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RESUMEN

Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte” es una planta utilizado por los
pobladores de las comunidades nativas y campesinas del VRAEM con fines de
control de plagas y pesca. Se tuvo como objetivo evaluar la toxicidad aguda del
extracto hidroalcohdlico de hojas de cube de monte. Se realizé en los laboratorios
de Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud. Las hojas fueron recolectadas
en el centro poblado de Chirumpiari, distrito Kimbiri, provincia La Convencion,
departamento Cusco a 672 msnm. La obtencidon del extracto hidroalcohdlico se
realiz6 por maceracién con etanol al 80 %. Los metabolitos secundarios se
identificaron segun la metodologia propuesta por Miranda y Cuellar, la toxicidad
aguda se evalué por el método de las clases toxicas agudas segun las directrices
de la OECD, a las dosis de 25, 200, y 2000 mg/kg. Los metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico fueron fenoles y/o taninos, flavonoides,
cumarinas, alcaloides, glicésidos cardiotdnicos, glicésidos cianogenéticos,
triterpenos, azlcares reductores, saponinas, rotenona y aminoacidos. La dosis
letal 50 fue 1700,85 mg/kg, se observaron signos de toxicidad como actividad
motora disminuida, temblores en el cuerpo, fasciculaciones, convulsiones, ataxia,
taquipnea, lacrimacién, cianosis en el cuerpo, ereccion de la cola, piloereccion,
diarrea, crooming, inapetencia, temory pérdida de peso. En conclusion el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl produce toxicidad

aguda.

Palabras clave: Phyllanthus acuminatus, extracto hidroalcohélico, toxicidad

aguda.
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l.  INTRODUCCION

La sabiduria por las plantas ha sido un objetivo para el ser humano posiblemente
desde su aparicion en la tierra; es por eso que la relacidn entre recurso vegetal y
el ser humano es tan antigua como estrecha. Esta relacién es apreciable por la
gran diversidad de sus usos que han sido revelados a través de investigaciones
etnobotanicas, como por ejemplo para la alimentacion, medicina, defensa,
vestido, ornamentacion, colorante, etc. Pero las plantas también suelen contener
sustancias nocivas y peligrosas que producen trastornos al ser humano los cuales
van desde comezon, irritaciones y quemaduras en la piel, a vomitos, diarreas,
hasta la muerte!. Declarar que un recurso vegetal es nociva o tdxica es un poco
complicado, porque para algunos seres vivos puede ser toxico, para otros puede
manifestarse inofensivo?. Por ello es necesario investigaciones toxicolégicas de
los diferentes extractos hidroalcohdlico, acuosos, oleosos, etc del reino vegetal.
Las investigaciones sobre toxicidad se desarrollan con la finalidad de identificar
posibles efectos nocivos para el hombre?®. Los efectos téxicos que puede producir
un recurso vegetal viene a ser desde una transformacion genética, hasta producir
la muerte®. En los estudios de investigacién hechos a la especie de Phyllanthus
acuminatus Vahl. En la medicina se reporta sus propiedades antifingica,
antioxidantes y se encuentra en estudio la actividad anticancerigena®®. Dichas
propiedades se debe a la composicion de metabolitos secundarios como
flavonoides, esteroides, alcaloides, taninos, saponinas, triterpenos®®,

Las investigaciones de toxicidad aguda establecen principalmente la primera
etapa de estudios de toxicidad y estan designados a evaluar la naturaleza
cualitativa y cuantitativa de los efectos nocivos de un determinado producto
después de una exposicion’.

El problema principal planteado en dicho estudio fue: ¢ El extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte” presentara

toxicidad aguda en la especie Mus musculus?, a fin de evaluar la inocuidad del


https://www.wordreference.com/sinonimos/apreciable
https://www.wordreference.com/sinonimos/declarar
https://www.wordreference.com/sinonimos/complicado

extracto, para ello se emple6 el método dado por la Organizacion para la

Cooperacion Econémica y Desarrollo (OECD), donde la evaluacion de la toxicidad

aguda se desarrollé en ratones Mus musculus por el método de clases toxicas

agudas, este ensayo nos brindara el potencial toxico que tiene un compuesto o

sustancia y de qué manera es la interacciéon con el individuo’. Esta investigacion

tiene como uno de sus objetivos evaluar y determinar los signos de toxicidad que
se manifiestan después de la inoculacion de una Unica dosis del extracto en
estudio®. La investigacion tiene como fin evaluar la toxicidad aguda del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte” una

planta muy utilizado para fumigar y pescar, por las comunidades nativas y

comunidades campesinas del VRAEM ya que al darle uso a esta planta hay una

exposicion por parte de los nifios y adultos que se sumergen al agua contaminada
con el zumo de las hojas de esta planta para poder atrapar los peces, segun el

uso tradicional que le dan los pobladores de las comunidades nativas y

campesinas del VRAEM es una planta toxica para animales de sangre fria debido

a que les causa la muerte y hasta que no se realice una investigacion que pueda

descartar la toxicidad aguda de esta planta en seres vivos de sangre caliente no

se puede seguir exponiendo, es por eso que se desarrolla esta investigacion. Los
objetivos de la investigacion son:

Objetivo general.

Evaluar la toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico de hojas de Phyllanthus

acuminatus Vahl “cube de monte”.

Objetivos especificos:

e Identificar los metabolitos secundarios presente en el extracto hidroalcohdlico
de hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”.

e Evaluar los signos de toxicidad en ratones Mus musculus, a causa de la
toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico de hojas de Phyllanthus
acuminatus Vahl “cube de monte”.

e Determinar la dosis letal 50 (DLsg) del extracto hidroalcohélico de hojas de

Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”.



II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion.

Simbad et al®, desarrollaron un estudié “Evaluacion de toxicidad aguda y subaguda
de Euphorbia lateriflora (Schum y Thonn) en ratas Wistar Albino”. El objetivo fue
determinar la toxicidad del extracto etandlico de la planta Euphorbia lateriflora en
ratas Albino Wistar. Este estudio se desarroll6 con una Unica administracion de la
dosis alta de 5000 mg / kg. Los resultados mostraron que la DL50 del extracto fue
superior a 5000 mg / kg. Después de 7 dias de administracion oral, 5000 mg / kg
del extracto provocaron una disminucién significativa en el volumen celular (p
<0,05). A5000 mg / kg P.C., el extracto provocéd un aumento significativo de ALP,
proteina total y albimina (p <0,05) y una disminucién de los electrolitos séricos
(Na*, k* y CI). El analisis histopatolégico mostr6 que en el grupo alimentado con
extracto de Euphorbia lateriflora a 5000 mg / kg, el espacio fibroso del higado se
expandio y la base glomerular del rifion se engroso. En conclusion, la toxicidad
selectiva para 6rganos dependiente de la dosis y dependiente del tiempo de este
extracto puede ser relativamente insegura para el consumo en concentraciones

particularmente altas.

Mazo'°, desarrolld la investigacién “Efecto tdxico y residual del barbasco
(Lonchocarpus utilis) en la mosca doméstica (musca domestica)’, el objetivo fue
determinar el efecto toxico del Lonchocarpus utilis (Barbasco) en Musca
domestica (mosca doméstica). La variable involucrada en los efectos téxicos
fatales evaluados es la mortalidad. El efecto toxico fue valorado a través del tiempo
de pupacion. El tratamiento se hizo en parcelas divididas donde estas parcelas se
escogieron al azar. Los datos de mortalidad fueron de 86% para larvas y 70% de
mosca doméstica adultos, ademas en el efecto residual los valores obtenidos en
este tratamiento fueron 14% de pupacion, tamafios de pupa de 4 mm y un inicio
de pupacion 72 horas mas tarde que el inicio en el tratamiento control. En

conclusion el extracto de barbasco a una dosis de 10 % administrado a larvas y a



los adultos de mosca domestica produce un efecto toxico letal, de esta manera se

contribuye una alternativa viable para poder controlar las plagas.

Olubunm et al*!, desarrollaron un estudié “Toxicidad aguda acuosa del extracto de
la hoja de Euphorbia heterophylla L. En ratas Sprague Dawley”. El objetivo fue
evaluar la toxicidad aguda del extracto acuoso de hoja de Euphorbia heterophylla.
Se utilizo el procedimiento de las directrices 423 de la (OCDE), en los resultados
se observaron una disminucion significativa en el incremento porcentual del peso
corporal de las ratas que recibieron 50 mg / kg, 150 mg / kg y 300 mg / kg en
cualquiera de las semanas de tratamiento, sin embargo no hubo cambios
significativos. El peso relativo del higado, rifion y cerebro aumentd
significativamente (p <0,05) especialmente a 2000 mg / kg. También hubo un
aumento significativo en el hematocrito (HCT) y la hemoglobina (HB) a 50 mg / kg
(p <0,05) y 150 mg / kg (p <0,001). Sin embargo, los glébulos rojos (RBC) (p
<0,05), las plaquetas (PLT) (p <0,001) y los glébulos blancos (WBC) (p <0,05)
presento una disminucion significativa a 2000 mg / kg. Hubo una elevacion
significativa en las enzimas aspartato transaminasa (AST), alanina transaminasa
(ALT) o fosfatasa alcalina (ALP) a 50 mg / kg, 300 mg / kg y 2000 mg / kg. Ademas,
EHL (Euphorbia heterophylla L) causé inflamacién leve o congestidn portal en
todos los grupos de tratamiento en conclusién la especie Euphorbia heterophylla
L es tdxica a la dosis de 2000 mg /kg de peso.

Pereida et al?, desarrollaron la investigacion “Tamizaje fitoquimico de los
extractos alcoholicos, etéreos y acuosos de las hojas de la Trichilia hirta” en la
Universidad de Granma de Cuba, el objetivo fue evaluar la presencia de
metabolitos secundarios. Se emplearon técnicas simples, rapidas y selectivas, que
requieran pocos reactivos y equipamiento para la determinacion de cada
compuesto. En los resultados se muestra a los extractos de Trichilia hirta L.;
destacando la presencia de los diferentes metabolitos secundarios como
alcaloides, cumarinas, triterpenos, saponinas, quinonas, esteroides,
antacianidinas, flavonoides y azlcares reductores. Se confirmdé la presencia de
alcaloides que es el metabolito secundario al cual se le atribuye la propiedad como
repelente para diferentes acaros probados en estudios realizados para evaluar

dicha actividad.

Cala et al®, desarrollaron la investigacién “Caracterizacion de compuestos

fendlicos por electroforesis capilar de la especie Phyllanthus acuminatus



(Euphorbiaceae) y estudio de su actividad antioxidante”, Colombia, el objetivo
principal fue evaluar la actividad antioxidante utlizando el ensayo de
descoloramiento del radical DPPH. (2,2-Difenil-1-picrilhidracilo) y el contenido total
de fenoles por el método de Folin-Ciocalteau. De acuerdo a los valores de EC 50
(g extracto/mmol DPPH) en las tres sustancias que fueron analizadas
obteniéndose los siguientes resultados (Phyllanthus acuminatus 0,092 + 0,008
Vitamina E 0,117 + 0,003 y Trolox 0,061 + 0,001), segun estos datos obtenidos se
pudo observar que el extracto de la especie Phyllanthus acuminatus tiene una
mayor capacidad en comparacion de la vitamina E para capturar radicales libres,
pero se encuentra por debajo del Trolox. La cantidad total de fenoles encontrados
en esta especie, utilizando como referencia el equivalente de 4cido galico fue 4,30
+ 0,12 (mg fenoles/100 g de planta). A partir del espectro UV obtenido para cada
una de las sefiales presentes en el extracto etandlico de la especie Phyllanthus
acuminatus, esta evaluacion se realiz6 a una absorbancia de 228 — 238 nm,
particular de algunos compuestos fendélicos. En conclusion el extracto etandlico
de Phyllanthus acuminatus contiene una cantidad representativa de fenoles y una

alta capacidad para atrapar radicales libres.

Gracia et al®, desarrollaron la investigacion “Actividad antimicrobiana de
Phyllanthus acuminatus Vahl.” Colombia, con el objetivo de estudiar la actividad
antimicrobiana y antifingica del extracto etandlico de Phyllanthus acuminatus. Por
el método de difusibn en gel perforacion, en agar sabouraud-destrosa. Las
bacterias y los hongos para el ensayo fueron: Sarcina lutea, Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Streptococus faecalis, Streptococcus pneumonae, Bacillus
anthracis, B. cereus, Escherichia coli, Salmoneda typhy, Pseudomonas
aeruginosa y la levadura Candida albicans, Penicillium sp, Penicillium steki,
Aspergillus niger, Mucor sp, Aspergillus fumigatus, Fusarium oxisporium, Absidia
sp, Circinella sp, Zygorrinchus sp, Basidiobolus sp, Sandaria sp, alternativa sp,
Scopulariapsis sp. Aspergillus flavus y nistatina (250 pg/mL) como patrén y etanol
como control de solvente; y extractos (0,1 mL). El extracto etandlico no presentd
actividad contra las bacterias gram positivas, gram negativas ni contra la levadura.
Frente a los hongos, se observé que el extracto C (etanol del 95 %: extracto C)
presentd inhibicion frente a Penicillium sp, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus,
Fusarium oxysporium, Absidia sp, Circinella sp, Zygorrinchus sp, Basidiobolus y el
extracto D (1:10 extracto) inhibid el crecimiento de Aspergillus fumigatus vy

Zygorrinchus sp.



Quispe?3, desarroll6 la investigacion “Efecto antiespasmadico y toxicidad aguda
del extracto acuoso de las hojas del Solanum americanum Muller (Nushco)”,
Lima, con el objetivo fue evaluar el efecto antiespasmadico y toxicidad aguda del
extracto acuoso de las hojas. Se utiliz6 hojas de la especie Solanum americanum
Muller, en conejillos de indias y ratones. Se hizo una marcha fitoquimica, para
determinar los metabolitos secundarios. El método para evaluar el efecto
antiespasmaodico se efectué sobre el ileon de cobayo, para el estudio de la
motilidad gastrointestinal y toxicidad aguda se utilizé ratones albinos. En la
marcha fitoquimica se evidencio contenido de los siguientes metabolitos
secundarios como saponinas, aminoacidos, flavonoides, taninos y alcaloides.
Segun el método se trabajé con el ileon del cobayo (6rgano aislado) en el cual
se pudo observar una relajacion del 40 % a la dosificaciéon de histamina y
acetilcolina, unainhibicion de 60 % en motilidad gastrointestinal dosis dependiente,
la dosis de 500 mg/kg, fue igual al control positivo de atropina. No se evidencio
muerte en los ratones una vez administrado las dosis del extracto para el ensayo
de toxicidad aguda. En conclusion el extracto de la especie Solanum americanum
Muller tiene una actividad antiespasmédica en conejillos de indias y no produce
toxicidad aguda en ratones.

Pérez et al**, desarrollaron la investigacion “Evaluacién de la toxicidad aguda,
genotoxicidad y efecto teratogénico del extracto acuoso liofilizado de las semillas
de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi, Chocho) en ratas”, Cusco, con el objetivo de
determinar los efectos adversos que se podrian manifestar después de la
inoculacién por V.O. a través de una sonda orogastrica. Para los procedimientos
se utilizaron ratas albinas (hembra) de raza Holtzman, con un peso que va de
170 + 10 g. Los procedimientos utilizados fue descrito por Lorke para evaluar la
toxicidad aguda, para evaluar la genotoxicidad y teratogenicidad se utilizo la
OCDE N° 474 y 414. La evaluacion de la toxicidad aguda se desarroll6 con 16
ratas hembras, dichos animales se encontraron con un ayuno previo de 12 horas, las
ratas fueron divididas en 4 grupos.

Segun los resultados no se observo signos de toxicidad ni muerte, hasta las dosis
de 2000 y 5000 mg/Kg p.c. se evaluaron a las crias y los parametros fueron
namero, talla fetal, peso y malformaciones sin evidencias de teratogenicidad, en
comparacion con el grupo control, en conclusion el extracto no presenta
genotoxicidad ni teratogenicidad, la dosis letal media fue 3808 mg/Kg clasificado

como atoxica.



Silvero et al*®, desarrollaron un estudié “Toxicidad aguda de hojas de Xanthium
spinosum en ratones Balb/C. El objetivo fue analizar sobre el efecto toxico del
consumo de hojas de plantas maduras de Xanthium spinosum en ratones
BALB/c”. Para la investigacion se utilizé 35 ratones machos. Se preparé el
extracto a una concentracion de 6 %y 9 % (g/dL); se inoculo la concentracion de
6 % a tres grupos y la concentracion de 9 % también a tres grupos. Finalizado los
14 dias de evaluacion y observacion, se extrajeron muestras de sangre para
analizar en los laboratorios los valores bioquimicos de urea y transaminasas,
también se extrajeron dérganos para la evaluacion anatomo - patologicos. Los
resultados de los analisis de laboratorio presentaron diferencias significativas
(p=0,01) entre los valores de GOT (transaminasa glutamico-oxalacética) y las
diferentes dosis administradas. Las dosis evaluadas fueron valores altos al control;
en las dosis administradas, se evidencio diferencia entre 200 mg y 100 mg; 500
mg y 100 mg. Ademas, se determind correlacion entre la GOT y la dosis de 74 %;
GOT y concentracién de 66 %. En conclusidn el consumo del extracto de hojas

maduras de Xanthium spinosum puede ser toxico a nivel hepatico.

Orellana et al'®, realizaron un estudio “Toxicidad aguda de Aleurites Moluccana
por via oral en ratas Sprague-Dawley”. El objetivo fue determinar la toxicidad
aguda de la especie Aleurites moluccana mediante una administracion orogastrica
a las ratas Sprague-Dawley. La evaluacion de la toxicidad aguda oral segun lo
estipulado en el ensayo 423 de las directrices de la Organizacién Econémica para
el Comercio y Desarrollo (OECD). Como resultado no existieron diferencia
significativa en los pesos, ni en las variables bioquimicas entre los grupos
(Kruskal-Wallis, p>0,05). Los grupos Al y A2 presentaron signos clinicos de
toxicidad y la muerte de tres ratas; células hepaticas binucleadas y regenerativas
en el higado; y hemorragia glomerular en el rifion. En conclusion las variables
clinicas e histopatolégicas en higado y riidn demostraron que la Aleurites

moluccana produce toxicidad aguda.

Rojas et al*’, desarrollaron la investigacion “Evaluacién de la toxicidad del
extracto metandlico de hojas de Passiflora edulis Sims (maracuya), en ratas”,
Lima, con el objetivo de evaluar la toxicidad aguda del extracto metandlico de
hojas de Passiflora edulis Sims (maracuya), emplearon el método de dosis limite
durante los 28 dias de exposicibn, no se evidencio ningun signo toxico, el

comportamiento fisico fue normal, el extracto no produjo muertes ni pérdida de



peso corporal. No se evidencio alteraciones en los valores leucocitarios,
pudiéndose observar siempre las células normales de acuerdo con su desarrollo,
lo que corresponde a un comportamiento normal. Los datos conseguidos en los
indicadores hematologicos no mostro alteraciones significativas; las variaciones
encontradas estan dentro del rango establecido por el grupo control y por la
literatura especializada. Concluyendo que el extracto metanélico no presenta

toxicidad.

Tineo®, desarroll6 la investigacion “Toxicidad aguda y genotoxicidad del extracto
hidroalcohélico de los pseudobulbos de Odontoglossum bicolor Lindl “sacato” en
Mus musculus “raton”. Ayacucho 2018”, el objetivo principal fue determinar la
toxicidad aguda y genotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de los pseudobulbos
de Odontoglossum bicolor Lindl “sacato”. Para el estudio de la toxicidad aguda se
trabajo por el método de la dosis limite a 2000 mg / kg de p.c. y el efecto genotdxico
se desarrollé con la prueba de microndcleos en eritrocitos de mamiferos test N°
474 de la OECD. A las dosis de 200; 400; 800 mg/kg se utilizé NaCl al 0,9 % para
el grupo control y ciclofosfamida para inducir los micronucleos. Los metabolitos
secundarios presentes fueron: flavonoides, catequinas, compuestos fendlicos,
taninos y saponinas. En el ensayo de toxicidad aguda los resultados mostraron
inocuidad del extracto al no observarse sintomas de manifestacion toxica ni
alteracion en el desarrollo del peso corporal, ubicandose la (DLsg) por encima de
2000 mg/kg y clasificandose en el rango de la toxicidad como categoria 5, en los
estudios de genotoxicidad no hubo variacion estadistica en comparacion con el
control negativo del porcentaje de microndcleos en sangre periférica (p <0,05).
Concluyéndose que el extracto hidroalcohdlico de los pseudobulbos de
Odontoglossum bicolor Lindl “sacato” no presenta toxicidad aguda ni

genotoxicidad en ratones.

Aquino®®, Desarrollé la investigacion “Toxicidad aguda y genotoxicidad del
extracto hidroalcohdlico de Chuquiraga spinosa (R. & P.). Don. “huamanpinta”,
Ayacucho 2017”, con el objetivo de evaluar la genotoxicidad inducida en ratones
por la administracion repetida del extracto hidroalcohélico de Chuquiraga
spinosa, mediante el test de micronicleos descrita por la OECD 474.
Obteniéndose como resultado que la mediana del numero de microndcleos en
los grupos con anestésicos locales expuestos durante uno o 5 dias vari6é de 0 a

1; al grupo que se administré la ciclofosfamida fue de 10, en el grupo control



negativo y quinto dia fue de 1 y 0 respectivamente (p< 0,0001). En conclusién no
se observo ningun efecto de genotoxicidad tras la exposicion repetitiva al extracto
hidroalcohélico de Chuquiraga spinosa.

Rivadeneira et al®, desarrollaron una investigacion “Toxicidad aguda del
extracto hidroalcohdlico de la planta Chuquiraga jussieui, administrado via
oral en ratas”, Ayacucho, con el objetivo de evaluar toxicidad aguda por
inoculacion orogastrica a dosis Unica del extracto hidroalcohdlico de la especie
Chuquiraga jussieui. La investigacion se desarrollé en ratas y se utilizé el método
de dosis fija OECD 423. El extracto se inoculo por la via orogastrica solo una dosis
de 2000 mg/kg en un volumen de 20 mL/kg de peso corporal. No se evidencio
signos de toxicidad durante los 14 dias después de la administracion. Las ratas
obtuvieron ganancia de peso. No se manifestaron lesiones macroscopicas
anatomicas ni patolégicas en los animales administrados con el extracto
hidroalcohdlico en estudio. El extracto hidroalcohélico concentrado de la especie
Chuquiraga jussieui se catalogé como No Clasificado segun la metodologia de la
OMS y como Categoria 5 por la GHS, OECD, en conclusién el extracto

hidroalcohélico no produce toxicidad aguda via oral.

Avila et al?*, desarrollaron la investigacion “Evaluacion de la toxicidad aguda a
dosis fijas del extracto de Werneria Dactylophylla (Pupusa)”, con el objetivo de
estudiar la toxicidad aguda para ello se emple6 el método de dosis fijas, usando
la dosis limite de 2000 mg/Kg y 5000 mg/Kg, con una evaluacién constante de
14 dias. Los animales escogidos fueron ratones Swiss albinos hembras con un
peso dentro de los 18 y 20 g. EI método y el disefio experimental se desarrollaron
por la norma EPA (Agencia de Proteccibn Ambiental) OECD 425 (Organizacion
Econdmica para el Comercio y Desarrollo), para la aplicacion del método de las
Clases de Toxicidad Aguda (CTA). Los resultados nos muestran que la planta es
totalmente inocua al no evidenciarse signos y sintomas de toxicidad y no se

manifestd ninguna alteracion macroscopica 6rganos evaluados.



2.2. Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”.

2.2.1. Clasificacion taxondmica segun el sistema de Cronquist. A. 1988.

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN ; EUPHORBIALES

FAMILIA : EUPHORBIACEAE

GENERO : Phyllanthus

ESPECIE : Phyllanthus acuminatus Vahl
N.V. : ‘cube de monte”

Constancia otorgada por la Blga. LAURA AUCASIME MEDINA especialista en
taxonomia y sistemética de plantas, por lo que me otorgd una Constancia de
Acreditacion. (Anexo 1)

2.2.2. Descripcion botanica.

Es una plata del tipo arbustivo, alcanza 2- 8 m de alto, hojas compuestas,
deciduas, nervios principales ligeramente prominentes, estipulas, flores
estaminadas, anteras con dehiscencia horizontal, ovario liso, fruto tipo capsula?2.
2.2.3. Habitat y distribucion geografica.

Nativa de Colombia, crece en Centroamérica, las Antillas y Sudamérica entre 0-
1800 msnm en valles, en climas calidos y templados, en ambientes secos y
humedos. Crece de forma aislada, hay épocas en que no se encuentran plantas.

Presenta defoliacion en el verano, lo que dificulta su recoleccion en esta época?.

10


https://es.wikipedia.org/wiki/Centroam%C3%A9rica
https://es.wikipedia.org/wiki/Antillas
https://es.wikipedia.org/wiki/Sudam%C3%A9rica

Figura 1. Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte” en su habitat natural.

2.2.4. Composicion quimica.
Los andlisis fitoquimicos de identificacion realizados a la especie Phyllanthus
acuminatus Vahl indican la composicion de metabolitos secundarios como:
flavonoides, lactonas terpénicas, taninos, antraquinonas, esteroides y/o
triterpeniodes libres®.
2.2.5. Uso tradicional.

¢ Tradicionalmente utilizado para’barbasquear”peces y fumigar.
2.3. Toxicidad.
La toxicidad es una medida de la dosis necesaria de una sustancia en particular
para dafiar un organismo vivo. Una sustancia se vuelve toxica a la dosis que
comienza a dafiar un organismo. Contrariamente a la creencia popular, todas las

sustancias tienen cierta toxicidad. Incluso el agua y el oxigeno son peligrosos para
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los organismos en determinadas concentraciones. Ademas, diferentes especies
experimentan las toxinas de diferentes maneras. La toxicidad de una determinada
sustancia, como el azufre, por ejemplo, variara segun la especie. Para los
humanos, grandes dosis de azufre son fatales. Sin embargo, para los organismos
gue viven en el calor de los respiraderos volcanicos en el fondo del océano, el
azufre es un nutriente necesario y bienvenido.
La toxicidad esta determinada por las reacciones de un organismo a varias dosis
de una sustancia quimica. La dosis letal se determina mediante una prueba en la
gue se dosifica a los organismos con la sustancia quimica en cuestion. La dosis
gue mata a la mitad de la poblacién se considera la dosis letal. Esto se conoce
como DL50 prueba, y solia ser una medida estandar de toxicidad?.
2.3.1. Toxicidad aguda.
La toxicidad aguda describe los efectos adversos de una sustancia que resultan
de una sola exposicién o de multiples exposiciones en un periodo corto de tiempo
(generalmente menos de 24 horas). Las pruebas de toxicidad aguda en animales
(es decir, ratas) utilizan la mortalidad como el criterio de valoracién principal de
observacion para obtener una DLsy 0 CLs.
Los estudios de toxicidad aguda suelen incluir 3 vias: oral, dérmica e inhalatoria.
Un descriptor de dosis-respuesta comun para la toxicidad aguda es el LDso (dosis
letal 50%). Esta es una dosis derivada estadisticamente a la que se espera que
muera el 50% de los individuos. Para la toxicidad por inhalacion, las
concentraciones de aire se utilizan para los valores de exposicion. Por tanto, se
utiliza la CL50 (concentracion letal 50%).
Las unidades de LD50 y LC50 se enumeran a continuacion:
e DL50: mg / kg / pc. mg / kg pc representa mg de sustancia por kg de peso
corporal administrados por dia.
e LC50: mg / L es la concentracion en aire estimada de una sustancia
administrada por via inhalatoria.
Cabe sefalar que la DL50 / CL50 de los estudios de toxicidad aguda se utilizan
principalmente para la clasificacion de toxicidad aguda del SGA, la evaluacion
cualitativa delriesgo y la eleccién de las dosis para las investigaciones de toxicidad
por dosis repetidas. No se pueden utilizar para derivar el nivel de efecto adverso

no observado?®*.
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2.3.2. Toxicidad crénica.

La toxicidad crénica es la capacidad que tiene un compuesto 0 una sustancia o
mezcla de sustancias para causar efectos nocivos durante un periodo
prolongado, generalmente tras una exposicioén repetida o continua, que a veces
dura toda la vida del organismo expuesto?.

2.3.3. Toxicologia experimental.

“‘Es una rama de la Toxicologia que se encarga de la investigacion o
experimentacion con modelos bioldgicos, es decir, tienden a utilizar un modelo
cientifico de ensayo y error, aplicando las sustancias sobre los seres vivos 0
tejidos procedentes de”ellos?.

Tabla 1. Clasificacion de toxicidad aguda definidos por SGA'.

Categoria de Rango de toxicidad aguda Indicacion de peligro — Oral
clasificacion DL50 (mg/Kg de peso

corporal)
Categoria 1 0-5 Mortal en caso de ingestién
Categoria 2 5-50 Mortal en caso de ingestion
Categoria 3 50 - 300 Téxico en caso de ingestion
Categoria 4 300 - 2000 Nocivo en caso de ingestién
Categoria 5 2000 - 5000 No clasificado

2.4. Método para evaluar la toxicidad aguda.

2.4.1. Clases toxicas agudas (CTA)%.

Es un método “alternativo” en terreno de la toxicologia experimental, es nueva y
coincide con la prohibicibn de uso indiscriminado de animales de prueba o
experimentacion, esta ciencia tenia la necesidad de corregir la valoracion
toxicoldgica, dado que en oportunidades solo quedaba en la descripcién del
perjuicio, que proporcionan los métodos tradicionales. Estos procedimientos
alternos tienen como objetivo eludir la repeticién innecesaria de ensayos; este
método tiene la finalidad de agrandar su efectividad y disminuir a lo mas minimo
el suplicio y el nimero de animales empleados. El resultado sera sin dudas un
avance hacia procedimientos mas humanos y contrastados cientificamente que
los actuales. Una de las opciones aparecidas es el método de las CTA; en este
método tan solo se utiliza 3 animales del mismo sexo por dosis, es un método que
se aplica por etapas y permite seleccionar los compuestos dentro del rango de
toxicidad y verificar los valores de Dlsy, obtenidos por el procedimiento

convencional®.
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Principios basicos de las tres erres:
o Reemplazar
e Refinar

e Reducir

2.5 Definicién de términos basicos.

2.5.1 Dosis mortal media o dosis letal media (DL5so).

Dosis de sustancia que produce letalidad al 50 % de animales experimentados.
Una poblacion minima de 10 ejemplares permite evaluar su potencial téxico. En
la (DLso) se consideran los efectos observados (signos, sintomas de toxicidad,
efectos toxicos y hallazgos patolégicos). Después de la administracion los
animales son evaluados por un periodo de 14 dias, son sacrificados y autopsiados
una vez culminada la investigacion, para evaluar efectos adversos en los 6rganos,
por examen macroscopico y microscopico. La dosis letal media se expresa en
(mg/kg)?.

2.5.2 Efectos adversos.

Disminucién de los valores normales de las funciones vitales y anatémicas de un
individuo. Es un resultado dafiino o anormal, a causa de una administracion de

un medicamento o por la exposicién a una sustancia quimica®.

2.5.3 Efectos toxicos.

Es la alteracion del equilibrio fisiol6gico, "exageraciéon de los efectos terapéuticos"

(los cardiotonicos digitales pueden provocar un paro cardiaco) o "efectos no

terapéuticos" (los antibioticos aminoglucésidos tienen efectos neurotoxicos y

nefrotdxicos a través de mecanismos distintos de su actividad). Los efectos toxicos

solo deben ocurrir en el entorno experimental y no deben ocurrir en el uso clinico

normal. Pueden ser de los siguientes tipos:

e Reversible. El efecto téxico tiende a desaparecer después de un corto
periodo de tiempo.

e Irreversible. El efecto no se ausenta con el pasar del tiempo. El efecto se
mantiene incluso cuando el téxico se elimine?’.

2.5.4 Tamizaje fitoquimico.

El tamizaje o screening fitoquimico es la etapa inicial del estudio fitoquimico, el

cual nos permite determinar cualitativamente los principales metabolitos

secundarios presentes en el recurso vegetal y desde de alli, conducir a la

extraccion de los extractos para la separacion de los grupos de mayor interés?.
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2.5.5 Metabolitos secundarios.

Son compuestos relativamente complejos. Por lo general, no interfieren con las
funciones fisiologicas de las plantas. Y generalmente se consideran un lujo entre
ellos. La funcién metabdlica con la que interfieren aiin no se ha descubierto?®,

El estudio de los componentes quimicos se llama fitoquimica. Debe realizar
pruebas cualitativas para comprender los metabolitos activos de una droga.
También se deben realizar pruebas para caracterizar y evaluar los principios
actuales?.

2.5.6 Extracto.

Es un compuesto obtenido a través de una extraccion de una parte de un recurso
vegetal, usando disolventes como alcohol etilico, agua u otros. Los extractos
pueden mercantilizarse en forma de polvo o como tinturas?,

2.5.7 Extraccioén con solventes.

Es un método que consiste en colocar la muestra con uno o varios solventes
capaces de solubilizar los metabolitos secundarios. Los metabolitos secundarios
presentes en la muestra deben pasar al solvente y concentrarse para obtener un
extracto liquido. Luego este extracto liquido tiende a concentrase gracias a la
eliminacion del disolvente. Este tipo de extraccién con solventes es el método
utilizado con mas frecuencia para obtener los diferentes principios activos y
metabolitos secundarios?.

2.5.8 Rotenona.

Rotenona es considerado un pesticida e insecticida natural, que es extraido a
través de una maceracion con solventes organicos e inorganicos a partir de las
raices de la especie Lonchocarpus nicou. La Rotenona, es un insecticida natural
selectivo por contacto, no sistémico con actividades acaricidas y parasiticidas®.
Sus propiedades insecticidas fueron descubiertas desde el siglo XIX. Desde
entonces fue comercializada, se usa la resina para la preparacion de
concentrados liquidos o formulaciones tipo polvos u otros vehiculos. También, las
raices del barbasco, se pulverizan y mezclan con un vehiculo para elaborar una
formula en polvo®..

2.5.9 Toxicidad.

Capacidad que tiene un sustancia o agente quimico para producir efecto dafino
a un individuo, esto depende de la dosis o cantidad de sustancia administrada y
absorbida, la via de administracion y su distribucion en el tiempo ya sea a causa

de una unica dosis o varias, severidad y tipo del dafio, tiempo necesario para
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producir el dafo, la naturaleza del organismo afectado y otras condiciones
intervinientes®.

2.5.10 Toxicidad aguda.

Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos dentro de un corto
plazo de tiempo (usualmente hasta 14 dias) después de la administracién de una
dosis Unica (o una exposicién dada) o tras dosis (0 exposiciones multiples) en 24
h2,

2.5.11 Toéxico.

Sustancia quimica que es capaz de producir un efecto nocivo en la salud de un
individuo. Todas las sustancias quimicas son tdxicas, debido a que el efecto de la
sustancia depende de la dosis y de las condiciones individuales?3.

2.5.12 Dosis.

Dosis es una palabra que es utilizada para explicar que cantidad de una sustancia
sera administrado o inyectado en un individuo durante un tiempo determinado,
puede indicarse de multiples formas, los mas comunes son cantidad del agente
guimico por peso del individuo dado por Unica vez (g/kg) o repetida diariamente
(g/kg/dia). Un total de dosis diaria puede ser dividida en varias dosis
administradas en intervalos especificos (g/Kg/6hr)?3,

2.5.13 Efecto.

Cualquier cambio producido o adquirido a causa de una sustancia quimica sobre
un sistema biolégico concreto?,

2.5.14 Xenobioticos.

Son aquellos compuestos quimicos que componen la estructura de un organismo
vivo, pero tienen la capacidad de acoplarse a las diferentes rutas metabdlicas
generando algun efecto sobre los seres vivos. Entre estos compuestos
encontramos (compuestos industriales, quimicos, farmacos, pesticidas, metales
pesados, cosméticos, contaminantes, aditivos, micotoxinas, alcaloides etc.) %°.
2.5.15 Control.

Grupo o individuo seleccionado para utilizarlo como referencia para un
determinado estudio por sus caracteristicas especificas, como edad, sexo, raza,

estatus econémico, etc. Dicho término esta relacionado con patrén o estandar?.

16



2.6. Programa "BASIC" para el célculo de DLso por el método de Probits

El programa BASIC, estd disefiado para determinar el valor de la DLso de
sustancias toxicas empleando el método de conversion en Probits. Para realizar
dicho calculo en el programa, el operador proporciona las dosis de las sustancias
téxicas utilizado en la investigacion toxicolégica, la cantidad de animales
utilizados en cada dosis, y la cantidad de animales que murieron con

dicha dosis®.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién del trabajo de investigacién
Esta investigacion se desarrollé en los laboratorios de Farmacia de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga.
3.2. Definicion de la poblacién y muestra
3.2.1 Poblacién vegetal
Hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”. La recoleccién de la
muestra vegetal se dio por conveniencia, a las horas de la mafana (6 am).
3.2.2. Muestra vegetal
750 g de hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte” pulverizado.
e Criterios de inclusion:

o Hojas fueron recolectadas en buen estado sin presencia de hongos.

o Hojas deben tener una longitud mayor a 1 cm de largo.
e Criterios de exclusion:

o Hojas contaminadas y con presencia de hongos.

o Hojas pequefas con un tamafio menor a 1 cm.
3.2.3. Poblacién animal
Para este estudio se utilizaron ratones, ambos sexos, con pesos entre 25 a 35 g.
3.2.4. Muestra animal
Se usaron 50 ratones Mus musculus, machos y hembras.
e Criterios de inclusion:

o Ratones Mus musculus jévenes, adultos y sanos.

o Ratones Mus musculus ambos sexos con peso =25 g p.c.
e Criterios de exclusion:

o Ratones Mus musculus con signos evidentes de enfermedad.

o Ratones Mus musculus ya utilizados en anteriores investigaciones.

o Ratones Mus musculus ambos sexos con pesos menores a 25 g.
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3.3. Tipo de investigacion
e Basico - Experimental

3.3.1. Disefio de investigacion®.
Es un disefio con postprueba Unicamente y grupo control®,
El disefio incluye cuatro grupos de los cuales tres recibieron las diferentes dosis
de la investigacién y un grupo fue el control al cual no se le administré ninguna
dosis. Una vez concluida la manipulacion, a los grupos tanto experimental como
control se realiz6 la medicién en la variable dependiente. Para esta investigacion
se utilizaron tres dosis del extracto de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de
monte” para evaluar la toxicidad aguda.

Ge X @]

Gc - @)
Donde:
Ge: Grupo experimental
Gc: Grupo control
X: Tratamientos
Hi: El extracto hidroalcohdlico de hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de
monte” presenta toxicidad aguda.
Ho: El extracto hidroalcohdlico de hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de
monte” no presenta toxicidad aguda.
3.4. Metodologia y recoleccion de datos
3.4.1. Recoleccién de la muestra
Se recolecté las hojas en el centro poblado Chirumpiari, distrito Kimbiri provincia
La Convencion, departamento Cusco, en horas de la mafiana. Se eligieron las
hojas en buen estado, se transportd en bolsas de papel para evitar que se
descompongan y luego pasaron a un secado en una sombra bien ventilada
durante 10 dias con buena limpieza y siempre extiéndalas para evitar que se
descompongan. Una parte de la muestra vegetal fue llevada para la clasificacion
taxondmica a la Blga. LAURA AUCASIME MEDINA especialista en taxonomia y

sistemética de plantas, por lo que me otorg6 una Constancia de Acreditacion.
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3.4.2. Obtencién de extracto hidroalcohélico de hojas Phyllanthus
acuminatus Vahl “cube de monte”

Se pesaron 750 g de hojas secas trituradas, se colocaron en un frasco de vidrio
ambar para la maceracién con 3 L de alcohol al 80 %, se dej6 1 semana en
maceracion con agitacion constante. Pasados los 7 dias de maceracion se pasoé
a filtrar y obtener la solucién hidroalcohdlica el cual fue concentrado en bafio Maria
a 45 °C, secado en la estufa a 45 °C y guardados en frasco para su posterior
analisis.

3.4.3. Rendimiento de los procesos de extraccion del extracto
hidroalcohdlico de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”.

El calculo del porcentaje de rendimiento se realiz6 con la siguiente formula.

n=MEXT./M° x 100 %

n 1 % Rendimiento del extracto
Mexr : Peso del extracto seco
Me° : Peso inicial

100 %: Factor matematico para los calculos.

3.4.4. Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdélico de hojas de
Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”.

Se realizé una identificacién fitoquimica cualitativa al extracto adquirido de la
planta en estudio, para identificar la presencia de los metabolitos secundarios. Las
reacciones de identificacién se desarrollaron siguiendo la metodologia propuesta
por Miranda y Cuellar®®,

e Ensayo de cloruro férrico: permite identificar cualitativamente si el extracto
contiene fenoles y/o taninos en un extracto vegetal. A la alicuota del extracto
hidroalcohdlico se le adicioné 3 gotas de solucion de tricloruro férrico al 5 %
en solucioén salina fisiolégica.

e Ensayo de Shinoda: permite reconocer la presencia de flavonoides, para ello
la alicuota se agregé 1 mL de acido clorhidrico concentrado y cinta de
magnesio metalico.

e Reaccién de hidroxido de sodio al 10 %: permite identificar la presencia de
flavonoides, para ello se adicioné a la alicuota 3 gotas de hidréxido de sodio,
si hay una formacion de una coloracién amarillo a rojo indica la presencia de

xantonas.
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Ensayo de Baljet: permite reconocer en un extracto la presencia de
compuestos con agrupamiento lactdnico, en particular cumarinas. Para ello
se adicion6 1 mL del reactivo de Baljet.

Ensayo de Draguendorff: permite identificar cualitativamente si el extracto
contiene alcaloides, para el cual, se le afiadié 2 gotas de &cido clorhidrico
concentrado, se calentdé suavemente y se dejé enfriar hasta acidez,
posteriormente se afiadié 4 gotas del reactivo Draguendorff.

Ensayo de Mayer: permite identificar cualitativamente si el extracto contiene
alcaloides, para ello, se le afiadi6 2 gotas de HCl), se calento ligeramente y
se dejo enfriar, posteriormente se agregé 3 gotas del reactivo Mayer.
Ensayo de Wagner: permite identificar cualitativamente si el extracto contiene
alcaloides, para ello, se le afiadié 2 gotas de HCl), se calento ligeramente y
se dej6 enfriar, posteriormente se agrego 4 gotas del reactivo Wagner.
Ensayo de Kedde: permite identificar cualitativamente si el extracto contiene
glicésidos cardiotdnicos, a la alicuota del extracto hidroalcohdlico se le afiadié
1 mL de reactivo Kedde.

Ensayo de Grignard: permite identificar cualitativamente si el extracto
contiene glicésidos cianogenéticos. Para ello se preparé un papel de filtro de
picrato de sodio sumergido. Se prepar6 una muestra del extracto al 5 %
aproximadamente al cual se le afiadié 1 mL de cloroformo al cual se le inserto
el papel de filtro sumergido en picrato sddico el cual se calenté a 35 °C por 3
horas.

Ensayo de Lieberman - Burchard: permite identificar cualitativamente si el
extracto contiene triterpenos y/o esteroides. Para el cual se evapord una
alicuota del extracto en bafio maria y el resto se disolvi6 en 1 mL de
cloroformo, se agregé 1 mL de anhidrido acético, se homogenizé y finalmente
se afiadi6 3 gotas de acido sulfurico concentrado por las paredes del tubo de
ensayo.

Ensayo de Fehling: permite identificar cualitativamente si el extracto contiene
azucares reductores para ello, se utilizé una alicuota de 2 mL del extracto
disuelto en agua al cual se le agregd 2 mL del reactivo y se pasoé a calent6 en
bafio Maria 5 a 10 minutos la mezcla.

Ensayo de Benedict: permite identificar cualitativamente si el extracto

contiene azucares reductores para ello se pipeteo en un tubo de ensayo 5 mL
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de reactivo de Benedict, se paso a calentar a ebullicion luego se afiadié 1 mL
de la solucién de azucar, se disolvié bien y se volvié a calentar a ebullicion.
Ensayo de espuma: permite identificar cualitativamente si el extracto contiene
saponinas, para el cual se diluyé la alicuota con 5 veces su volumen en agua
y se agité la mezcla fuertemente durante 8 minutos.

Prueba del a naftol: permite reconocer en un extracto la presencia de
saponinas, para ello se colocé una pequefia cantidad de extracto alcohdlico
seco y se afiadié 2 mL de etanol y 2 gotas de solucion 0,1 % de a - naftol
adicionandose por la pared del tubo de ensayo 2 mL de acido sulftrico (c). La
reaccibn es positiva cuando en la interfase se forme un anillo de
color violeta®®.

Ensayo de rotenona: permite identificar cualitativamente la presencia de
rotenona en un extracto. Para ello se mezcld el extracto seco en una
disolucién acetonica se le agrego nitrito sédico y después acido sulfarico®’.
Ensayo de la ninhidrina: permite identificar cualitativamente si el extracto
hidroalcohdlico presenta aminoacidos libres o aminas. Para ello se
mezclé alicuota del extracto en alcohol, se mezclé con 2 mL de soluciéon de

ninhidrina. La mezcla se calenté 5 — 10 min en bafio de agua.

3.4.5. Determinacion de la toxicidad aguda oral por el método de clases

toxicas.

3.45.1. Toxicidad aguda del extracto hidroalcohélico de Phyllanthus

acuminatus Vahl “cube de monte”.

Para poder determinar la toxicidad aguda se trabajé con el método de las clases

toxicas agudas, descrito por la normativa N° 423 de la OECD (OECD Guideline

For Testing of Chemical «Acute Oral Toxicity Acute Toxic Class Method» N° 423

Adaptada, 20 de diciembre, 2001), con algunas modificaciones.

Se empled 24 ratones los cuales fueron y alojados con libre acceso a agua 'y
alimento con temperatura ambiental entre 18 - 22 °C y 50 - 60 % de humedad
con 12 horas de luz/oscuridad. Posteriormente, los animales fueron
sometidos a ayuno con libre acceso a agua ocho horas antes del ensayo.

Luego los ratones fueron agrupados aleatoriamente. Después se procedié a
administrar al grupo experimental el extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”, utilizando una sonda
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intragastrica. Al grupo control se le inocul6 0,5 mL de NaCl 0,9 %, el estudio

se dio por fases:

o Primerafase: Se realiz6 con ratones Mus musculus, sexo macho, con 25
g p.c. aproximadamente a la dosis de 2000 mg/Kg p.c., 200 mg/Kg p.c.,
25 mg/Kg p.c y el grupo control.

o Segunda fase: Se realizé con ratones Mus musculus, sexo hembra, con
25 g p.c. aproximadamente a la dosis de 2000 mg/Kg p.c., 200 mg/Kg p.c.,
25 mg/Kg p.c y el grupo control.

Los ratones utilizados en la investigacion fueron sometidos a ayuno de 8 horas
antes de la administracion del extracto hidroalcohdlico y una vez culminada la
administracién se volvi6 a alimentarlos pasados las 2 horas. El volumen a
administrar fue 2 mL/100 g de peso corporal®.
3.4.5.2. Observaciones generales
Se hizo la evaluacion de los signos de toxicidad con mucha cautela por lo menos
dos veces al dia, o con mayor frecuencia dependiendo de la respuesta que dieron
los animales sometidos al estudio, posteriormente al menos una vez al dia. Los
animales que mostraron mucho dolor, moribundos y con signos de sufrimiento
fueron sacrificados de manera compasiva estos animales sacrificados fueron
considerados muertos durante la prueba.
Estos animales fueron estudiados, observados y analizados durante 14 dias.
Dentro de los andlisis se incluyé cambios de la piel y del pelaje, ojos y mucosas,
y también de los sistemas respiratorios y nervioso (autbnomo y central), actividad
somato motriz y comportamiento. Prestandose una observacion cautelosa y
especial a los signos como convulsiones, temblores, letargo, salivacion, suefio,
diarrea y coma®.
SNC?*
e Actividad motora aumentada (excitacién, mania), indica una actividad
adrenérgica.
e Actividad motora disminuida (somnolencia, coma), indica una actividad
depresora del Sistema nervioso central.
e Pérdida reflejo enderezamiento, indica una actividad depresora del
Sistema nervioso central.
e Temblores en el cuerpo, indica una actividad colinérgica.

e Convulsiones, indica una actividad excitatoria extrema en SNC.
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Ojos®
e Lacrimacion, indica una actividad parasimpatica.
Orejas®
e Hiperemia, indica una actividad vasodilatadora por posible actividad
simpaticolitica.
Efectos generales®
e Cianosis, indica falta de oxigeno en la sangre
e Ereccion de la cola, efecto analgésico.
e Piloereccién puede ser por compensacion a bajas temperaturas o actividad
simpaticomimética.
¢ Diarrea. indicativo de actividad muscarinica y efecto laxante
Efectos subjetivos®®
e Agresividad
e Temor
3.4.5.3. Peso corporal.
Los animales fueron pesados antes de la inoculaciéon de extracto, a los 7 dias y
14 dias. Se calcularon y registraron la variacién de peso corporal. Al finalizar el
ensayo, los animales sobrevivientes se pesaron antes de sacrificarse de manera

compasiva®.

3.4.6. Determinacion de la dosis letal media (DL5so).

Para calcular la DLso del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Phyllanthus

acuminatus Vahl “cube de monte”, se utilizé el programa BASIC, el cual nos exige

tres dosis que produzcan muerte en los ratones mus musculus como minimo.

e Se conformé 3 grupos con 6 ratones cada uno (3 ratones macho y 3 ratones
hembra)

e Se administré las dosis de 500 mg/kg, 1000 mg/kg y 1500 mg/kg de peso
corporal

e Observar que se produzca muerte en estos 3 grupos.

3.5. ANALISIS DE DATOS

Los andlisis de datos se realizaron con el programa estadistico SPSS, asimismo,

los programas Word y Excel.
Los datos fueron agrupados y presentados en tablas, expresados en registros

fotograficos y figuras que explican mejor los hallazgos. La toxicidad aguda se
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analizé a través del paquete estadistico SPSS version 22, utilizando la prueba
estadistica de ANOVA para ver la variabilidad de peso en el tiempo y la prueba de
Dunnett para realizar las comparaciones mdultiples. Se trabajé con un nivel de
significancia de 95 % y un margen de error de 5 %, siendo a = 0,05.la dosis letal

media se calcul6 con el programa BASIC.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2. Porcentaje de rendimiento del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”. Ayacucho 2019.

Nombre Parte Cantidad de Peso Rendimiento
Cientifico Utilizada  muestra seca (Q) extracto (g) (%)
Phyllanthus )
Hojas 750 90,3 12,04

acuminatus Vahl.

En la tabla 1 se muestra el porcentaje de rendimiento del extracto hidroalcohélico
de las hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”, obteniéndose 12,04
%.
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Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”. Ayacucho 2019.

Metabolitos Ensayo Resultado Observaciones
secundarios
Fenoles y/o Cloruro férrico +++ Formacién de una
. coloracion verde oscuro
taninos
Shinoda +++ Formacién de una
coloracion rojo ladrillo
Flavonoides Hidréxido de sodio +++ Formacion de una
coloracion amarillo-rojo
al 10 % )
oscuro
Cumarinas Baljet +++ Formacion de precipitado
rojo — marrén
Dragendorff + Formacion de una turbidez
definida
] Mayer + Formacion de una turbidez
Alcaloides definida
Wagner + Formacién de precipitado
COposo
Glicésidos Kedde + Formacién de una
loracion rojo — carmin
cardiotdénicos coloracion rojo —ca
Glicosidos Grignard +++ Formacién de una
. - coloraciéon marrén - negro
cianogenéticos
Triterpenos y Lieberman- +++ Formacién de una
. coloracion verde azul
Esteroides Burchard
. Fehling +++ Formacion de una
Azlcares o .
coloracion rojiza
reductores Benedict ++ Formacién de precipitado
rojizo
Espuma ++ Formacion de espuma
Saponinas Alfa naftol + Formacion de un anillo
violaceo
Rotenona Nitrito de sodio +++ Formacion de una
coloracion roja
Aminoé&cidos Ninhidrina +++ Formacién de una

coloracién azul violacea

LEYENDA:

+++ : Abundante/ intenso
++ : Regular/moderado

+ : Escaso/ leve



Tabla 4. Registro de signos de toxicidad en ratones. Ayacucho 2019.

. . Grupo control Extracto hidroalcohélico
Signos de toxicidad
SSF 25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
Disminucién actividad motora 0/6 0/6 0/6 6/6
Aumento de actividad motora 0/6 0/6 0/6 0/6
Perdida de reflejos de enderezamiento 0/6 0/6 0/6 4/6
Temblores 0/6 0/6 0/6 4/6
Fasciculaciones 0/6 0/6 0/6 4/6
Convulsiones 0/6 0/6 0/6 4/6
Ataxia 0/6 0/6 0/6 4/6
Taquipnea 0/6 0/6 0/6 4/6
Lacrimacién 0/6 0/6 0/6 4/6
Cianosis 0/6 0/6 0/6 4/6
Ereccion de la cola 0/6 0/6 1/6 2/6
Piloereccion 0/6 0/6 0/6 3/6
Diarrea 0/6 2/6 2/6 6/6
Crooming 2/6 2/6 2/6 3/6
Inapetencia 0/6 1/6 2/6 6/6
Agresividad 0/6 0/6 0/6 0/6
Temor 3/6 3/6 3/6 6/6
Muerte 0/6 0/6 0/6 4/6
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Figura 2. Peso promedio corporal de los ratones por efecto de la administracion de las diferentes dosis del extracto hidroalcohdlico de

las hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”. Ayacucho 2019.
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Figura 3. Dosis letal 50 (DLsg) del extracto hidroalcohdlico de hojas de Phyllanthus

acuminatus Vahl “cube de monte”. Ayacucho 2019.
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V. DISCUSION
El presente trabajo de investigacion tuvo la finalidad de determinar la toxicidad
aguda del extracto hidroalcoholico de hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube
de monte”. En nuestro pais la mayoria de la poblacién, urbana como rural, no tiene
conocimiento de los posibles efectos téxicos de las variedades de plantas, sin
embargo la relacion con estas es estrecha y permanente. Los nifios son
principalmente los mas vulnerables sufrir consecuencias muy serias al ingerir
partes de la planta principalmente el zumo; los adultos también pueden sufrir una
intoxicacion por no tener conocimiento sobre dicha planta.
Los problemas mas frecuentes que aqueja la poblacién con el uso de plantas
silvestres son las escasas evidencias toxicolégicas, clinicas y farmacoldgicas.
Existen plantas con una elevada propiedad terapéutica el cual es utilizado como
una alternativa farmacéutica para el tratamiento de diferentes enfermedades o
patologias, es por eso que surge realizar investigaciones con el objetivo de
identificar posibles efectos tdéxicos posadministracion“°.
Este estudio realizado permite interpretar los resultados, basandose en el objetivo
de identificar los metabolitos secundarios y la toxicidad aguda de las hojas de
Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”.
Se desarrollé la investigacion sobre toxicidad aguda con el método de clases
toxicas agudas, imprescindibles en la aproximacion del potencial toxico de una
compuesto, referidos como estudios cualitativos y cuantitativos de los fenémenos
téxicos y de su aparicién en funcién del tiempo tras la administracion de una dosis
Unica de la sustancia o de varias dosis fraccionadas en el transcurso de 24 horas’.
El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de
monte” fue obtenido a partir de 750 gramos de hojas secas, con un rendimiento
de 12,04 %.
La marcha fitoquimica se desarrollé siguiendo la metodologia propuesta por
Miranda y Cuellar®. En la tabla 3, se observa los resultados de la identificacién de

los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdélico de las hojas
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de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”, reportando la presencia de
fenoles y/o taninos, flavonoides, cumarinas, alcaloides, glicésidos cardiotonicos,
glicésidos cianogenéticos, triterpenos, azlucares reductores, saponinas, rotenona
y aminoacidos (Tabla 3).

Al efectuar la reaccion de Lieberman-Burchart, inicialmente se observé, formaciéon
de una coloracion verde azul (+++). El color es debido a que el grupo hidroxilo (-
OH) del esteroide sufre una oxidacion gradual al reaccionar con los acidos fuertes,
constituido por acido sulfurico y anhidrido acético. Lo que sugiere la presencia
moderada de esteroides y terpenos, y concuerda con la literatura reportada donde
confirma la presencia de limoneno (terpeno)®.

El ensayo de Shinoda presento resultado positivo (+++), formando una coloracién
rojo ladrillo. EI magnesio es oxidado por el &cido clorhidrico, liberando hidrogeno
en forma de gas quedando cloruro de magnesio formando asi la coloracion, que
indica la presencia de flavonoides en el cube de monte y concuerda con lo
reportado por Espinola y Francis*.

El ensayo de espuma presentd resultado positivo (++), donde se observa la
formacion de espuma en la superficie del extracto de mas de 2 mm y persistente
por mas de 5 minutos. Seguin Brunenton*? desde el punto de vista quimico, las
saponinas al ser hidrolizadas rinden de 2 a 6 residuos de monosacaridos y una
porcién carbonada policiclica que es la aglicona del glicésido, a la cual se le
denomina sapogenina (contiene esteroides y otros triterpenos). Las saponinas
presentan diversas actividades bioldgicas y farmacoldgicas: como la actividad
hemolitica, antifingica, antibacteriana, y desinfectantes de las vias urinarias.

Al efectuar la reaccion de Baljet, se observé la formacion de precipitado rojo —
marrén (+++) porgue el nlcleo esteroidal del ciclo lacténico reaccioné con el 4cido
picrico, evidenciando que el extracto hidroalcohdlico de Phyllanthus acuminatus
Vahl presenta abundantes cumarinas. Segun Villegas®, las cumarinas estan
relacionados con los efectos atribuidos como rodenticidas y repelentes de
ectoparasitos.

Al efectuar la reaccion de Grignard, se observd el cambio de coloracion de
amarrillo a marron y posterior negro (+++), evidenciando que el extracto
hidroalcohélico de Phyllanthus acuminatus Vahl, presenta abundantes
compuestos del 4cido cianhidrico. La presencia de &cido cianhidrico en el cube de
monte, explica por qué esta planta presenta dificultad respiratoria, temblores

musculares, convulsiones y muerte por asfixia*. Segun Ramirez*, los
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cianuros aun a dosis bajas son compuestos letales en tiempo minimo de
exposicion. El sistema nervioso es su érgano blanco primario. Luego de ingestion,
inhalacién o contacto se presentan efectos neurotéxicos graves y mortales en
humanos y animales. La exposicibn ocupacional produce alteraciones vértigo,
vOmito, nauseas; a corto tiempo, terminan en paro respiratorio y muerte.

Segln Gomez*, los individuos expuestos a la rotenona podrian tener un ndmero
menor de neuronas dopaminérgicas desde etapas tempranas de la vida, lo que
los haria més vulnerables a otros factores nocivos, aumentando el riesgo de
desarrollar en edades tempranas trastornos relacionados con disfunciones del
sistema dopaminérgico como el TDAH, o alteraciones tardias como la enfermedad
de Parkinson, sin descartar otros tipos de trastornos funcionales o psiquiatricos.
Estos metabolitos secundarios identificados en el cube de monte también fueron
reportados por:

Gracia et al® Identificaron la presencia de flavonoides, lactonas terpénicas,
taninos, antraquinonas, esteroides y/o triterpenoides libres. Confirmandose la
presencia de dichos metabolitos secundarios en la especie Phyllanthus
acuminatus Vahl. “cube de monte”

En el estudio de toxicidad aguda se desarroll6 por el método de clases téxicas
agudas (anexo 7) establecido por el OECD (Organization for Economic
Cooperation and Development)*’, donde la inoculacion del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”
confirmd la hipétesis nula, al manifestarse signos que indican la toxicidad en los
grupos de ratones a las cuales se les administro la dosis de 25; 200 y 2000 mg/kg.
En el grupo control se observd crooming en 2 ratones de 6 y se encontraron
atemorizados 3 ratones de 6, en el grupo tratado con la dosis de 25 mg/kg se
observé diarrea en 2 ratones de 6, crooming en 2 ratones de 6, inapetencia en un
raton de 6 y se encontraron atemorizados 3 ratones de 6, en el grupo tratado con
la dosis de 200 mg/kg se observé ereccidn de la cola en un raton de 6, diarrea en
2 ratones de 6, crooming en 2 ratones de 6, inapetencia en 2 ratones de 6 y se
encontraron atemorizados 3 ratones de 6, en grupo tratado con la dosis de 2000
mg/kg se observo disminucion de la actividad motora en los 6 ratones, perdida de
reflejos de enderezamiento en 4 ratones de 6, temblores en 4 ratones de 6,
fasciculaciones en 4 ratones de 6, ataxia en 4 ratones de 6, taquipnea en 4 ratones
de 6, lacrimacion en 4 ratones de 6, cianosis en 4 ratones de 6, ereccion de la cola

en 2 ratones de 6, piloereccién en 3 ratones de 6, diarrea en los 6 ratones,
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crooming en 3 ratones de 6, inapetencia en los 6 ratones, se encontraron
atemorizados los 6 ratones y muertes de 4 ratones de los cuales 3 machos y 1
hembra (Tabla 4), en los 14 dias de observacion no presentaron muertes ni otros
signos de toxicidad a excepcién de la diarrea, en los animales en estudio, estos
signos de toxicidad se manifestdé con una respuesta exaltada en el grupo tratado
con la dltima dosis (2000 mg/kg), segin Repetto*?, los animales no comunican sus
sintomas, es por eso que el andlisis y las observaciones son signos perceptibles
por el observador; sin embargo, segln Arencibia*® los sintomas mas comunes de
toxicidad aguda para roedores, segun el método clases toxicas agudas, son
nauseas, salivacion, distension abdominal, pérdida de equilibrio, dificultades
respiratorias, convulsiones, postracion y anorexia. Asimismo, en dicha revista se
visualizan imagenes de signos y sintomas de un estudio experimental de toxicidad
aguda, tales como cianosis de patas, postracion, hematuria, problemas en la
marcha, ataxia, hemiplejiay piloereccién®®. En el presente trabajo de
investigacion, los animales mostraron signos perceptibles correspondientes a
efectos de toxicidad aguda ya mencionados.

Una vez culminada la administracion de las diferentes dosis y a los diferentes
grupos, no se observd ningun efecto toxico o anormalidad en el grupo control, a
comparacion del grupo tratado con las diferentes dosis del extracto, durante los
14 dias de evaluacion (Anexo 9 y 10), se manifestdé una pérdida de peso en los
ratones del grupo experimental. En la figura 2, se puede observar la ganancia de
peso del grupo control, y la pérdida de peso en el grupo experimentado, segin el
analisis estadistico realizado en el programa SPSS, comparaciones multiples post
hoc T de Dunnett, las variaciones de peso se encuentran dentro de la zona de
probabilidad de rechazo (0,05), lo que se afirma que existe diferencia
estadisticamente significativa (Anexo 14).

La toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico de Phyllanthus acuminatus Vahl
“‘cube de monte”, se debe a la presencia de metabolitos secundarios como los
glicésidos cianogenéticos, triterpenos, cumarinas y rotenona.

Segln Castro*, las plantas que contengan presencia significativa de &cido
cianhidrico, explica por qué esta planta presenta signos de toxicidad como
dificultad respiratoria, temblores musculares, convulsiones y muerte por asfixia**.
De acuerdo con lo reportado en la literatura y a las pruebas realizadas en este
estudio se puede confirmar la presencia dichos signos de toxicidad ya

mencionados por el autor Castro**.
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Segun Ramirez*, los cianuros aun a dosis bajas son compuestos letales en
tiempo minimo de exposicion. Esta afirmacion también estaria confirmando por
que la muerte y la presencia de signos de toxicidad se dieron en un lapso de 40
min a 1 hora después de la administracién del extracto hidroalcohélico de hojas
de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”.

Segun Villegas®, las cumarinas estan relacionados con los efectos atribuidos
como rodenticidas y repelentes de ectoparasitos. De acuerdo con lo reportado en
la literatura y a las pruebas realizadas en este estudio se puede confirmar que las
cumarinas presentes en dicha plata también seria uno de los metabolitos
secundarios para gue cause dicha toxicidad aguda.

Segun Kilbourn®, la rotenona es un inhibidor de una de las enzimas del Complejo
| de la cadena de transporte de electrones. En presencia de éste insecticida, los
electrones procedentes del NADH no pueden entrar en la cadena de transporte
de electrones, teniendo como consecuencia la imposibilidad de obtener ATP a
partir de la oxidacion del NADH. La enzima inhibida por la rotenona es la NADH
deshidrogenasa. La rotenona afecta a la respiracion celular y también la
coordinacion muscular.

Segun Silva®!, los sintomas que presentan los insectos intoxicados con rotenona
son: disminucién del consumo de oxigeno, depresion en la respiracion y ataxia
que provocan convulsiones y conducen finalmente a la pardlisis y muerte del
insecto por paro respiratorio.

El método de las clases toxicas agudas utilizado para realizar el estudio de la
toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico, en donde se trabajo6 con las dosis de
25, 200 y 2000 mg/kg de p.c. nos da un valor de DLso de 1500-2000 mg/kg. Con
las dosis trabajadas no se pudo calcular la DLsg exacto, porque las muertes solo
se dieron con la méxima dosis. Segun el método PROBIT se requiere minimo 3
dosis que produzcan muertes para el cual se administré 3 dosis extras (500, 1000
y 1500 mg/kg) produciéndose 1 muerte de 6 ratones a 1000 mg/kg y 2 muertes de
6 ratones a 1500 mg/kg para el céalculo de la Dosis Letal Media (DLs,=1700,85
mg/kg peso), se trabajo con las 3 dosis que provocaron muerte en los ratones Mus
musculus (Anexo 8), clasificAndose en la categoria 4 segun el Sistema
Globalmente Armonizado (SGA), calificandose como “Nocivo” (tabla 1). Por lo que
se considera téxica por via oral.

Los ratones fueron acogidos bajo ciclos de luz y oscuridad controlados, con libre

acceso al agua y alimento con temperatura ambiental entre 18 - 22 °C y 50 y 60
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% de humedad, lo cual se puede deducir que estos ratones utilizados en el estudio
se encontraron libre de estrés. También se pudo descartar factores externos que
puedan alterar o interferir con los resultados observados.

Los datos obtenidos muestran presencia de toxicidad de la planta Phyllanthus
acuminatus Vahl “cube de monte” basandose a los datos de peso y efectos toxicos
observados. Dichos resultados nos ponen en conocimiento que la planta
Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte a altas dosis presenta toxicidad

aguda en ratones segun las condiciones experimentales del estudio.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl
‘cube de monte”, presenta toxicidad aguda en ratones Mus musculus,
segun el modelo de clases toxicas agudas.

Los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico son:
fenoles y/o taninos, flavonoides, cumarinas, alcaloides, glicésidos
cardiotonicos, glicésidos cianogenéticos, triterpenos, azlcares reductores,
saponinas, rotenona y aminoacidos.

Los principales signos de toxicidad observados en los animales de
experimentacion son: actividad motora disminuida, temblores en el cuerpo,
fasciculaciones, convulsiones, ataxia, taquipnea, lacrimacién, cianosis,
ereccion de la cola, piloereccion, diarrea, crooming, inapetencia y temor.
La dosis letal 50 (DLso) del extracto hidroalcohdlico es de 1700,85 mg/kg

de peso corporal, clasificAndose como nocivo.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Desarrollar estudios histopatol6gicos en érganos diana tratados con hojas

de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”.

2. Realizar estudios de cuantificacion de rotenona presentes en las hojas de
Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte” y realizar la comparacién
con la especie Lonchocarpus nicou ya que esta Ultima especie es

exportada por el alto contenido de rotenona en las zonas de VRAEM.

3. Realizar un estudio de toxicidad crénica a fin de determinar la seguridad
de las hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte” administrado
durante largos periodos ya que en otros paises lo consumen en infusién

para tratar el cancer de mama.
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Anexo 1. Certificado de identificacion botanica de Phyllanthus acuminatus Vahl.
Ayacucho 2019.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, la Bachiller en Farmacia y Bioquimica, Srta. Sinthia, SIVIPAUCAR
GONZALES, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo
de tesis

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de

Clasificacion de Cronquist. A. 1988, siendo su taxonomia el siguiente:

DIVISION ? MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ROSIDAE

ORDEN EUPHORBIALES

FAMILIA : EUPHORBIACEAE

GENERO 2 Phyllanthus

ESPECIE : Phyllanthus acuminatus Vahl. -
N. V. : “cube de monte.”

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada para los

fines que estime conveniente.

Ayacucho, 17 de Julio del 2019

T

LAURAAUCASIME MEDINA
BIOLOGA
Reg. C.BP. N°583 C.R.- XIIT
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Anexo 2. Procedimiento para la obtencién del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte” y tamizaje fitoquimico. Ayacucho
20109.

MUESTRA

750 g de las hojas secas de
Phyllanthus acuminatus vahl “cube
de monte”.

molienda y pulverizacion para
obtencion del extracto hidroalcohélico
por maceracién con 3 L de alcohol al

80% por un periodo de 7 dias.

Guardado de la muestra en un frasco
ambar

El extracto obtenido se diluyo en agua
destilada (0,5 mg/5 mL)

Se paso6 a identificar los diferentes

metabolitos secundarios en dicho

extracto siguiendo la metodologia
propuesta por Miranda M y Cuellar A
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Anexo 3. Hojas recolectadas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”.
Ayacucho 2019.
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Anexo 4. Procedimiento de la obtencion extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte” Ayacucho 2019.

Pesado de la Filtracion del
muestra extracto

Concentrar el extracto Extracto
hidroalcohdélico en concentrado

bafio maria a 37 °C.

”~ N ¢
Mante €07
/ b =56

Secar y concentrar el Extracto hidroalcohdlico
extracto hidroalcohdlico concentrado de las hojas de
en la estufa a una Phyllanthus acuminatus
temperatura de 37 °C. Vahl. “cube de monte”
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Anexo 5. Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte” Ayacucho 2019.

A partir del extracto hidroalcohdlico
obtenido se realiz6 las pruebas
pertinentes para la identificacion
cualitativa de los principales grupos
de metabolitos secundarios.

Pruebi Ninhideina
( Aminoc’t'\dﬁ) .

1 Rx. Alfa naftol
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Anexo 6. Preparacion de las concentraciones a ensayar del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte” en

el laboratorio de toxicologia. Ayacucho 2019.

25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg

- 77/’;‘;.‘:\\

500 mg/kg 1000 mg/kg 1500 mg/kg
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Anexo 7. Ensayo de la toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”. En el laboratorio de toxicologia.
Ayacucho 2019.

Ambientacion de los ratones
Mus musculus

Distribucién de los ratones a sus respectivos grupos Administracion

n
o
c
2
(%]
0 o
o ®©
Ereccién de la cola 1) g
o .=
c 3
- O +—
;ﬂ - d S o gitain : |
/ | © © s
— a \/{?( z
! sl <‘:| @ ! . v ,
rre . N, .
| \/ V‘ = — O

" 4
/
|

Muerte

Convulsiones
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Anexo 8. Datos experimentales y tedricos utilizados para el célculo de la Dosis
Letal Media del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Phyllanthus acuminatus

Vahl “cube de monte”.

Dosis administradas N° de Ratones Muertes
500 mg/kg 6 0
1000 mg/kg 6 1
1500 mg/kg 6 2
2000 mg/kg 6 4

Transformacion de porcentajes a unidades probit.

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 — 2,67 295 3.12 3.25 3.36 3.45 3.52 3.59 3.66
10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.05 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 4.26 4.29 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45
30 4.48 4.50 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72
40 4.75 4.77 4.80 4.82 4.85 4.87 490 4.92 4.95 4.97
50 5.00 5.03 5.05 508 5.10 5.13 5.15 5.18 5.20 5.23
60 6.25 5.28 5.31 65.33 5.36 539 541 b5.44 547 5.50
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 5.71 5.74 5,77 5.81
80 5.84 5.88 592 595 599 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
90 6.28 6.34 6.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 17.33
— 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
99- 7.33 7.37 T7.41 746 7.51 7.58 7.65 7.75 7.88 8.09
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Anexo 9. Peso de los ratones usados como control en la evaluacion de la toxicidad
aguda del extracto hidroalcohdlico de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de

monte”. Ayacucho 2019.

Peso (9)
DOSIS | ANIMAL -
dia 1l dia 7 A peso dia 14 A peso
raton 1 26,2 27,6 1,4 28,8 1,2
raton 2 25,2 26,5 13 27,7 1.2
NaCl ratén 3 26,3 27,9 1,6 29 1,1
09% | raton 4 26,2 27,5 13 28,9 1.4
raton 5 25,2 26,7 1,5 28 1,3
ratén 6 26,3 27,6 1,3 29 1,4
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Anexo 10. Peso de los animales administrados con extracto hidroalcohélico de
Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”, por via oral en la evaluacion de la

toxicidad aguda. Ayacucho 2019.

Peso (9)
DOSIS ANIMAL . . A peso . A peso
dial dia 7 dia 7 dia 14 dia 14
ratén 7 28 27,5 -0,5 27 -0,5
ratéon 8 28,6 27,6 -1 27,2 -0,4
ratéon 9 29 28,2 -0,8 27,5 -0,7
25 mg/kg
ratén 10 27,6 26,7 -0,9 26,2 -0,5
raton 11 28,3 27,5 -0,8 27 -0,5
ratén 12 28,5 27,6 -0,9 27 -0,6
raton 13 32,9 31,2 -1,7 30,7 -0,5
raton 14 32,2 31 -1,2 29,9 -1,1
ratén 15 29,6 28,5 -11 27,9 -0,6
200 mg/kg
raton 16 28,3 27,6 -0,7 26,8 -0,8
ratén 17 30,3 29,7 -0,6 29,2 -0,5
raton 18 31,4 30,3 -1,1 29,8 -0,5
ratén 19 30,2 M M
ratén 20 30,6 M M
raton 21 30,8 M M
2000 mg/kg
ratén 22 30,2 M M
raton 23 31,5 29,6 -1,9 28,3 -1,3
raton 24 29,6 27,7 -1,9 26 -1,7
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Anexo 11. Prueba de normalidad del peso corporal de ratones al evaluar la
toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube

de monte”. Ayacucho 2019.

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

DOSIS Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

dial |NaCl0.9% ,376 6 ,008 ,698 6 ,056
25 mg/kg ,139 6 ,200" ,989 6 ,986
200 mg/kg ,141 6 ,200" ,976 6 ,933
2000 mg/kg 260 2

dia7 |NaCl0.9% ,306 6 ,083 ,854 6 ,170
25 mg/kg ,319 6 ,055 ,873 6 ,239
200 mg/kg , 162 6 ,200" ,928 6 ,568
2000 mg/kg ,260 2

dia 14 | NaCl 0.9% ,326 6 ,045 ,785 6 ,053
25 mg/kg ,349 6 ,022 ,857 6 ,179
200 mg/kg ,208 6 ,200" 936 6 626
2000 mg/kg ,260 2

61



Anexo 12. Descripcion estadistica de la diferencia de pesos corporales (g), del grupo experimental del dia 7 y dia 14 de la evaluacion de

toxicidad aguda del extracto hidroalcohélico de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”. Ayacucho 2019.

Descriptivos
95 % del intervalo de
Desviacion Error confianza para la
N Media . . media Minimo Maximo
estandar estandar — —
Limite Limite
inferior superior
NacCl 0,9% 6 1.4000 .12649 .05164 1.2673 1.5327 1.30 1.60
25 mg/kg 6 -.8167 17224 .07032 -.9974 -.6359 -1.00 -.50
Diferencia de 200 mg/kg 6 -1.0667 39328 116055 -1.4794 -.6539 -1.70 -.60
pesos dia 7
2000 mg/kg 2 -1.9000 .00000 .00000 -1.9000 -1.9000 -1.90 -1.90
Total 20 -.3350 1.22615 27418 -.9089 .2389 -1.90 1.60
NacCl 0,9% 6 1.2667 12111 .04944 1.1396 1.3938 1.10 1.40
25 mg/kg 6 -.5333 .10328 .04216 -.6417 -.4249 -.70 -.40
Diferencia de 200 mg/kg 6 -.6667 24221 .09888 -.9209 -.4125 -1.10 -.50
pesos dia 14
2000 mg/kg 2 -1.5000 .28284 .20000 -4.0412 1.0412 -1.70 -1.30
Total 20 -.1300 .99107 .22161 -.5938 .3338 -1.70 1.40
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Anexo 13. Andlisis de varianza de la diferencia de pesos corporales (g), del grupo experimental del dia 7 y dia 14 de la evaluacion de

toxicidad aguda del extracto hidroalcohélico de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”. Ayacucho 2019.

ANOVA
Suma de | Media = Si
cuadrados 9 cuadratica g-
Entre grupos 27.564 3 9.188 146.763 .000
. . . Dentro de
Diferencia de pesos dia 7 grupos 1.002 16 .063
Total 28.566 19
Entre grupos 18.162 3 6.054 193.728 .000
. . . Dentro de
Diferencia de pesos dia 14 grupos .500 16 .031
Total 18.662 19
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Anexo 14. Andlisis de comparaciones multiples de la diferencia de pesos corporales (g), del grupo experimental del dia 7 y dia 14 de la

evaluacion de toxicidad aguda del extracto hidroalcohélico de Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de monte”. Ayacucho 2019.

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Diferencia de pesos dia7 y dia 14
T de Dunnett (>control)?
_ _ Diferencia 95% de in.tervalo de
() Dosis (J) Dosis de medias Error Sig. confianza
(-J) estandar
Limite inferior
25 mg/kg NaCl 0.9% -2.21667 14446 1.000 -2.5418
Diferencia de 200 mg/kg NaCl 0.9% -2.46667 14446 1.000 -2.7918
pesos dia 7
2000 mg/kg NaCl 0.9% -3.30000 20429 1.000 -3.7598
25 mg/kg NaCl 0.9% -1.80000 .10206 1.000 -2.0297
Diferencia de 200 mg/kg NaCl 0.9% -1.93333 110206 1.000 -2.1631
pesos dia 14
2000 mg/kg NaCl 0.9% -2.76667 14434 1.000 -3.0915
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Anexo 15. Matriz de consistencia.

Ayacucho 2019.

Titulo Problema Marco tedrico |Hipoétesis Objetivos Variables Metodologia
Toxicidad SEl extracto | Antecedentes | Hi: El extracto | Objetivos Generales Variable Tipo de investigacién
aguda del | hidroalcohdlico |del estudio hidroalcohdlic |Evaluar la  toxicidad |independiente L .
extracto de las hojas de | Phyllanthus o de hojas de|aguda  del extracto|Extracto Basico - Experimental
hidroalcohdlico | Phyllanthus acuminatus Vahl | phyllanthus | hidroalcohélico de hojas | hidroalcohélico de| Poblacién:
de las hojas de | acuminatus “‘cube de monte”. [ agcuminatus | de Phyllanthus | hojas de|Hojas de  Phyllanthus
Phyllanthus Vahl “cube de . Vahl “cube de | acuminatus Vahl “cube de | Phyllanthus acuminatus Vahl “cube de
acuminatus monte” Toxicidad monte” monte” acuminatus  Vahl | monte”.
Vahl “cube de | presentara aguda. presenta Objetivos Especificos | “cube de monte” Muestra:
monte” en Mus | toxicidad aguda | Toxicidad toxicidad o Identificar los| Indicadores 750 g de hojas de
musculus en la especie | Toxicidad aguda. metabolitos secundarios|Dosis de 2000| Phyllanthus  acuminatus
“raton”, Mus musculus? |cronica. Ho: El|l presente en el extracto| mg/kg peso| Vahl “cube de monte”
Ayacucho- Toxicologia extracto hidroalcohdlico de hojas | corporal (p.c.), 200| pulverizado.
20109. experimental. | higroalcohdlic | de Phyllanthus | mg/kg peso| Tipo de muestreo:
Dosis  Letal [ de hojas de | acuminatus Vahl “cube|corporal (pc) y 25| Por conveniencia
Media (DI50) Phyllanthus de monte”. mg/kg peso| Unidad experimental:
Efectos acuminatus e Evaluar los signos | corporal (p.c.). Mus MU_SCUH.J,S ‘raton”
Adversos Vahl “cube de| toxicoldgicos en ratones Determinacién de la
Efectos monte” no| Mus musculus, a causal| Variable toxicidad aguda.
Toxicos presenta de la toxicidad aguda del | dependiente Se usara el método de la
Tamizaje toxicidad extracto hidroalcohdlico | Toxicidad aguda. clase toxica aguda descrito
Fitoquimico: aguda. de hojas de Phyllanthus | Indicadores en la normativa N° 423 de la
Metabolitos acuminatus Vahl “cube | Signos clinicos de| OECD.
secundarios de monte” toxicidad, pérdida | ® Observaciones generales
Extracto o Determinar la dosis letal | de peso y muerte. | Peso corporal.
50 DLso del extracto Analisis de datos
hidroalcohdlico de hojas Los datos seran analizados
de Phyllanthus utilizando el software SPSS
acuminatus Vahl “cube version 22, y expresados en
de monte”. forma de medias y desviacion

estandar.
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