Sig. S 256 246

Se muestra las medias para los
grupos en los subconjuntos

homogéneos
a. Uses Harmonic Mean
Sample
Size = 5,000
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Anexo 20

Tabla 13. Analisis de varianza de pesos de los corazones expuestos al extracto
hidroalcohélico

Método unico

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Peso (g) del Inter- grupo 0,377E02 2 ,689E-02 6,836 010
Corazén (g) Inter- grupo 0,475E-02 12 ,396E-03
Total : 0,13914
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Anexo 21

Tabla 14. Prueba de Tukey de pesos de los corazones expuestos al extracto
hidroalcohélico

Tratamientos N Subsetfor
alpha
=,05
1 2
Blanco 5 ,4436
1000 mg/kg 5 ,4954 4954
500mg/kg 5 ,6114
Sig. 523 ,068

Se muestra las medias para los
grupos en los subconjuntos

homogéneos
b. Uses Harmonic Mean
Sample
Size = 5,000
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Anexo 22

Tabla 15. Analisis de varianza pesos de los pulmones expuestos al extracto
hidroalcohdlico

Método tnico

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados Cuadratica
Peso (g) del Inter- grupo 457 2 228 1,031 386
Pulmén (g) Inter- grupo : 2,658 12 ,222
Total 3,115 14
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Anexo 23

Tabla 16. Prueba de Tukey de pesos de los pulmones expuestos al extracto
hidroalcohélico

Tratamientos N Subset
for alpha
=,05
1
Blanco 1,1255
1000mgkg  ° 12508
500 mgkg O 15441
Sig. ° ,369

Se muestra las medias para
los grupos en los subconjuntos
homogéneos

a. Uses Harmonic Mean
Sample

Size = 5,000
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Tabla 17. Analisis de varianza de la concentraciéon de enzimas hepaticas

Anexo 24

Suma de

Media

Enzimas hepaticas cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-
grupos 149,049 2 74,525
2,129 ,162
TGO intra- 420,008 12 35,001
grupos ’ !
Total 569,057 14
Inter-
grupos 135,545 2 67,773
: 1,036 ,385
TGP intra- 785,128 12 65,427
grupos ’ !
Total 920,673 14
Inter-
grupos 3521,013 2 1760,507
1,693 225
FA Intra- 12480,944 12 1040,079
grupos ! ’
Total 16001,957 14
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Anexo 25

Tabla 18. Matriz de consistencia

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCOTEORICO HIPOTESIS VARIABLESE INDICADORES METODOLOGIA
Evaluacion de fa  ;Presentard OBJETIVO GENERAL MARCO TEQRlCO i El extracto hidroaicohdlico de  VARIABLE POBLACION
toxicidad aguda y toxicidad a dosis e Determinar toxicidad aguda DESCRIPCION BOTANICA la Matricaria recutta L. INDEPENDIENTE  Extracto Matricaria recutita L “manzanilla’

a dosis repetida

del extracto
hidroalcohdlico de
la Matricaria
recutita L
‘manzanilla” en
ratas, Ayacucho
2012.

limte y a dosis
repetida el extracto
hidroalcohofico  de
Matricaria recutita L
‘manzaniia® en
ratas?

y a dosis repetida del
extracto hidroalcohdlico de
la Matricaria recutita L.
‘manzanilla® en ‘ratas’
Rattus norvegicus.

OBJETIVO ESPECIFIO

o Evaluar la toxicidad
aguda por el método de
dosis limite del extracto
hidroalcohdlico de la
Matricaria  recutita L.
‘manzanila” en ‘rafas’
Rattus norvegicus.

e Evaluar la toxicidad 2
dosis repefida a 28 dias
del extracto
hidroalcohdlico de la
Matricaria recutita L.
‘manzanilla” en ‘ratas”
Rattus norvegicus.

o Determinar la variacion,
de pesos de los
diferentes organos
nobles, parametros
hematologicos, perfil
bioquimico,  hislologia
hepatica después de la
exposicion  al  extracto
hidroaicohdlico de la
Matricaria  recutifa L.
‘manzanilla” a dosis
repetida en 28 dias en
“ratas’ Rattus
norvegicus.

Hierba anual de hasta 25 c¢m. de altura, propia de
Zonas de clima templado. Tallo cilindrico, ramificado,
verde, de cuatro a cinco angulos o partes salientes.
Inflorescencia; de capitulo o cabezuela con ramas
terminales. El capitulo que rodea fa cabezuela esta
formado por hojas verdes. El cdliz es membranoso,
blanquecino, pequefio y denticulado. La corola de 5
pétalos fusionados en un tubo, con las partes
apicales libres en nimero de 5, de color amarilio.
USOS MEDICINALES

La droga se utifiza en infusion (que contiene
Unicamente un 10 -15% de la esencia presente
inicialmente) y en forma de preparados galénicos.
También tiene capacidad sedante, fonico y
antiespasmodico en infusién.

TOoXico

Es el agente quimico, fisico o biolégico que puede
producir algun efecto nocivo sobre  un ser
vivo.Cualquier sustancia puede actuar como téxico,
tanto los productos exogenos como los propios
constituyentes del organismo.

CLASISFICACION DE LAS SUSTANCIAS TOXICAS
Segin su intensidad se clasifican en Extremadamente
toico, altamente tdxico,
moderadamente  toico,  ligeramente  toxico,
practicamente atdxico y relativamente inocuo.
FACTORES IMPLICADOS EN LA TOXICIDAD

Hay por lo menos cinco factores que estan
intimamente ligados al fendmeno del toxico como el
caracter toxico del agente xenobidtico, sistema
biologico en el cual actiia el agente toxico que es de
suma importancia, la via de absorcion ya que el
agente toxico, el iempo de interaccion con el agente
toxico y la excrecion del agente toxico.

RELACON DOSIS - RESPUESTA

Esto se basa en la premisa de que cualquier sustancia
quimica puede ponerse en contacto con un
mecanismo biolégico sin que produzca un efecto, con
tal que la concentracion del agente quimico este por
debajo del minime efectivo. En consecuencia todo
agente quimico produce efectos indeseables de un
nivel significativo.

‘manzanilla™ no presenta
toxicidad manifiesta a la dosis
limite y a dosis repetida en
ratas,

hidroalcohdlico de la Matricaria
recutita L. *manzanilla”.

INDICADOR
Concentraciones: de 2000
mg/Kg, 1000 mghkg, 500
mg/kg.

VARIABLE DEPENDIENTE
xico

INDICADOR

4.2.1. Toxicidad aguda

- Pelaje: ganancia o perdida
de peso

- Ojos: miosis, midriasis

-Mucosa: sequedad,
salivacion

- Sistema nervioso: depresion,
estimulacion, convulsiones

- Peso: ganancia, perdida

-Sistema respiratorio:
Taquipnea, bradipnea

4.227Toxicidad a
repetida

-Hematologicos: hemoglobina,

Eritrocito

-Bioquimicos:  transaminasa,
fosfatasa alcalina

-Anatomo-patologicos: normal,
dafiado

dosis

recolectadas en el distrito de Pacaycasa,
provincia de Huamanga, departamento de
Ayacucho, ubicado a 2740 m.s.n.m.
MUESTRAS
5 kilogramos de Matricaria recutita - L.
“manzanilla”.
UNIDAD EXPERIMENTAL
Ratas
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
TOXICA
Toxicidad aguda oral,
Toxicidad oral a dosis repetida de 28 dias
en ratas.

DISENQ EXPERIMENTAL
Aclimatar a los animales por una semana,
sometidos a ayuno con libre acceso de
agual2 horas antes. La substancia
experimental es administrada en una sola
dosis por gavage. Los animales son
distribuidos aleatoriamente en dos grupos
de cinco ratas hembras tratados via oral, al
grupo control solo se le dara el vehiculo y
al otro grupo extracto hidroalcohdlico 2000
mg/kg. Los animales son observados los
primeros 30 minutos, periodicamente
durante las primeras 24 horas, para un
fotal de 14 dias. Registrar todas las
observaciones. Los pesos individuales
seran determinado poco antes de que la
substancia experimental sea administrada,
Al final los animales supervivientes seran
pesado y sacrificados. Si los animales no
mueren a la dosis limite, no sera necesario
ensayos a dosis menores.
ANALISIS DE DATOS
Los resultados fueron representades de
acuerdo a su media, a los tratamientos y
desviacion estandar en fablas y figuras,
que fueron evaluados mediate el analisis
de varianza (ANOVA) y la prueba
complementaria de Tukey con un nivel de
confianza del 95% (p> 0,05).
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