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RESUMEN

Las semillas de quinua presentan gran valor nutricional y medicinal, sin embargo,
al presentar compuestos antinutrientes (saponinas, alcaloides, etc), podria afectar
a los consumidores. El objetivo de este trabajo fue evaluar la toxicidad aguda y a
dosis repetida del extracto liofilizado de las semillas germinadas de Chenopodium
quinoa Willd. “quinua” en ratas. Se realiz6 en los laboratorios de Farmacia de la
Facultad de Ciencias de la Salud. Para el estudio de toxicidad aguda se empleé
el test N° 423 a dosis limite y para el estudio de toxicidad a dosis repetida el test
N° 407 de la OECD, formando tres grupos de trabajo, grupo 1 (extracto a 500
mg/kg), grupo 2 (extracto a 1000 mg/kg) y grupo control (cloruro de sodio al 0,9
%). Los metabolitos secundarios presentes en el extracto liofilizado fueron fenoles
y/o taninos, alcaloides, azlcares reductores, saponinas y aminoacidos. En el
estudio de toxicidad aguda no caus6 muerte de los animales, ni variaciéon
significativa del peso corporal, ni del peso de los 6rganos evaluados. En el estudio
de toxicidad a dosis repetida no presenté cambios en el peso corporal, niveles de
hemoglobina, hematocrito y urea, solo un ligero incremento de la actividad de la
transaminasa glutamica oxalacética (TGO) y transaminasa glutamica pirtvica
(TGP) a la dosis de 500 mg/kg (p<0,05). En conclusién, el extracto liofilizado de
las semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua” variedad
Pasankalla, no present6 toxicidad aguda a dosis limite y a dosis repetida causé

un ligero incremento de los niveles de transaminasas.

Palabras clave: Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, extracto liofilizado,

toxicidad aguda, toxicidad a dosis repetida.
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l. INTRODUCCION

A lo largo de la historia, el empleo de las plantas medicinales ha sido una de las
opciones mas destacadas para el mantenimiento y cuidado de la salud. En el Peru,
a pesar de ser un pais mega diverso con mas de 4000 especies de plantas
medicinales, con usos conocidos por las poblaciones, y utilizado sobre todo por
las regiones mas pobres debido a su accesibilidad, costos y efectividad, no se ha
prestado mucha atencién al desarrollo de su cadena de valor, debido a que la
medicina convencional aln no la toma en cuenta por desconocimiento o falta de
base cientifica que confirme sus beneficios.!? En este sentido la quinua es una
planta con gran valor nutricional y medicinal, y muy valorada a nivel internacional,
debido a la gran cantidad de metabolitos secundarios que posee, y entre ellos
algunos con relativa toxicidad, por tanto, es necesario determinar la seguridad en

Su uso, caracterizando su potencial téxico.>®

Si bien casi todas las plantas con propiedades medicinales se consideran seguras
y posee toxicidad minima, existen pocos datos clinicos y experimentales
disponibles para la mayoria de los medicamentos a base de plantas medicinales,
informandose muchos casos de reacciones adversas, especialmente después de
su uso a largo plazo, estos incluyen efetos téxicos o reacciones alérgicas, por lo
tanto, todos los medicamentos a base de plantas deben someterse a estrictas
pruebas de eficacia y seguridad, antes de permitir su uso. En consecuencia, a
estas afirmaciones, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) presento
diferentes normativas para la investigacion de la toxicidad de los medicamentos a
base de plantes medicinales, entre los cuales incluye pruebas de toxicidad aguda,
a largo plazo, toxicidad local y pruebas especiales de toxicidad. La organizacién
para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD), también han presentado
directrices a este proceso, como son el Test N° 423, para evaluar la toxicidad

aguda y el Test N° 407, que determina la toxicidad a dosis repetida. A medida que



se utiliza cada vez mas la medicina tradicional a base de plantas medicinales, se

ha vuelto necesario la validacion cientifica de su uso.®

Los estudios toxicolégicos agudos preliminares ayudan a dilucidar las dosis
apropiadas que se deben utilizar en la terapéutica, de igual forma los datos
obtenidos se utilizan para determinar las dosis a utilizar en los estudios a dosis
repetida. Los estudios de toxicidad aguda son esenciales para prevenir las
sobredosis de medicamentos a base de hierbas, que de lo contrario puede
conducir a su retirada de la terapia. La dosis letal media (DL50) después de una

Unica exposiciéon aguda.®

La Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, es una especie muy reconocida a nivel
internacional por las diversas propiedades, tanto nutritivas como medicinales, sin
embargo, no estd exenta que contener ciertos metabolitos que presenta
propiedades anti nutrientes, como son las saponinas, alcaloides, oxalatos, etc. los

cuales producen toxicidad en los individuos que los consumen.*°

Por lo anteriormente expuesto, el presente trabajo de investigacion, pretende
proporcionar evidencia cientifica en cuanto a la seguridad en el uso medicinal del
extracto liofilizado del germinado de las semillas de quinua, por lo cual se plantea

los objetivos:
Objetivo general

Evaluar la toxicidad aguda y a dosis repetida del extracto liofilizado de las semillas

germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua” en ratas.

Objetivos especificos

¢ Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto liofilizado de
las semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, variedad
pasankalla.

e Determinar la toxicidad aguda por el método de dosis limite del extracto
liofilizado de las semillas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua” variedad
pasankalla en ratas,

e Determinar la toxicidad a dosis repetida del extracto liofilizado de las semillas

de Chenopodium quinoa Willd. “quinua” variedad pasankalla en ratas.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

Escobar et al.’, realizaron un estudio con el objetivo de determinar la toxicidad
aguda y subaguda oral del extracto de hojas de Hamelia patens en raton. Para su
estudio utilizaron las directrices N° 423 y N° 407 de la OECD. En el estudio de
toxicidad oral aguda administraron por via intragastrica a dosis de 5, 50, 300 y
2000 mg/kg de peso corporal de la sustancia en analisis, realizando las
observaciones hasta los 14 dias después de la administracion. Mientras que, en
la prueba de toxicidad subaguda oral, los animales les administraron dosis diaria
de 2000 mg/kg de peso corporal durante 28 dias. Los investigadores realizaron
observaciones dos veces al dia a lo largo de todo el estudio, y al finalizar el
experimento extrajeron muestras de sangre. Segun los resultados que se
obtuvieron, no se produjo mortalidad ni cambios en el comportamiento de los
animales con ninguna de las dosis probadas en el experimento de la toxicidad
aguda, del mismo modo, en el estudio de toxicidad subaguda, no observaron
alteraciones en los indices bioquimicos y hematolbégicos, excepto por una
disminucién en el recuento de hematocrito y eritrocitos en el grupo de las hembras
tratadas. Los investigadores, concluyen refiriendo que el extracto etandlico de las
hojas de Hamelia patens tiene una DL50 que supera los 2000 mg/kg de peso
corporal, lo que clasifica a la sustancia estudiada como segura para Su uso en

humanos.

Zavala et al.8, se plantearon como objetivo estudiar sobre la toxicidad aguda del
extracto alcohdlico de hojas de Chenopodium ambrosioides, otra especie
perteneciente al mismo género que nuestra planta en estudio. La investigacién
tuvo como objetivo evaluar el efecto que presenta el extracto tras la administracion

de una dosis Unica de 2000 mg/kg en ratas, observando la aparicién de signos



téxicos agudos o cronicos. El estudio estuvo conformado por dos grupos de
trabajo, donde el grupo experimental recibiod la dosis del extracto, via oral usando
una sonda orogastrica, con previo ayuno de 18 horas, mientras que el grupo
control recibié solucién salina. Los resultados de Zavala et al®, se registra que la
administracion del extracto no produjo mortalidad, aunque durante las primeras
horas después de la administracion las ratas manifestaron letargo y somnolencia,
atribuyendo una leve toxicidad. En observaciones posteriores, identificaron
comportamientos similares a los del grupo control, con un incremento en el peso
para ambos grupos. Los investigadores, concluyen mencionando que el extracto
de Chenopodium ambrosioides no presenta toxicidad significativa administrada a
la dosis de 2000 mg/kg.

Aular et al.®, en su estudio se plantearon el objetivo de evaluar la toxicidad oral del
aceite esencial de Lippia alba en ratones, para lo cual utilizaron las metodologias
de toxicidad a dosis Unica y repetida segun los manuales 423 y 497 de la OECD.
Los resultados de su estudio de toxicidad a dosis Unica, mostraron signos y
sintomas de dafio neurolégico y motor moderado, pero con un 100 % de
sobrevivencia a dosis de 900 mg/kg, mientras que a dosis de 1500 mg/kg fue
severo para los machos, y con 2000 mg/kg todos los animales fallecieron. Los
investigadores, concluyen que los aceites esenciales de Lippia alba de acuerdo a
la clasificacion toxicologica del Sistema Global Armonizado de Clasificacion y
Etiguetado de producto Quimico, corresponde a la categoria 4 (DL50 se ubica
entre 300 — 2000 mg/kg).

Berenguer et al.?°, desarrollaron un estudio con el objetivo de determinar la
toxicidad aguda oral, en esta ocasion sobre la Azadirachta indica “arbol del Nim”,
planta medicinal valorada por sus propiedades antimicrobianas, antisépticas,
antiinflamatorias, entre otros. Para la evaluaciébn de la toxicidad aguda
administraron una dosis oral Unica de 2000 mg/kg de peso corporal de una
decoccion de la planta, sobre ratas Sprague Dowley, prolongando las
observaciones clinicas durante 14 dias que duro el estudio. Los resultados que
mostraron en el estudio certifican que no se produjo signos clinicos que
demostraran toxicidad, tampoco produjo cambios en el peso corporal en las ratas
evaluadas, ni mucho menos su muerte; en los estudios anatomopatoldgicos a nivel
macroscopicos no se comprobo alteraciones en los 6rganos y tejidos examinados.
Berenguer et al.’°, concluyen demostrando que la sustancia evaluada por via oral,

no presenta toxicidad aguda en el modelo animal utilizado.



Moreno et al.*!, se plantearon como objetivo evaluar la toxicidad subcrénica de la
infusién del Chenopodium ambrosioides L (epazote) mediante administracion oral
en ratones. La metodologia que utilizaron consistio en la administracion continua
de la infusidn a concentraciones de 32, 64 y 134 mg/mL durante 90 dias, sobre
ratones albinos suizos NIH. Las observaciones que realizaron fueron en forma
diaria, identificando los posibles efectos toxicos, al final sacrificaron a los animales
y llevaron a cabo los examenes hematologicos, bioquimicos y los estudios
macroscépicos e histoldégicos en los o6rganos internos. Los resultados
presentados, mostraron que la infusién de esta especie no causa efectos téxicos
significativos, ni cambios en el peso corporal, hematologia y bioquimica
sanguinea, tampoco alteraciones sobre los 6rganos y tejidos evaluados. Los
investigadores, concluyen haciendo énfasis que la infusion de Chenopodium

ambrosioides no presenta actividad toxica bajo estas condiciones.

Gil*2, estudio las hojas de Piper aduncum L. “matico”, para lo cual se planteo el
objetivo de evaluar su toxicidad aguda de su extracto etandlico. Para demostrar la
toxicidad aguda oral, utilizé 8 ratas hembras de peso promedio 200 g cada una,
divididos en grupo experimental y control. Al grupo experimental le administré la
dosis de 2000 mg/kg de extracto previo ayuno, sus observaciones fueron
realizadas durante un periodo de 14 dias, con especial énfasis en las mucosas,
piel, ojos, aparicion de convulsiones, actividad motora, letargo, diarrea, salivacion
y suefio. Segun los resultados que se obtuvieron, el grupo experimenta no registré
variacion en su peso corporal, ademas de identificar una leve somnolencia. En los
examenes bioquimicos, los valores de glucosa y colesterol se encontraron dentro
de los valores normales. Concluye mencionando que el extracto de matico a dosis
de 2000 mg/kg no presenta efectos tdxicos en ratas, al no manifestar alteraciones

clinicas significativas.

Godos y Bardalez'?, en su investigaciéon se plantearon como objetivo determinar
la toxicidad aguda en ratones albinos del extracto etandlico de hojas de Momordica
charantia Linn, “papailla”. El estudio de toxicidad lo realizaron segun la normativa
N° 423 de OECD a dosis de 25, 200 y 2000 mg/kg de peso. Sus resultados
describen que el extracto de la planta contiene metabolitos secundarios,
encontrando en moderada presencia los alcaloides, triterpenos y esteroides. En el
estudio de toxicidad, registraron que hubo variacion de peso y no se encontro
signos toxicos, finalmente al sacrificar a los animales para el analisis

macroscépica no se encontraron variaciones. Ambos investigadores, concluyen



mencionando que el estudio de las hojas de papailla no tiene efectos téxicos en

los animales evaluados.

Arroyo et al.}*, realizaron una investigacién planteando como objetivo evaluar la
toxicidad del extracto atomizado de rizoma de Curcuma longa (A4R), flores de
Cordia lutea (A4F) y hojas de Annona muricata (A4L), en baso a lo planteada por
las directrices 407 de la OECD. Los investigadores administraron los extractos via
oral por 28 dias a las ratas Holtzman, realizando las observaciones, registro de
signos y evolucién del peso corporal de los animales. Al final de la investigacion
extrajeron muestras de sangre para el estudio hematolégico y bioquimico.
Finalmente sacrificaron a los animales para los analisis anatomopatol6gicos del
higado, rifién, corazén, médula, cerebro, pancreas y bazo. Los resultados que
obtuvieron registraron que no hubo variaciones significativas en los niveles de
glucemia, urea, colesterol, triglicéridos, bilirrubina indirecta, TGO y TGP, fosfatasa
alcalina ni hemoglobina. Los investigadores concluyen refiriendo que el extracto
atomizado de rizoma de Curcuma longa (A4R), flores de Cordia lutea (A4F) y hojas
de Annona muricata (A4L) no es téxico en ratas, al ser administrado por un periodo
de 28 dias.

Lope®®, en su trabajo de tesis se planted el objetivo de evaluar la toxicidad aguda
y a dosis repetida de las saponinas que extrajo de las simillas de la quinua. Para
los cual utiliz6 el procedimiento descrito en el Test N° 423 de la OECD para evaluar
la toxicidad aguda, usando una dosis limite de 2000 mg/kg de peso corporal.
Mientras que la toxicidad a dosis repetida fue evaluada mediante el Test N° 407,
utilizando dosis de 500 y 1000 mg/kg de las saponinas extraidas. Analizé la
cantidad de muertes, las variaciones en el peso, y los niveles de hemoglobina,
TGO, TGP y creatinina. Mediante la prueba de toxicidad aguda determind una
DL50 superior a 2000 mg/kg, debido a que no produjo ninguna muerte entre los
animales. Mientras que la prueba de toxicidad a dosis repetida mostré una
reduccion en el peso corporal y en los niveles de hemoglobina, ademas de un
aumento en la actividad de las transaminasas, y produjo ningin cambio en los
niveles de creatinina, concluye refiriendo que el extracto de saponina de las
semillas de quinua de la variedad amarilla Marangani no tiene toxicidad aguda por
via oral, no obstante, la exposicion repetida al extracto causa una disminucién en

los niveles de hemoglobina y un incremento en la actividad de las transaminasas.



Mendoza®®, desarrollé una investigacion cuyo objetivo fue la de determinar la
actividad antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico de las semillas germinadas
de 5 variedades de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”. En su estudio utiliz6 la
metodologia de proteccibn de membrana de glébulos rojos y el método de
induccién de edema plantar con carragenina. Ademas, se incluyo6 la identificacién
de metabolitos secundarios presentes en el extracto, obteniendo reacciones
positivas para fenoles y taninos, alcaloides, azucares reductores, flavonoides,
lactonas, mucilagos, saponinas y catequinas. Siendo las variedades Pasankalla y
Negra Collana las que tuvieron mayor respuesta en los ensayos de identificacion,
lo cual estuvo en concordancia con los resultados de la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria, ya que identifico que la variedad Pasankalla es la que mostré
mayor porcentaje de proteccidon de la membrana con un 81,59 %, y una mayor
eficacia antiinflamatoria con un 92,33 %. El estudio de Mendoza'®, concluye
mencionando, que el extracto hidroalcohdlico de las semillas germinadas de las
variedades analizadas exhibe actividad antinflamatoria en estudios tanto in vitro e

in vivo.

Pillacal’, realiz6 un estudio sobre el extracto de las semillas germinadas de la
quinua utilizando las variedades Pasankalla y negra coito, con el objetivo de
determinar su actividad antisecretora géastrica. Su estudio también incluy6 la
identificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto, pudiendo
identificarse la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos, alcaloides,
triterpenos, lactonas, taninos, saponinas, azucares reductores, glicésidos
cardiotdnicos. Siendo la variedad negra coito la que presenté mayor respuesta en
cuanto a flavonoides, alcaloides, taninos, lactonas y azucares reductores que la

variedad Pasankalla. Ademas de mayor actividad antisecretora.

Palomino®®, desarrollé un estudio cuyo objetivo fue la de determinar la toxicidad
aguda y a dosis repetida del extracto hidroalcohdlica de la Matricaria recutita L.
“‘manzanilla”, utilizé las metodologias descritas por la OECD. Para la evaluacion
de la toxicidad aguda, utilizo el test N° 423, el cual especifica usar una dosis Unica
de 2000 mg/kg de extracto, mientras que el grupo control recibié una dosis de
solucion salina fisioldgica. Por otro lado, para la evaluacion de la toxicidad a dosis
repetida, también utilizé el test N° 407, en la cual formo tres grupos de trabajo,
administrando en cada uno dosis del extracto de 500 y 1000 mg/kg, y solucién
salina fisioldgica durante 28 dias consecutivos. Sus resultados mostraron que en

la toxicidad aguda se manifestaron ligeras variaciones en el comportamiento del



animal, ademas de producir un incremento en su peso segun la curvatura de
crecimiento de la especie, registrandose una DL50 superior a 2000 mg/kg.
Mientras que en la toxicidad a dosis repetida reportd que no se produjeron muertes
en los animales, ni sintomas indicativos de toxicidad, ni dafios en los 6rganos
evaluados. En conclusion, el extracto de manzanilla, no presenta toxicidad

aparente a dosis limite y repetida por 28 dias.
2.2. Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.
2.2.1. Clasificacion taxonémica

Las semillas recolectadas fueron clasificadas segun el sistema de clasificacion de

Cronquist A 1988 por una especialista en taxonomia y sistematica de plantas.

DIVISION  : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: CARYOPHYLLIDAE
ORDEN : CARYOPHYLLALES

FAMILIA : Chenopodiaceae

GENERO : Chenopodium

ESPECIE : Chenopodium quinoa Willd.
VARIEDAD : Pasankalla

N.V. : “quinua”

Fuente: Blga. Laura Aucasime Medina (Anexo 1).

2.2.2. Descripcién botanica

La quinua es una planta anual herbacea y dicotiled6nea, la cual prospera en
diversas regiones gracias a sus caracteristicas Unicas en términos de forma, color
y comportamiento. Esta planta puede adaptarse a distintas zonas agroecoldgicas
y su ciclo de crecimiento varia entre 90 y 240 dias. Tiene una notable capacidad

para crecer en suelos con un pH que oscila entre 4,5 (acido) y 9,0 (alcalino).*®

En cuanto a su apariencia, la quinua presenta una amplia gama de colores
dependiendo de los genotipos y las etapas de crecimiento, abarcando desde el
verde hasta el rojo, amarillo, naranja, granate y otros tonos. La planta
generalmente es erguida y alcanza alturas de hasta 3,00 metros. Su raiz es
pivotante, vigorosa y puede llegar a profundidades de hasta 1,80 metros, siendo

bastante ramificada y fibrosa.*®



El tallo de la quinua es cilindrico en la base y se vuelve anguloso hacia las ramas
superiores. La coloracion del tallo puede variar desde verde hasta rojo. Las hojas
estan dispuestas de manera alterna y constan de un peciolo y una lamina. Los
peciolos tienden a ser largos y acanalados en la parte superior. La lamina de las
hojas puede ser romboidal, triangular o lanceolada, y esta cubierta con cristales
de oxalato de calcio. Los colores de las hojas varian desde el verde hasta
diferentes tonos de rojo.*°

La inflorescencia de la quinua se presenta en forma de panoja, que esta formada
por un eje central con ramificaciones secundarias y terciarias. De estas
ramificaciones surgen pedicelos que sostienen pequefios grupos de flores
llamados glomérulos. Cada una de estas panojas puede albergar entre 100 y 3000
semillas, llegando a producirse por cada inflorescencia hasta 500 g de semillas.
Sus flores son muy diminutas, no superando los 3 mm de tamafo, incompletas y
carecen de pétalos. Estas flores son sésiles, es decir, carecen de pedinculos, y
pueden ser hermafroditas (poseen ambos 6rganos sexuales), pistiladas

(femeninas) o androestériles (masculinas que no producen polen).°

El fruto es un aquenio, que tiene una forma cilindrica y lenticular, ensanchandose
ligeramente en el centro. El perigonio envuelve completamente al fruto,
protegiéndolo. Al alcanzar la madurez, la semilla se desprende con facilidad. La
semilla misma, que es el fruto maduro sin el perigonio, puede tener diferentes

formas, tales como lenticular, elipsoidal, conica o esferoidal.'®
La semilla de quinua se compone de tres partes principales:

Episperma: Esta capa exterior contiene saponina, una sustancia que le da un

sabor amargo caracteristico al grano de quinua.®

Embrién: Formado por dos cotiledones y la radicula, este embrién representa el
30% del volumen total de la semilla. Los cotiledones son las primeras hojas que

emergeran cuando la semilla germine.*®

Perisperma: Principal tejido de almacenamiento dentro de la semilla, compuesto
por granos de almidon. El perisperma es de color blanquecino y constituye
aproximadamente el 60 % de la superficie de la semilla, esta estructura de la
semilla es lo que permite a la quinua ser una fuente nutricional tan rica, ya que el

perisperma provee una importante reserva de energia en forma de almidén.*®



2.2.3. Origen y distribucion.

La quinua es un alimento originario de la region andina, especificamente de las
areas cercanas al lago Titicaca en Pera y Bolivia. Esta planta, que formaba parte
de la dieta béasica de las civilizaciones prehispanicas y aun se utiliza en la
preparacion de diversos platos, se cultivaba principalmente en la cordillera de los
Andes, el altiplano y los valles altos, que se localizan a los 3000 y 4000 msnm,
proporcionan las condiciones agricolas ideales para su cultivo. Hoy en dia, la
guinua es reconocida mundialmente por su alto valor nutricional, con mas de 3000
variedades distintas, cada una con sus propias propiedades nutricionales y
capacidad de adaptacion a diferentes zonas agroecoldgicas. De manera natural,
la quinua se puede encontrar en todos los paises de la regién andina, desde
Colombia (Pasto) hasta el norte de Argentina (Jujuy y Salta), asi como en el sur
de Chile.?°

En el Peru las principales regiones productoras de quinua son Puno, Ayacucho,
Cusco, Junin, Apurimac, Arequipa y Huancavelica, teniendo como destino el

mercado interno.!
2.2.4. Composiciéon quimica.

Los granos de quinua son una excelente fuente de proteinas, lipidos y
carbohidratos. Contienen una gran cantidad de carbohidratos (74 g por cada 100
g de peso seco), de los cuales alrededor del 60% es almidén. La cantidad de
proteinas en la quinua oscila entre 8 y 22 g por cada 100 g de peso seco, similar
a los niveles encontrados en el trigo y la avena. En cuanto a los lipidos, contiene
entre 4y 7,6 g por cada 100 g de peso seco, con una alta presencia de acidos
linoleico y linolénico. Su contenido en minerales es mayor que de otros cereales,
con un contenido de hierro de 13,2 mg por cada 100 g de peso seco, el doble que
el trigo. También tiene el doble de magnesio (118 mg por cada 100 g de peso

seco) que el trigo y el arroz, y es muy rico en calcio y fésforo.?2?

La quinua contiene una elevada concentracion de vitaminas liposolubles e
hidrosolubles, incluyendo vitamina B6, acido pantoténico y biotina. También tiene
una buena cantidad de acido félico y tocoferoles. Ademas, su contenido de

carotenoides es de 17,61 microgramos por cada 100 g de peso seco.?

La quinua es particularmente rica en aminoacidos como la lisina, metionina y

cisteina, y contiene més histidina que otros cereales, como el trigo. También
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contiene cantidades adecuadas de aminoacidos arométicos, como son la
fenilalanina y la tirosina, asi como la histidina, isoleucina, treonina y valina.
También contiene otros aminoacidos no esenciales como la prolina, &cido

aspartico, acido glutamico, serina y tirosina.??

Numerosas investigaciones se han centrado en identificar los componentes
bioactivos de la quinua. Estos estudios han determinado que los granos de quinua
contienen mas de 193 metabolitos secundarios. Entre estos se incluyen
principalmente acidos fendlicos, flavonoides, terpenoides, esteroides, compuestos
nitrogenados, taninos, oxalatos, aceites esenciales, antocianinas, saponinas,
carotenoides, entre otros. Estos metabolitos exhiben una variedad de efectos
biolégicas, como actividad antioxidantes, citotoxicas, adiabdticas vy

antiinflamatorias.??

Las saponinas de la quinua se localizan mayormente en su salvado y el cual posee
un sabor amargo intenso que sirve actuar como un medio de defensa contra
plagas y microbios patégenos. Este sabor amargo, el cual se relacion con el
contenido de saponinas triterpénicas limitan su uso en la alimentacion, por lo que
es necesario eliminar el salvado mediante lavado, ya que la exposicion directa de
la saponina a la sangre puede provocar hemodlisis. Sin embargo, una vez ingerida

oralmente, la toxicidad de la saponina es baja.?
2.2.5. Germinacion de la quinua

La germinacion es una técnica comdnmente utilizada tanto para incrementar el
valor nutricional de las semillas y permitir la reduccién de sus compuestos
antinutricionales, como son las saponinas, el acido fitico y los taninos. Durante
este proceso, ocurren diferentes cambios bioquimicos que resultan en el
metabolismo y acumulacidon de nutrientes y otros compuestos. Esto mejora la
calidad del grano, aumenta su valor nutricional (elevando el contenido de
compuestos fendlicos y los niveles de hierro, calcio, zinc, vitamina C y

carotenoides) y potencia sus propiedades antioxidantes.??

Paucar y Menacho?®, evaluaron como la germinacion afecta a los granos de
quinua, llegando a la conclusién de que tanto el tiempo de germinaciéon como la
temperatura tienen un impacto en la actividad biologica de los brotes. Se encontrd
gue la germinacion durante 42 horas a una temperatura de 20 °C produce un
aumento de 1,8 veces en el contenido de fenoles y 1,3 veces en la actividad

antioxidante, ademas de una mayor cantidad de flavonoides.?*
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A lo largo del proceso de germinacion, el embrion se expande y rompe la cubierta
de la semilla, siendo el coleoptilo la primera parte en emerger. Durante esta etapa,
los carbohidratos, proteinas y lipidos se transforman, lo que hace que los brotes
tengan mayor facilidad de digestion en comparacion con las semillas.?

Fases de la germinacion

Hidratacion (F1). La epata inicial comienza con el ingreso de agua a la semilla,
una vez que las semillas se hidratan, se activan una serie de procesos metabdlicos

esenciales para la siguiente fase.?®

Germinacion “sensu stricto” (F2). la segunda fase se inicia tras la hidratacion
de las semillas. Esta se caracteriza porque se produce una disminucién en la

absorcion de agua por las semillas.?®

Fase de crecimiento (F3). En la ultima fase de la germinacion ocurre el aumento
de la actividad metabdlica, e incluye el crecimiento de la radicula a través de las
cubiertas de la semilla. Una vez que la radicula ha atravesado estas cubiertas,
comienza el desarrollo de la plantula. Esta fase es muy compleja y puede variar
segun la especie, ya que implica un gasto de energia obtenida a través de la

movilizacion de las reservas nutritivas de la semilla.?®
2.2.6. Uso medicinal

La quinua es conocida como una planta medicinal en la mayor parte de los pueblos
tradicionales andinos y en la cual es usada como medicina tradicional desde
tiempos remotos, utilizando para ello el grano, los tallos y las hojas. Los modos de
aplicacion son tanto internos y externos. Entre los usos mas frecuentes se
mencionan el tratamiento de abscesos, hemorragias, luxaciones y como
cosméticos. También ayuda a tratar las anginas y en el tratamiento de la ansiedad,
diabetes, osteoporosis, migrafia, nauseas, ardor estomacal, inflamacién de la

garganta, infecciones urinarias.?% 2’

Gracias a su contenido en aminoacidos, especialmente la lisina, la quinua
fortalece el sistema inmunol6gico al contribuir la sintesis de anticuerpos. También
beneficia a la funcion géastrica y la reparacion celular. Incluso, parece que junto a
la vitamina C, puede reparar e inhibir las metastasis cancerigenas.
Adicionalmente, amino&cidos como la isoleucina, leucina y valina actdan
permitiendo la formacién de energia muscular, lo que puede mejorar los trastornos

neuromusculares y prevenir el dafio hepéatico.?’

12



Los granos de la quinua son usados como analgésico dental, ademéas de ser
antiinflamatorio y cicatrizante, siendo utilizado en forma de emplastos en
combinacién con otras plantas para el tratamiento de fractura de huesos, el
cocimiento de sus frutos es utilizado en forma terapéutica para su aplicacion sobre
heridas y golpes, el agua de grano cocido también se utiliza para el tratamiento de
los abscesos del higado, es un suave laxante, es bueno para combatir el insomnio,
reduce la caspay es buen tonico para el cabello. También el agua de grano cocido

con leche sirve para lavar los oidos ante el dolor, los ruidos y la sordera.?®
2.3. Toxicidad

La toxicidad es la habilidad innata de un agente quimico para causar efectos
perjudiciales en un organismo, lo que puede resultar en dafio o incluso la muerte.
Generalmente, se mide en términos de la dosis letal media (DL50), que es la
cantidad del téxico que causa la muerte en el 50 % de una poblacién expuesta
experimentalmente. El toxico es el agente que provoca la respuesta adversa en
un sistema biol6gico. Estos agentes pueden ser formas de energia como el calor
y la radiacién, toxinas (como los alcaloides) o productos sintéticos (xenobibticos)

como medicamentos y plaguicidas.?%2°

Paracelso establecié que cualquier sustancia puede ser toxica y que el efecto

dependera de la dosis a la que el sistema biolégico esta expuesto.?®

Toxicidad aguda: Es referida como la accion que tiene un compuesto de producir
dafio durante o poco después de su exposicidn. Los sintomas pueden aparecer
durante la exposicion, unas horas mas tarde o incluso unos dias después. Los
efectos de la toxicidad aguda pueden variar desde sintomas leves, como nauseas,
dolores de cabeza o dolores estomacales, hasta sintomas mas graves como

convulsiones, coma o incluso la muerte.?®

Toxicidad crénica: Es referida como la capacidad de una sustancia para causar
dafio a largo plazo. Presenta un periodo de latencia por lo que suelen manifestarse
después de un periodo largo de tiempo. La toxicidad cronica puede ser el resultado
de una exposicion Unica pero grave, 0 de exposiciones repetidas durante un
periodo de tiempo. Los efectos crénicos pueden afectar diversas areas, incluyendo
el sistema nervioso, pueden ser mutagénicos, afectar al sistema reproductivo y

ser teratogénicos.?®

13


coco://sendMessage/?ext=%7B%22s%24wiki_link%22%3A%22https%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FDosis_letal_media%22%7D&msg=DL50

Metabolitos toxicos

Saponinas. Son glicésidos que se encuentran distribuidos ampliamente en las
plantas y estan formadas por una aglicona de origen terpénico, esteroidal o
alcaloide; al cual se une por el hidroxilo del carbono-3, una cadena ramificada de
azucares, lo cual puede ser de hasta cinco moléculas, usualmente glucosa,
arabinosa, acido glucuroénico, xilosa y ramnosa. Las saponinas esteroidales se
encuentran principalmente en monocotiledéneas, mientras que las saponinas
terpénicas se encuentran en dicotiledéneas. Las saponinas generalmente son
consideradas como parte del sistema de defensa de las plantas contra patdgenos
y herbivoros, especialmente por su sabor amargo. La gran diversidad estructural
de las saponinas se refleja en sus diferentes propiedades biolégicas vy
fisicoguimicas. A pesar de su gran aplicacion farmacéutica, las saponinas en
determinadas concentraciones, son téxicas para microorganismos, insectos,
animales y humanos, por lo cual cuando estan presentes en los alimentos se

consideran como factores antinutricionales.*

El mecanismo de toxicidad de las saponinas implica varias vias que conducen al
dafio celular y la apoptosis. Los estudios indican que las saponinas pueden inducir
estrés oxidativo, activar vias apoptéticas, alterar las funciones celulares y producir
hemdlisis en los hematies. También las saponinas se han relacionado con la
nefrotoxicidad y citotoxicidad, estos hallazgos resaltan los mecanismos por los que
las saponinas ejercen sus efectos toxicos, lo que requiere una precauciéon en su

uso clinico.®!

Alcaloides. Son compuestos basicos que contiene nitrdgeno formando un
heterociclo, presentan actividad biolégica intensa en humanos y en animales.
Algunos pueden ser muy téxicos en pequefias dosis y estan presentes
principalmente en las plantas. Los alcaloides son estructuras con bajo peso
molecular, son sustancias alcalinas que a pH citosélico (7,2) o vascular (5 - 6),
protonan al atomo de nitr6geno, por lo que casi todos estos compuestos estan
cargados positivamente y formando sales solubles en agua como citratos,
malatos, tartratos. Estos metabolitos se encuentran en aproximadamente el 20 %
de las especies vegetales, tiene una funcion de defensa de las especies vegetales.
Por su actividad biol6gica se han utilizado como farmacos, estimulantes y

narcoticos.3?
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Los mecanismos de toxicidad de los alcaloides son complejos y varian segun el
tipo de alcaloide involucrados. Comunmente los alcaloides pueden inducir
neurotoxicidad, hepatotoxicidad, nefrotoxicidad y cardiotoxicidad a través de
diversas vias. Los alcaloides de pirrolizidina afectan principalmente al higado al
interferir con el metabolismo del glutation, lo que producen hepatotoxicidad.
También otros alcaloides interrumpen la liberacién de neurotransmisores y afectan
los canales de Na* dependiente de voltaje, afectando al sistema nervioso central,
ademas de causar trastornos gastrointestinales y psicosis a través de
interacciones con receptores y modulacion enzimética. Por otro lado, los
alcaloides pueden promover la peroxidacion lipidica y afecta los tejidos del

corazon.3334
2.4. Toxicologia experimental

Los estudios toxicolégicos son una parte esencial en el desarrollo de nuevos
medicamentos. Estos estudios evallan el riesgo y el potencial peligro que un
compuesto quimico o fisico, podria llegar a causar sobre la salud humana cuando

ocurre una exposicion aguda o crénica.’

Los estudios de toxicidad, analizan los efectos cualitativos y cuantitativos, que los
agentes quimicos y fisicos pueden tener sobre las estructuras y funciones de los
sistemas vivos. También se utilizan para evaluar la seguridad y el dafio potencial
en los humanos. El término "cualitativo" hace referencia al érgano que se ve
afectado, mientras que el término "cuantitativo" hace referencia a la relacion entre

la dosis y la respuesta.’
Toxicidad a dosis repetida

Los estudios de toxicidad a dosis repetida se basan en la administracion diaria del
agente estudio, con el objetivo de identificar y evaluar los efectos que surgen como
resultado de su exposicion continua, caracterizando en forma detallada que

6rganos se vieron afectado.’
En forma idénea, se deben seleccionar tres niveles de dosis:

a. Un nivel minimo, en el que no se observan los efectos toxicos.
b. Un nivel intermedio, en el que se observan signos leves de toxicidad.

c. Un nivel maximo, que es claramente toxico.
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Para la evaluacion de la toxicidad a dosis repetida se deberd observar
detalladamente el estado de salud de los animales, entre los cuales incluye

observar.’
Factores externos

Aspectos fisicos (diariamente): posicibn de la cola, orejas, piloereccion,

salivacion, etc.

Comportamiento: consumo de alimentos y bebidas, agresividad, variacién de

peso corporal.

Examenes fisicos: tono muscular, temblores musculares, convulsiones tras

estimulo, alteraciones de reflejos: corneal, palpebral, sensibilidad al dolor.
Pruebas hematol6gicas (periédicamente y al final)

Hemograma, recuento leucocitario y plaquetario, valor hematocrito y hemoglobina.
Pruebas bioquimicas en sangre (periodicamente y al final)

Proteinas séricas, creatinina, glucosa, lipidos, triglicéridos, urea, bilirrubina,

fosfatasa alcalina (dafio celular), transaminasas (dafio hepatico).
Pruebas analiticas en orina (periédicamente y al final)

Volumen, pH, color, densidad, sedimentos, proteinas, glucosa, cuerpos ceténicos,

pigmentos biliares, sangre.

Necropsia completa (atodos los animales al final del experimento)
Examenes macroscopicos, peso de drganos y andlisis histopatoldgicos de
organos tejidos.

Toxicidad aguda a dosis limite

El objetivo de este tipo de estudios es la de evaluar los efectos de la administracion
de una dosis Unica y muy elevada del compuesto en investigacién, donde el
resultado final podria cursar con la muerte de todos los animales de prueba. La
toxicidad aguda es representada mediante la dosis letal media (DL50), el cual es

referido como la dosis de la sustancia que provoca la muerte en el 50 % de los

animales en investigacion.’

Puede ser utilizado una unica dosis de 2000 mg/kg. Si no se produjeran muertes

en los animales, no existe la necesidad de realizar estudios con dosis inferiores.®
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Periodo de observacion

Se debe realizar por lo menos durante 14 dias, identificando las reacciones
téxicas, periodos en los que los signos de toxicidad aparecen y desaparecen,

tiempo de muerte de los animales de prueba tras la administracion.
Exadmenes clinicos

Son realizados una vez durante el dia, evaluando los cambios en la piel y los pelos,
0j0s Yy membranas mucosas, respiratorio, circulatorio, autbnomo, central y
actividad somato motora. También incluyen la necropsia a los animales muertos y

moribundos.
Signos clinicos

Se evallan el comportamiento, aparicion de temblores, convulsiones, salivacion,
diarrea, letargo, suefio, coma y tiempo de muerte, en el primer, séptimo vy

catorceavo dia tras la administracion.
2.5. Toxicidad de la quinua.

Las saponinas en las semillas de quinua son el principal factor antinutricional.
Estos metabolitos no presentan una forma quimica definida, derivAndose tanto de
glucésidos triterpenoides como de esteroides. Se encuentran presenten
principalmente en la cascara de los granos de quinua y son los que le dotan ese
caracteristico sabor amargo. Su presencia no solo se limita a las semillas, ya que
de igual forma estan presentes en las hojas y, en menor medida, en las flores y
frutos. Las saponinas sirven como barreras contra los ataques de patégenos y
herbivoros, gracias a su sabor amargo y ciertas propiedades téxicas. Por ello,
tiene sentido que se encuentren principalmente en las partes mas vulnerables de
la planta, como las hojas, tallos, frutos y raices. El contenido maximo de saponinas
en la quinua es del 2,8 %; aunque este porcentaje puede variar segun la especie
y el ecotipo. Este valor es muy alto en comparacién con las exigencias del
mercado, que establecen un limite de 0,05 %. Ademas de este caracteristico sabor
amargo, se ha descrito que las saponinas son relativamente toxicas para los que
lo consumen, ya que pueden provocar hemdlisis de los eritrocitos y afectar los
niveles de colesterol en el higado y la sangre. Por lo tanto, es necesario eliminarlas
antes de consumir el grano. Las saponinas tienen la propiedad de producir

abundante espuma cuando se disuelven en agua y se agitan. También son
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solubles en alcohol y otros disolventes organicos, dando lugar a una solucién que

va de blanca a ligeramente parda.®>3

También se encuentra presente en la quinua el acido fitico, si bien tiene efectos
favorables, como ser antioxidante y previene enfermedades coronarias, no
obstante, es bien conocido como inhibidor de minerales, y biodisponibilidad de

proteinas y elementos traza.®”

Otros de los compuestos antinutrientes que presenta la quinua son los oxalatos,
considerada como sustancias toxicas perjudiciales para la salud debido a que no
se metabolizan, y formar complejos insolubles con cationes divalentes en el tracto
digestivo, como el calcio, facilitando la formacién de oxalato de calcio en los
rifones. Y también los nitratos que interfieren con la vitamina A y el correcto
funcionamiento de la glandula tiroides, incluso al reducirse en nitritos son

precursores del cancer.%®
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion

Laboratorios de la Escuela profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad
de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,

durante los meses de junio a noviembre del 2023, Ayacucho - Perd.
3.2. Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacion

Semillas de la variedad Pasankalla de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”,
cultivadas en el distrito de Quinua de la regién Ayacucho, las cuales fueron
identificadas y clasificadas taxonémicamente por una especialista en taxonomia y

sistematica de plantas (Anexo 1).
3.2.2. Muestra

Un kilogramo de semillas de la variedad Pasankalla de Chenopodium quinoa Willd.

“‘quinua” (Anexo 2).

a. Criterio de inclusion:

- Semillas en buen estado, con cascarilla.
b. Criterio de exclusion:

- Semillas en mal estado, sin cascarilla.
3.2.3. Unidad de experimentales

25 ratas machos Wistar de 200 + 20 g de peso seleccionados aleatoriamente,
obtenidas del bioterio del Instituto Nacional de Salud, con una semana de
anticipacion a la realizacion del experimento para su adecuacion a las condiciones

del laboratorio.
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3.3. Metodologiay recoleccién de datos

El estudio fue realizado en cinco etapas, los cuales comprendieron:

e Obtencion de las semillas germinadas.

e Obtencion del extracto liofilizado.

¢ Identificacion de los metabolitos secundarios.

¢ Determinacién de la Toxicidad aguda, mediante el Test N° 423 de la OECD.

e Determinacion de la Toxicidad a dosis repetida, mediante el Test N° 407 de la
OECD.

3.3.1. Obtencién de las semillas germinadas.

a. Recoleccion de las muestras: las semillas fueron recolectadas por
conveniencia, para lo cual se utilizaron envases limpios, secos y herméticos,

finalmente fueron almacenados en un ambiente seco.??4

b. Seleccidn y clasificacién: la limpieza de los granos fue mediante tamizaje,
permitiendo la separacion de las particulas extrafias mediante el zarandeo y el
soplado, de esta forma se seleccionaron los gramos y mantuvo la uniformidad en

su tamario. 133940
c. Pesado: se pesaron 400 g de las semillas limpias.

d. Lavado y desinfeccion: el lavado de las semillas fue realizado durante 20
minutos, utilizando hipoclorito de sodio 0,02 % (p/v), y enjuagando en forma

manual con agua destilada e hidratados por 4 horas.1#3%40

e. Germinado: los granos lavados y desinfectados, fueron colocados en
recipientes de vidrio sobre papeles absorbentes humedecidos con agua destilada,
posteriormente fueron incubadas a 37 °C durante 48 a 72 horas hasta obtener el

germinado. 43940

Se seleccionaron al azar 50 g del germinado, teniendo como referencia que la

longitud de la raiz alcanzada fuera 1,5 veces superior a la longitud del grano®*3435,
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f. Escaldado: los granos germinados fueron secados a temperatura menor a 40
°C durante 24 horas.'#3940

g. Molienda: finalmente se procedié con la disminucion del tamafio de particula
de los germinados secos, utilizando un molino. Posteriormente los germinados

triturados fueron almacenadas a temperatura inferior a 0°C hasta su uso.**3°
3.3.2. Obtencién del extracto liofilizado*4

= Se pes6 200 g de germinado de quinua seco Y triturado.

= La muestra pesada fue sometidas a extraccién utilizando etanol al 70 % en una
proporcion de (1:10) y macerados por siete dias con agitacion periddica.

= El extracto hidroalcohdlico fue filtrado y concentrado en bafio maria, luego fue
tratado con maltodextrina a fin de obtener una solucién al 15 %, posteriormente
fue congelado a -60 °C por 24 h y sublimado a -80 °C por 48 h, a fin de obtener

el extracto liofilizado.*?43
3.3.3. Identificacién de los metabolitos secundarios.

Se utiliz6 la metodologia cualitativa del screening fitoquimico propuesto por
Miranda**. Para ello, se prepar6 una solucién del extracto a una concentracién del

1 % en agua destilada.
Taninos y/o fenoles

e Ensayo del cloruro férrico (FeCls). Se afiadi6 tres gotas de Fecls 1 % a una
alicuota del extracto en solucion. El ensayo fue positivo por formacion de un

color verde oscuro.

e Ensayo de Gelatina 1 %. A una alicuota de la muestra se afiadi6 tres gotas

de gelatina al 1 %. El ensayo es positivo por la formacién de un precipitado.
Alcaloides

Se coloc6 sobre una alicuota del extracto, 1 mL de acido clorhidrico al 1 % en

agua, para formar una solucién acuosa acida.

e Ensayo de Dragendorff. A la solucion acida antes preparada se colocé 3 gotas
de reactivo Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida

(++), precipitado (+++).
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Ensayo de Mayer. A la solucion &cida, se afiadié una pisca de cloruro de sodio
en polvo, agitar y filtrar. Se agrego 3 gotas de reactivo Mayer, si hay
opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).

Ensayo de Wagner. A la solucién acida, se afiadié 3 gotas de reactivo Wagner,

si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++).

Azlcares reductores

Ensayo de Fehling. Se disolvi6 una alicuota del extracto con 2 mL de agua, y
a esta se le agreg6 2 mL de reactivo Fehling, la mezcla fue calentado en bafio
maria por 10 minutos. El ensayo se consideré positivo por la aparicién de un

precipitado rojo.

Ensayo de Benedict. Se disolvio una alicuota del extracto con 2 mL de agua,
se agreg6 2 mL de reactivo Benedict y fue calentado en bafio maria por 5-10
minutos. El ensayo se considerd positivo por la formacion de un precipitado

rojo.

Flavonoides

e Ensayo de Shinoda. A una solucién del extracto se agregd gotas de HCI

concentrado y un pedazo de cinta de magnesio. Se dej6 reposar por 5 minutos.

El ensayo fue considerado positivo por la formacién de una coloracién amarilla.

Saponinas

Ensayo de espuma. Se diluy6 una alicuota del extracto, con una cantidad de
agua que equivale a 5 veces el volumen del extracto, y agitando fuertemente
durante 5 minutos. La prueba es considerada como positiva por la aparicién de
espuma en la superficie del liquido, con una altura de mas de 2 mm, el cual

persiste por mas de 2 minutos.

Aminoacidos

e Ensayo de ninhidrina. A una porcion del extracto en solucion, se afiadié 2 mL

de reactivo de ninhidrina al 2 %, la mezcla fue calentada por 5 minutos en bafio
de agua hirviendo. El ensayo fue positivo por la formaciéon de un color azul

violeta.
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3.3.4. Determinacion de la toxicidad aguda

Se empled el Test N° 423, método clasico de la Organizacion para la Cooperacion

y el Desarrollo Econémico.®

1.

Los animales fueron aclimatados por una semana, previo al ensayo, para ello
fueron alojados con libre acceso al agua y alimento, y manteniendo la
temperatura entre 21 a 25 °C, y una humedad relativa de 50 a 60 % con 12
horas de luz/oscuridad.

Después, los animales fueron sometidos a ayuno, aunque se le permiti6 el
acceso libre al agua, durante 12 horas antes de la prueba.

Se formaron dos grupos en forma aleatoria con 5 ratas cada uno, los cuales
fueron tratados por via oral como se establece en la tabla 1.

Tabla 1. Distribucién de los grupos y tratamiento para la prueba de toxicidad

aguda.

Grupos Tratamientos

Grupo 1 Ratas sometidas con el extracto a concentracion 2000 mg/Kg

Grupo 2 (control) Cloruro de sodio 0,9 %

. El extracto liofilizado fue administrado una sola dosis por via oral, utilizando

para ello una sonda nasogastrica.

. Los animales fueron observados en forma individual después de la

administraciéon durante 60 minutos, y luego recurrentemente durante las
primeras 24 horas, prestando especial atencién durante las primeras 4 horas.

Posteriormente, se les observé diariamente durante un total de 14 dias.

. Se anotaron todas las observaciones, incluyendo reduccion de la actividad

motora, perdida de pelaje, perdida de reflejos, lagrimeo, mucosas palidas e

hiperémicas.

. Se registraron los pesos de los animales de experimentacién, poco antes de la

administracién de la dosis del extracto liofilizado, y después a los 7 y 14 dias
de prueba, al final los animales fueron humanamente sacrificados, y se les

extrajeron los érganos para ser pesados.

. Ningun animal de experimentacion murié durante el ensayo, por lo cual no fue

necesario la administracion de dosis menores de 5, 50 y 300 mg/kg de peso

corporal.
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3.3.5. Determinacion de la toxicidad a dosis repetida
Se empleo el test N° 407 de la OECD.4

1. Los animales fueron aclimataron por una semana, previo al ensayo, alojados
con acceso libre al agua y alimento, y manteniendo la temperatura entre 21 a
25 °C, y una humedad relativa de 50 a 60 % con 12 horas de luz/oscuridad.

2. Después, los animales fueron sometidos a ayuno, aunque se le permitio el
acceso libre al agua, durante 12 horas antes de la prueba.

3. Los animales fueron agrupados en forma aleatoria en tres grupos con 5 ratas
cada una, y los cuales recibieron el tratamiento segun se describe en la tabla
2.

Tabla 2. Distribucién de los grupos y tratamiento para la prueba de toxicidad

a dosis repetida.

Grupos Tratamientos
Grupo 1 Ratas con extracto a concentracién de 500 mg/kg
Grupo 2 Ratas con extracto a concentracién de 1000 mg/kg
Grupo 3 (control) Cloruro de sodio 0,9 %

4. El extracto liofilizado fue administrado por via oral, durante 28 dias utilizando

para ello una sonda de alimentacion.

5. Se registraron los pesos de las ratas, poco antes de la primera administracion

del extracto liofilizado, y posteriormente a los 15 y 28 dias de prueba.

6. Se evaluaron los cambios hematoldgicos (hemoglobina y hematocrito), perfil

hepatico y renal.

7. Al final los animales fueron necropsiados, y se realiz6 una evaluacion

histopatoldgica de los higados.
3.3.6. Determinacion de los niveles de hemoglobina.

Fue realizado segun el método de cianometahemoglobina para lo cual a 20 uL de
muestra sanguinea obtenida con anticoagulante, se adicion6 5 mL de reactivo
Drabkin, se agit6 y se dejo reposar por 5 minutos. Finalmente se realiz6 la lectura
en el espectrofotobmetro a 540 nm. Los célculos fueron realizando segun la
siguiente formula.®®

18
Absorbancia del estandar

Factor =
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Hemoglobina (g/dL) = Factor x Absorbancia desconocida
3.3.7. Determinacion de las transaminasas.

La muestra de sangre se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente
en un tubo de ensayo se agregd 100 pL de plasma obtenida, sobre esta se
adiciond6 0,5 pL de reactivo A (soluciéon de 200 mM de L-alanina y 2 a-cetoglutarato
en buffer fosfato 100 mM a pH 7,4) y 100 pL de agua destilada, se mezcl6 y se
dejo6 reposar. Después de 5 minutos se agregé 0,5 pL de reactivo B (solucion de
2 a-cetoglutarato, nicotinamida adenina dinucle6tido reducido y lactato
deshidrogenasa), y 0,5 yL de hidréxido de sodio diluido, se mezclé y se puso en
bafio Maria, utilizando un vortex para homogenizar la muestra y le realiz6 su
lectura en el espectrofotometro UV a 505 nm.*®

GOT
L —aspartato + a — cetoglutarato —> glutamato + oxalacetato

La GPT cataliza la siguiente reaccion:

GPT
L— aspartato + a — cetoglutarato —> glutamato + piruvato

3.3.8. Determinacion de creatinina.

Se emple6 el método cinético para la determinacion de creatinina en suero, para
lo cual la muestra de sangre se centrifugé a 3000 rpm durante 5 minutos, para
obtener el plasma. Posteriormente en dos cubetas espectrofotométricas marcadas
como S (estandar) y D (desconocido) se colocaron: en la cubeta S; 1,2 mL de
Reactivo de trabajo y 0,2 mL de estandar; en la cubeta D agregar; 1,2 mL de
Reactivo de trabajo y 0,2 mL de muestra de plasma. Se mezcld inmediatamente,
y a los 30 segundos exactos se midid las absorbencias (S1y D1), se continuo con
la incubacion, y se volvié a medir la absorbancia a los 5 minutos (S2 y D2), 6sea

a los 4 minutos y 30 segundos después de la primera lectura.®
Creatinina en suero mg/L = (D2 —D1) x F

_ 20mg/L
~ S1-S2

3.4. Tipo y disefio de investigacion
3.4.1. Tipo de investigacion

Bésica — Experimental.
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De acuerdo con Hernandez et al.*’, la investigacion fue de tipo experimental,

debido a que se realiza la manipulacion la variable independiente y se midi6 el

efecto que tuvo en la variable dependiente.

Disefio de investigacion

Los disefios planteados para los ensayos de toxicidad aguda y toxicidad a dosis

repetida son de la siguiente manera.*’

Para el caso del estudio de toxicidad aguda se plante6 un disefio experimental

con series cronoldgicas multiples con una duracion de 14 dias, que de manera

simbdlica se expresa de la siguiente manera:

RGe O X1
RGc 01
Donde:

Ge: Grupo experimental

Gc: Grupo control

X: Extracto a concentracion de 2000 mg/kg.

O: Observacion

---: Ausencia de estimulo.

Para el caso del estudio de toxicidad a dosis repetida tendra un disefio

experimental de preprueba — posprueba y grupo control, con una duracién de 28

dias, que de manera simbdlica corresponde a:

Donde:

G1: Grupo experimental 1

G2: Grupo experimental 2

(O] X1

o, -
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Gc: Grupo control

X1: Extracto a concentracion de 500 mg/kg.
X2: Extracto a concentracién de 1000 mg/kg.
O: Observacion.

---: Ausencia de estimulo.

3.5. Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron procesados usando el paquete estadistico SPSS
(version 26,0). Se determind la media y desviacién estandar, se representa
mediante figuras en forma de barras. Las diferencias significativas existentes entre
los grupos tanto para la prueba de toxicidad aguda y la prueba de toxicidad a dosis
repetida fueron analizadas mediante el andlisis de varianza (ANOVA) para

muestras relacionadas, teniendo un nivel de significancia del 5 %.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes en el extracto liofilizado de las
semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, variedad
Pasankalla. Ayacucho 2024.

Metabolito

: Ensayo Resultado Observacion
secundario
FeCl; 1 % +++ Cc.)l(ir verde
Fenoles y/o Intenso
taninos i
Gelatina 1 % +++ FOfm?‘C.'O” de
precipitado
Flavonoides Shinoda +++ Amarillo
Dragendorff +++ FOfm"?‘C.'O” de
precipitado
Alcaloides Mayer . Turbidez
Wagner ++ Turbidez
Fehling +++ PreC|pltado
rojo
AzUcares N
reductores Precipitado
Benedict ++ rojo
Saponinas Ensayo de s Formacion de
espuma espuma
Aminoacidos Ninhidrina +++ Azul intenso
Leyenda:

(+++) : Abundante.
(++) :Regular.

(+) : Escaso.
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ANOVA: dosis 2000 mg/kg (p=0,455), control (p=0,465)

Figura 1. Pesos en ratas segun tratamiento al evaluar la toxicidad aguda del

extracto liofilizado de las semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd.
“quinua”, variedad Pasankalla. Ayacucho 2024
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Tabla 4. Comportamiento general en ratas segun tratamiento al evaluar la
toxicidad aguda del extracto liofilizado de las semillas germinadas de
Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, variedad Pasankalla. Ayacucho 2024

Comportamiento Grupo control Extracto
2000 mg/kg

Disminucion de la actividad

motora 0/5 4/5
Aumento de la actividad motora 0/5 1/5
Perdida de reflejos 0/5 3/5
Lacrimacion 0/5 2/5
Mucosas pélidas 0/5 4/5
Mucosas hiperémicas 0/5 2/5
Ereccion de la cola 0/5 3/5
Piloereccion 1/5 4/5
Diarrea 0/5 2/5
Agresivo 1/5 2/5
Atemorizado 1/5 4/5
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Figura 2. Variacion de los pesos de los 6rganos en ratas segun tratamiento al
evaluar la toxicidad aguda del extracto liofilizado de las semillas germinadas de

Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, variedad Pasankalla. Ayacucho 2024
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de las semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, variedad

Pasankalla. Ayacucho 2024

34



16 15.89

15.8
15.6
154
15.2

14.97
15

14.8 14.69

Hemoglobina (g/dL)

14.6

14.4

14.2

14
Control Dosis 500 mg/kg Dosis 1000 mg/kg

Tratamiento

ANOVA (p=0,184)
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extracto liofilizado de las semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd.

“quinua”, variedad Pasankalla. Ayacucho 2024
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extracto liofilizado de las semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd.
“quinua”, variedad Pasankalla. Ayacucho 2024
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V. DISCUSION

Chenopodium quinoa Willd. “quinua” es una planta ancestral muy valorizada en
muchas regiones del Peru y diversos paises debido a su gran valor nutricional y
medicinal, esto por la cantidad de metabolitos secundarios que presenta en su
composiciones quimica, entre ellos los compuestos fendlicos, flavonoides,
carotenoides entre otros, sin embargo, también se han detectado la presencia de
compuestos anti nutrientes entre los que se encuentran las saponinas, oxalatos,
alcaloides, nitratos y acido fitico, los cuales presentan una leve toxicidad para los
animales y el ser humano, y aumentan cuando los cultivos sufren deficiencias de
humedad.*® En el estudio de Garcia®®, se refiere que el desarrollo agricola e
industrial de la quinua se ha visto comprometido, ya que sus semillas sintetizan
sustancias bioactivas, cuya ingesta causan toxicidad al organismo, debido a la
irritacién que producen sobre el tracto digestivo y las mucosas intestinales,

ademas de reducir la absorcién de nutrientes y la lisis celular.

Para la presente investigacion se decidio utilizar las semillas germinadas de la
quinua debido a que en esta etapa sus enzimas se encuentran activas,
incrementando su valor nutricional y reduccién de los compuestos antinutrientes.*
Esta afirmacion es corroborada por Aldana*®, quien reporto que el proceso de
germinacion, eleva el contenido de nutrientes y reduce los antinutrientes sobre

todo las saponinas, al evaluar tres variedades de la quinua.

Asi como las grandes propiedades nutricionales y medicinales que presenta la
quinua, utilizado como antioxidante, analgésico, antiinflamatorio, cicatrizante,
diurético, usado para tratar torceduras, fracturas y luxaciones, lavar los oidos,
sordera, entre otros,? de igual forma contiene metabolitos secundarios con relativo
potencial toxico, por tanto, es necesario determinar cuan perjudicial para el
organismo son estas sustancias, por este motivo, en el presente trabajo de

investigacion se determind la toxicidad aguda y a dosis repetida del extracto
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liofilizado de las semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua” en
ratas, utilizando los métodos descritos por la OECD, el test N° 423 para la toxicidad
aguda, y el test N° 407 para la toxicidad a dosis repetida.*>4

Para el reconocimiento de los metabolitos secundarios que se encuentran en el
en el extracto liofilizado, se us6 la metodologia cualitativa propuesto por Miranda®,
mostrando los resultados en la tabla 3, en las cuales se identificaron la presencia
de compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides, azUcares reductores, saponinas
y aminoécidos, resultados similares fueron obtenidos por Ramos®°, quien identificd
en el extracto liofilizado de la quinua la presencia de catequinas, saponinas,
triterpenos, aminoacidos, cumarinas, quinonas, fenoles y taninos, flavonoides,
alcaloides y azucares reductores. Se han descrito que tanto las saponinas como
los alcaloides son metabolitos de relativa toxicidad, de ahi data el interés de esta
investigacion sobre todo por el contenido de estos dos compuestos. Estos
metabolitos secundarios también fueron reportados en la investigacién realizada
por Mendoza®, quien determin6 contenido en moderado tanto para el ensayo de
espuma y el ensayo de Dragendorff, utilizando la variedad Pasankalla de la
quinua, resultados similares se reportaron por Pillacal’, quien identificé la

presencia de saponinas y alcaloides para la variedad Pasankalla de la quinua.

Como se ha ido mencionando, en los tiempos actuales el valor por la utilizacion
de las plantas con uso medicinal esta en crecimiento, la OMS hace referencia que
sobre todo los paises que se encuentran en proceso de desarrollo, utilizan las
plantas medicinales como una medida de acceso a un tratamiento para algun tipo
de afeccion que lleguen a presentar. Por lo que la determinacion de la inocuidad
de las plantas con potencial medicinal resulta de mucho interés, permitiendo

garantizar la seguridad de pacientes que lo utilizan.%!

Por esta razén los organismos internacionales proponen directrices para realizar
los estudios de toxicidad de los medicamentos a base de plantas medicinales. Es
el caso de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), propone estudios de
toxicidad aguda, toxicidad a largo plazo, pruebas de toxicidad local y pruebas
especiales de toxicidad. También la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Economico (OECD), han presentado directrices sobre estas
investigaciones, a medida que se utiliza cada vez més la medicina tradicional a
base de plantas medicinales, se ha vuelto necesario la validacién cientifica de su

USO.6'45'46
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Los estudios de toxicidad aguda son esenciales para prevenir las sobredosis de
medicamentos a base de hierbas medicinales, ademéas ayudan a dilucidar las
dosis apropiadas que se deben utilizar en la terapéutica, y el célculo de la DL50
después de una Unica exposicion.® Para el estudio se esta utilizando la prueba de
dosis limite debido a que hay un antecedente que menciona que el material en
estudio no es téxico, o que tenga toxicidad por encima de las dosis limite de 2000
mg/kg de peso corporal.*®

En la figura 1, se muestra los valores de los pesos de las ratas alos dias 1, 7y
14, tras de la aplicacion de una dosis limite de 2000 mg/kg de peso corporal del
extracto liofilizado y también los pesos del grupo control. Para el caso grupo
control se muestra que los pesos de los animales fueron aumentando segun
transcurria los dias, mientras que en el grupo experimental los pesos fueron
decreciendo de 210,2; 208,6 y 207,8 gramos en el dia 1, 7 y 14 respectivamente.
Al ser sometidos los pesos de los animales a andlisis de varianza para muestras
relacionadas (Anexo 11), se determina que no existe diferencia estadisticamente
significante (p>0,05), pudiendo afirmarse, que tras la administracion de la dosis
limite del extracto esta no afecto el peso corporal de los animales tratados. Dentro
de un estudio de toxicidad la variacion en el peso corporal representa un
parametro de gran importancia, ya que una diferencia en este indicados
representa un posible dafio al organismo, provocado por la sustancia evaluada®.
En nuestra investigacion se observa una reduccién de este indicador en el grupo
de animales que recibieron la dosis limite del extracto, sin embargo, estas no son
estadisticamente diferentes. En el estudio desarrollado por Palomino*®, evalu6 la
toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico de la manzanilla, mostrando en sus
resultados que tanto el grupo control como el grupo que recibi6 la dosis de 2000
mg/kg del extracto, experimentan un incremento en sus pesos dando valores de
199,4; 212,8 y 223,0 gramos, para el grupo control y de 200,0; 216,0 y 227,0
gramos, para el grupo del extracto, en los dias 1, 7 y 14 que duro el ensayo, hace
referencia que el aumento en los pesos se halla dentro de los valores normales

para el crecimiento normal de la especie.

Ningun animal de experimentacion muri6 durante el estudio, por lo que se
establece que la DL50 es mayor que los 2000 mg/kg, por lo que no se realizaron
a dosis menores, sin embargo mostraron alteraciones en su comportamiento por
la administracion aguda del extracto liofilizado, estos resultados son detallados en

la tabla 4. Se mostré sobre todo disminucion de la actividad motora (cuatro),
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ausencia de reflejos (tres), mucosas pélidas (cuatro), ereccion de la cola (tres),
ereccion del pelaje (cuatro) y atemorizado (cuatro). La toxicidad esta definida
como la capacidad intrinseca que posee un agente quimico de producir efectos
adversos sobre un 6rgano, entre los signos de toxicidad se encuentran cambios
en la piel y el pelaje, los ojos y las membranas mucosas, también sistemas
respiratorios, circulatorios y nerviosos central*'. La dosis letal media en definida
como la cantidad de un compuesto que se administra por via oral y que produce
el deceso de la mitad de los animales en evaluacion, el valor de la dosis letal media
esta definida el peso del compuesto analizado por el peso del animal en estudio
(mg/kg). Para el caso de nuestro estudio se tiene una DL50 superior a los 2000
mg/kg. Este resultado puede ser contrastado por Zavala R et al®, quién evalué la
toxicidad aguda de un extracto alcohdlico de hojas de Chenopodium
ambrosioides, otra especie de la familia de nuestra planta en estudio, quien
después de la administracion de una dosis de 2000 mg/kg, los resultados
determinan que no produjo mortalidad, aunque durante las primeras horas
después de la administracion las ratas mostraron signos de letargo y somnolencia,

atribuible a una leve toxicidad.

Como parte de la evaluaciéon de toxicidad producida en los animales de
experimentacion, se evaluaron los posibles dafios ocasionados sobre los 6rganos
de todos los animales utilizados en la prueba, entre los cuales incluyeron al
corazon, higado, rindn y estbmago. Después de los 14 dias los animales fueron
humanamente sacrificados utilizando Halatal, para posteriormente extraer sus
6rganos y proceder a pesarlo, los resultados se muestran en la Figura 2, teniendo
como pesos del grupo experimental y control, segun se detallan a continuacion;
corazones 0,78y 0,73 g, higados 8,38 y 7,20 g, rifiones 1,32y 1,40 g y estbmagos
2,04 y 2,26 g respectivamente, al someter los resultados a analisis estadistico
(Anexo 12), se tiene que no existe diferencias significativas (p>0,05), entre las
medias de los pesos de cada érgano evaluado. Con estos resultados podemos
mencionar que el extracto en investigacién no produce dafio sobre los 6rganos,
pudiendo afirmar que no presenta toxicidad o que esta es muy baja, debié a como
se ha estado refiriendo que la variacion en el peso es un indicativo de efecto
toxicoldgico, debido al posible dafio tisular producido. En el estudio realizado por
Escobar et al.’, evaluaron el efecto toxicolégico que tiene sobre los 6rganos

(higado, corazén, pulmon, rifién, estbmago e intestinos) el extracto de hojas de
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Hamelia patens, determinando que no existe variacién entre los pesos del grupo

control y experimental.

Como no se reportaron muertes en la prueba de toxicidad aguda a dosis limite, se
permite decidir el uso de dosis de 500 y 1000 mg/kg para el ensayo de toxicidad
a dosis repetida, esta prueba permite conocer posibles dafios en el organismo que
aparecen debido a una aplicacion repetida, por un periodo de tiempo limitado, de
la sustancia en estudio sobre los animales de prueba, si por la administracion del
producto existe variacion en el consumo normal de alimentos, agua y reduccion
del peso corporal.*® En la figura 3, se muestran los cambios en el peso corporal
de las ratas, al evaluarse la toxicidad a dosis repetida por 28 dias del extracto
liofilizado. Para el caso del grupo control se muestra valores de peso ascendentes,
y los cuales fueron de 219,8; 220y 222,2 g en los dias 1, 15 y 28 respectivamente,
mientras que, en los grupos de investigacion, se produce una disminucion en los
pesos de las ratas, mostrando para el caso del grupo 1, valores de peso de 173,2;
170,10y 167,4 g en los dias 1, 15y 28 respectivamente, y para el grupo 2, valores
de peso de 177,6; 175,4 y 172,8 g en los dias evaluados respectivamente. Al
someter los resultados a andlisis de varianza para muestras relacionadas (Anexo
14), se evidencia que los grupos experimentales que recibieron las dosis de 500 y
1000 mg/kg de peso corporal, no muestran diferencia significativa entre los valores
de pesos en cada medicién (p>0,05) similar a lo reportado de Lope'®, quien estudié
la toxicidad a dosis repetida del extrado de saponinas de quinua, produjo una
reduccién en los pesos de las ratas durante los 28 dias que durdé la prueba, pero
sin que exista una diferencia significativa entre los pesos medidos (p>0,05). Por
tanto, se puede afirmar que la aplicacion diaria de las dosis de 500 y 1000 mg/kg
del extracto liofilizado no afecta en forma significativa la reduccién de los pesos

de los animales tratados.

En la figura 4, se describen los niveles de hemoglobina en las ratas, segun el
tratamiento recibido del extracto liofilizado de la quinua, dando un resultado de
nivel de hemoglobina de 15,89 g/dL para el grupo control, mientras que el grupo 1
registraron valores promedio de 14,97 g/dL y el grupo 2 registré un valor promedio
de 14,69 g/dL. Al realizar el analisis de varianza para comparar las medias de los
grupos (Anexo 17), muestra que no existe diferencia significativa (p>0,05) entre
los grupos, pudiéndose afirma que la administracion del extracto liofilizado de las
semillas de quinua no produce anemia en los animales experimentales. En la

investigacion de Miguez®?, refiere que los valores normales de hemoglobina para
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las ratas Wistar se encuentra entre 10,0 y 16,9 g/dL, estando nuestros resultados
en los limites establecidos, sin embargo, el de menor valor corresponde al grupo
tratado con la dosis de 1000 mg/kg, por otro lado, En la figura 5, se describen los
valores de hematocrito de los grupos de trabajo, obteniéndose valores de 48,12
% para el grupo control; 45,38 % y 42,74 % para los grupos 1y 2 respectivamente,
de igual forma como la prueba hematoldgica anterior, esta se encuentra dentro del
rango normal (34 % — 50 %)°?, y en confirmacion como el resultado anterior el de
menor valor corresponde al grupo 2 (dosis de 1000 mg/kg), al someter las medias
a andlisis de varianza (Anexo 17), se muestra que existe diferencia significativa
entre los grupos (p<0,05) y en la prueba de Tukey (anexo 18), solo en control es
estadisticamente igual al grupo 1 (dosis de 500 mg/kg). Las pruebas de
hemoglobina y hematocrito son de gran valor ya que son las primeras pruebas que
se usan para el diagnéstico de anemia, un valor bajo de hemoglobina o

hematocrito es un signo de anemia.>

El higado es un érgano multifuncional, destacando sus funciones vasculares,
metabolismo de las proteinas, grasas e hidratos de carbono, también participa en
el metabolismo de los medicamentos los cuales facilitan su eliminaciéon.>* Dentro
de los examenes que permiten evaluar la funcion del higado, se encuentran los
parametros bioguimicos como son la transaminasa glutamica oxalacética (TGO),
transaminasa glutamico pirGvica (TGP), gammaglutariltranspeptidasa (GGT),
fosfatasa alcalina (FA), bilirrubina, albumina y actividad de protombina. Las
alteraciones en los niveles de TGO y TGP normalmente son indicativos de
lesiones hepéticas, pero también pueden actuar a otros niveles, debido a que

estos parametros no son érgano especifico.>®

En la figura 6, se describe los niveles de transaminasas en las ratas segun
tratamiento a dosis repetida con el extracto liofilizado de la quinua, y en la cual se
registraron valores de TGO y TGP como se describen a continuacion: grupo
control, 81,22 y 51,32 U/L, grupo 1 (500 mg/kg) 158,49 y 110,86 U/L, finalmente
grupo 2 (1000 mg/kg) 151.60 y 82 U/L. Vargas®®, en su investigaciéon determing el
rango de referencia para los valores de perfil hepatico para ratas Wistar, los cuales
fueron de, 24 — 53 U/L para TGO y 77 — 157 U/L para TGP. Se muestra que los
valores de TGO para todos los grupos de trabajo se encuentran fuera de los
valores normales, siendo el grupo 1, el que registra un mayor valor, mientras que
los valores de TGP para los grupos de investigacion se encuentran dentro del

rango de valores normales. Al realiza el andlisis de varianza (Anexo 17), muestra
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gue existe diferencia significativa entre los grupos evaluados (p<0,05), y mientras
que, en la prueba de Tukey (Anexo 18), para el andlisis del TGO, el grupo 1y 2
son estadisticamente semejantes pero diferentes del grupo control, y para el
andlisis del TGP el grupo control y el grupo 1 (dosis 500 mg/kg), son

estadisticamente similares.

En el higado se presentan al menos 60 reacciones de transaminasas, sin
embargo, las Unicas que presentan valor clinico son la transaminasa glutamica
oxalacética (TGO) y la transaminasa glutamico piravica (TGP), pero ninguna de
estas enzimas, son especificas del higado, estando ampliamente distribuidas en
el organismo. La TGO también esta presente el corazén, higado, musculos
esqueléticos y riidn mientras que la TGP se localiza principalmente en el rifién y
el higado, por tanto, sus niveles son indicadores méas especificos de dafio
hepatico®’, como en nuestra prueba se muestra que los niveles de TGO son los
gue se encuentran fuera de los valores normales, es posible que esté relacionado
a situaciones ajenas al higado, como son afecciones al musculo cardiaco o
esquelético. Lope®®, en su investigacion sobre la toxicidad a dosis repetida del
extracto de saponinas, también determino los valores de perfil hepatico, teniendo
que el valor registrado de TGO a la dosis de 1000 mg/kg se encuentra fuera de lo
normal (79,90 U/L), mientras que los otros grupos se encuentran dentro del rango
normal (control; 41,82 U/L y dosis de 500 mg/kg; 45,52 U/L). Para el caso de los
valores medidos de TGP, para todos los grupos se encuentran dentro de los
valores normales (control 39,36; dosis 500 mg/kg 41,30 y dosis de 1000 mg/kg
76,32 mg/dL).

En el anexo 13, se describe el estudio histopatolégico realizado sobre una porcién
de los higados extraidos de los grupos de trabajo, el grupo control muestra que
los hepatocitos no presentan ninguna alteracion significativa, mientras que el
grupo 1, que recibi6 la dosis de 500 mg/kg se presenta congestion
interhepatocitos, igual resultado se muestra en el grupo 2, que recibié la dosis de

1000 mg/kg, pero a este ultimo se la afiade una congestion del espacio de Disse.

Los riflones son oOrganos esenciales que, ademas de actuar a modo de filtro
eliminando productos metabdlicos y toxinas de la sangre,®® los marcadores
bioquimicos como la urea, creatinina, &acido Urico, proteinas totales y
microalbuminuria permiten evaluar el funcionamiento renal.®® La urea es el
producto final del metabolismo de las proteinas, la causa de su elevacion en la

sangre, es debié a una disminucién del volumen plasmatico por deshidratacion o
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hemorragia, catabolismo proteico excesivo en casos de diabetes, tirotoxicosis,
infecciones, disminucién de la capacidad de concentracion del rifién por
nefropatias y toxicidad, los valores de urea no solo son indicativos de funcién
renal, pues dependen de la dieta e integridad hepatica,®® mientras que las pruebas
de creatinina se utilizan para el diagnéstico de insuficiencia renal, a diferencia de
la urea, el nivel de creatinina no se ve afectada por la funcion hepética y tiende a
aumentar mas tarde, lo cual indica cronicidad de la alteraciéon.®® En la figura 7, se
describen los valores de la prueba de perfil renal (creatinina y urea sérica), en
ratas segun tratamiento a dosis repetida con el extracto liofilizado de la quinua, y
en la cual se registraron los valores de creatinina y urea sérica como se describen
a continuacion: grupo control, registra valores de 0,62 y 20,80 mg/dL, el grupo 1
(500 mg/kg), 0,57 y 21,62 mg/dL, finalmente el grupo 2, (1000 mg/kg), registré
valores de 0,54 y 21,80 mg/dL. En la investigacion de Leal®', menciona que los
valores normales de las pruebas de perfil renal para las ratas Wistar son 0,35 a
0,79 mg/dL para la creatinina sérica 'y 0,4 a 100,39 mg/dL para la urea sérica. Se
muestra todos los grupos de trabajo, registran valores de perfil renal dentro de los
limites normales, pudiendo afirmar que la administracion del extracto liofilizado a
dosis repetida de 500 y 1000 mg/kg, no produce dafio renal. Al realizar el analisis
de varianza (Anexo 17), se registra que tanto en la prueba de creatinina sérica y
urea sérica, no existe diferencia significativa entre los valores de los grupos de
trabajo (p>0,05).

Por los resultados obtenidos en el estudio, se puede afirmar que el extracto
liofilizado de las semillas germinadas de Chenopodium quinoa Will, no presenta
toxicidad o que esta es muy baja, y esta actividad se puede explicar a la presencia
de compuestos anti nutrientes como es el caso de las saponinas y los alcaloides.
Ya que existen estudios que demuestran la toxicidad de los alcaloides como es el
caso de Moreno®, quien estudio sobre toxicidad aguda y cuantificacion de
alcaloides totales en Erythrina americana, determiné que sus semillas maduras y
el germinado no se consideran aptos para su utilizacion como alimento para
animales debido a su alta concentracion de alcaloides y potencial toxico. También
Cubillos®, determiné la dosis letal media de alcaloides de lupino en pollas de
reposicion, teniendo como resultado que los alcaloides totales presenta una ligera
toxicidad al presentar una dosis letal media de 958 y 961 mg/kg sobre las dos
lineas de pollas de reposicion evaluadas. De igual forma esta el estudio descrito

por Li et al.%4, quienes demostraron que el extracto de alcaloides inddlicos de las
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hojas de Alstonia scholaris, tras su administracién oral en perros Beagle, a una
dosis de 4 g/kg produjeron la manifestacion de sintomas como marcha inestable,
babeo, emesis y enrojecimiento de las mucosas perioral, pero no mortalidad.
También se encuentra la investigacion de Hernandez y Hermisilla®®, que teniendo
en cuenta que las saponinas ocasionan en el organismo dolor estomacal,
nauseas, ligeras diarreas, problemas digestivos y su actividad hemolitica,
evaluaron el efecto de la concentracion de saponinas en la actividad hemolitica de
extractos de ocho plantas de uno medicinal, llegando a comprobarse la actividad
hemolitica en cinco de las ocho plantas en estudio. Sin embargo, en la
investigacion desarrollada por Lope?’®, en su estudio de toxicidad aguda y a dosis
repetida de las saponinas extraidas de las semillas de Chenopodium quinoa,
“quinua” en ratas, utilizando la variedad amarilla Marangani, llega a la conclusién
gque no presenta toxicidad aguda oral, ya que la administracién de la dosis limite
del extracto de saponinas produce un incremento en los pesos de los animales
pasando de 230,22; 239,86 y 246,26 g enlos dias 1, 7y 14 que durd el tratamiento,
por el contrario en la evaluacién de la toxicidad a dosis repetida se muestra una
reduccion en los pesos de los animales tratados con los extractos, pasando de
238,30 a 225,84 gramos cuando se utilizé la dosis de 500 mg/kg y de 254,42 a
208,22 gramos utilizando la dosis de 1000 mg/kg, sin embargo al realizar el
andlisis estadistico determina que estas variaciones no son estadisticamente
diferentes (p>0,05), similar a lo que se establece en nuestro estudio, como
también el incremento de los valores de las transaminasas, en la que Lope?®,
reporto un valor de TGO de 79,90 U/L para la dosis de 1000 mg/kg, mientras que
en nuestra investigacion son los valores de TGO los que se encuentran fuera del
rango normal, con niveles de 158,49 U/L para la dosis de 500 mg/kg y de 151,60
U/L para la dosis de 1000 mg/kg.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto liofilizado de las semillas germinadas de Chenopodium quinoa
Willd. “quinua” variedad Pasankalla, no present6 toxicidad aguda a dosis
limite y a dosis repetida causé un ligero incremento de los niveles de
transaminasas.

Los metabolitos secundarios identificados en el extracto liofilizado de las
semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, variedad
pasankalla, fueron fenoles, flavonoides, alcaloides, azlcares reductores,
saponinas y aminoacidos.

El estudio de toxicidad aguda a dosis limite del extracto liofilizado de las
semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, no produce la
muerte ni la reduccién significativa en el peso de los animales de
experimentacion (p=0,455), ubicandose en el rango de toxicidad de una
dosis letal media mayor a 2000 mg/kg de peso corporal.

Las dosis de 500 y 1000 mg/kg del extracto liofilizado de las semillas
germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, administrada por 28
dias, no producen disminucién significativa en el peso de los animales de
experimentacion, pero si una congestion en los hepatocito y elevacion de la

actividad de transaminasa glutdmica oxalacética.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Continuar con los estudios de toxicidad con otras variedades de la
Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.

2. Realizar estudios de toxicidad mas amplios con el Chenopodium quinoa Willd.
“quinua”, como son la toxicidad reproductiva, carcinogenicidad, toxicidad
dérmica, toxicidad ocular, neurotoxicidad y genotoxicidad.

3. Cuantificar los metabolitos secundarios con potencial toxicolégico (saponinas
y alcaloides) identificados en el extracto liofilizado de las semillas germinadas

de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.
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Anexo 1

Constancia de identificacion botanica de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.

CONSTANCIA

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

Que, la Bach, en Farmacia y Bioquimica,Maribel Guisela, MORAN MORALES, ha
solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido esludiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacion de Cronquist. A. 1988. siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE . CARYOPHYLLIDAE

ORDEN : CARYOPHYLLALES
FAMILIA 4 CHENOPODIACEAE
GENERO 3 Chenopodium

ESPECIE . Chenopodium quinoa Willd.
NV. 3 *quinua*

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente

Ayacucho, 15 de Junio del 2023

A @Z oy
LAURK AUCKSME WEDI
BIOLOGA
Freq CEP.N*SSICR. - X1
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Anexo 2

Semillas de Chenopodium quinoa Willd. "quinua”, variedad Pasankalla.

=
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Anexo 3

Diagrama de flujo para la obtencion del germinado.

[Recoleccic’)n Seleccion y Pesado Lavado y _[ Germinado H Escaldado ] —
clasificacion desinfeccion

|

\

// Secado a T°
P de 40 °C por
Distrito de o Lavado con
Quinua de la Eliminacion Pesédo - Hipoclorito de Semillas 24h
B de semillas . o germinadas
region particulas secas sodio 0,02 %, N J
\ Ayacucho / extrafias enjuagando \ /

varias veces
- J

Reducir el tamafio

de particula, vy

3 [ Molienda ]4-

almacenar a 0 °C
hasta uso
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Anexo 4

Diagrama de flujo para la obtencion del extracto liofilizado.

Pesar 300 g de germinado de las
semillas de Chenopodium quinoa

Willd. "quinua”, seco y triturado

-

Concentrar el
sobrenadante hasta
sequedad a una
temperatura menor a

\_

45 °C en bafio maria

[ Extraccion

| ng

[ Filtracién

Concentracioén

[ Liofilizacion
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(- )

Con etanol al 70 %,
en una proporcion de
1:10, durante siete

dias con agitacion

U J
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Tratar

\

con
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de obtener wuna
soluciéon al 15 9%,
congelar a -60 °C
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Anexo 5

Iméagenes de la obtencion del extracto liofilizado.

Agitacién periddica durante el tiempo de
maceracion

Extracto hidroalcohdlico seco obtenido Liofilizacién de la muestra
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Anexo 6

Determinacion de metabolitos secundarios.

° ¥ wele
“' *%::‘"\“ 0.3:\.\\6.
e Tices W
Fenoles y taninos Taninos (gelatina Flavonoides
(FeCl3 1%) 1%) (Shinoda)

We
* -
Ac doadnee
X
LA poaunt®
Alcaloides
(Draguendorff) Alcaloides (Mayer) Alcaloides (Wagner)
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Determinacion de metabolitos secundarios. (continuacion)

Anexo 6

AzUcares
reductores
(Fehling)

Azucares
reductores
(Benedict)

Saponinas
(Espuma)

Aminoécidos:
Ensayo de
Ninhidrina
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Anexo 7

Determinacion de la toxicidad aguda a dosis limite.

Aclimatacion de los animales y formacion de Pesaje de los animales
los grupos

Administraciéon de una Unica dosis de 2000  Observacién de los cambios y conducta de los
mg/kg de peso corporal del extracto animales, durante 14 dias

Al final sacrificar los animales, previamente Extraccion y pesaje de los érganos, corazon,

pesados higado, rifién y estémago.
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Anexo 8

Determinacion de la toxicidad a dosis repetida.

Aclimatacion de los animales y formacion de Pesaje de los animales
los grupos

Administracién de dosis de 500 y 1000 Observacion de los cambios y conducta de los
mg/kg de peso corporal del extracto, durante  animales, durante 28 dias
28 dias

Extraccion de sangre para la evaluacion Animales sacrificados para la evaluacion
bioquimica histopatolégica

70



Anexo 9

Estudio histopatolégico de los dérganos aislados de los animales de
experimentacion sometidos a dosis repetida.

GRUPO CORTE OBSERVACION

CONTROL hepatocitos sin
alteraciones

significativas

Extracto congestion

liofilizado interhepatocitos

500 mg/kg

Extracto Mayor concentracion de
liofilizado quinua roja produce
1000 mg/kg congestion

interhepatocitos y del

espacio de Disse.
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Anexo 10

Prueba de normalidad para los pesos de las ratas en el estudio de toxicidad aguda.

Prueba de normalidad

Shapiro-Wilk
Estadistico o] Sig.

Dosis Peso al dia 1 0,951 5 0,742
2000 Peso al dia 7 0,952 5 0,752
MAKI  peso al dia 14 0,906 5 0,445
Peso al dia 1 0,940 5 0,663

Control Peso al dia 7 0,973 5 0,893
Peso al dia 14 0,974 5 0,903
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Anexo 11

Andlisis de varianza (ANOVA) para muestras relacionadas para los pesos de las
ratas en el estudio de toxicidad aguda.

Pruebas multivariante

Efecto Valor F gl de hipotesis gl de error  Sig.
Pesos grupo 0,408 1,035 2,000 3,000 0,455
dosis 2000 0,592 1,035 2,000 3000 0,455
mg/kg
0,690 1,035 2,000 3,000 0,455
0,690 1,035 2,000 3,000 0,455
Pesos grupo 0,400 1,000 2,000 3,000 0,465
control 0,600 1,000 2,000 3000 0465
0,667 1,000 2,000 3,000 0,465
0,667 1,000 2,000 3,000 0,465
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Anexo 12

Prueba de T-Student de los pesos de los érganos (corazén, higado, rifion y
estdbmago), evaluados en el estudio de toxicidad aguda.

Prueba de muestras independientes
PruebadeLevenede pruebat paralaigualdad de medias
igualdad de
varianzas
F Sig. t gl Sig. (bilateral)

Peso del Se asumen 0,019 0,893 -0,589 8 0,572
corazén  varianzas
iguales
No se -0,589 7,824 0,573
asumen
varianzas
iguales
Peso del Se asumen 0,001 0,973 -1,275 8 0,238
higado varianzas
iguales
No se -1,275 7,946 0,238
asumen
varianzas
iguales
Peso del Se asumen 0,064 0,806 -0,852 8 0,419
rifién varianzas
iguales
No se -0,852 7,975 0,419
asumen
varianzas
iguales
Peso del Seasumen 0,530 0,487 0,527 8 0,612
estbmag varianzas
o] iguales
No se 0,527 7,759 0,613
asumen
varianzas
iguales
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Anexo 13

Prueba de normalidad para los pesos de las ratas en el estudio de toxicidad a
dosis repetida.

Prueba de normalidad

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Peso al dia 1 0,886 5 0,336
Dosis 500
Peso al dia 7 0,912 5 0,481
mg/kg
Peso al dia 14 0,922 5 0,542
Peso al dia 1 0,874 5 0,285
Dosis 1000
Peso al dia 7 0,886 5 0,335
mg/kg
Peso al dia 14 0,899 5 0,406
Peso al dia 1 0,905 5 0,440
Control Peso al dia 7 0,864 5 0,244
Peso al dia 14 0,895 5 0,384
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Anexo 14

Andlisis de varianza (ANOVA) para muestras relacionadas para los pesos de las
ratas en el estudio de toxicidad a dosis repetida.

Pruebas multivariante

Efecto Valor F gl de hipotesis gl de error | Sig.
Pesos grupo 0,770 5,010 2,000 3,000 0,111
dosis 800 5535 5,010 2,000 3,000 0,111
mg/kg

3,340 5,010 2,000 3,000 0,111

3,340 5,010 2,000 3,000 0,111
Pesos grupo 0,729 4,041 2,000 3,000 0,141
1000 mg/kg 0,271 4,041 2,000 3,000 0,141

2,694 4,041 2,000 3,000 0,141

2,694 4,041 2,000 3,000 0,141
Pesos grupo 0,668 3,012 2,000 3,000 0,192
control 0,332 3,012 2,000 3,000 0,192

2,008 3,012 2,000 3,000 0,192

2,008 3,012 2,000 3,000 0,192
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Anexo 15

Prueba de normalidad para los valores de hemoglobina, hematocrito, TGO, TGP,
creatinina y urea sérica en el estudio de toxicidad a dosis repetida.

Pruebas de normalidad

_ Shapiro-Wilk
Tratamiento
Estadistico gl Sig.
Control 0,932 5 0,611
Hemoglobina Dosis 500 mg/kg 0,941 5 0,671
Dosis 1000 mg/kg 0,843 5 0,175
Control 0,948 5 0,721
TGO Dosis 500 mg/kg 0,971 5 0,883
Dosis 1000 mg/kg 0,859 5 0,226
Control 0,959 5 0,802
TGP Dosis 500 mg/kg 0,915 5 0,496
Dosis 1000 mg/kg 0,894 5 0,380
Control 0,779 5 0,054
Creatinina Dosis 500 mg/kg 0,684 5 0,006
Dosis 1000 mg/kg 0,766 5 0,041
Control 0,841 5 0,167
Urea Dosis 500 mg/kg 0,873 5 0,281
Dosis 1000 mg/kg 0,932 5 0,610
Control 0,990 5 0,979
Hematocrito Dosis 500 mg/kg 0,858 5 0,221
Dosis 1000 mg/kg 0,878 5 0,300

77



Anexo 16

Prueba de homogeneidad de varianzas para los valores de hemoglobina,
hematocrito, TGO, TGP, creatinina y urea sérica en el estudio de toxicidad a dosis

repetida.
Pruebas de homogeneidad de varianzas
Estadistico gll gl2 Sig.
de Levene
Hemoglobina Se basa en la media 0,629 2 12 0,550
Hematocrito Se basa en la media 0,449 2 12 0,649
TGO Se basa en la media 5,246 2 12 0,023
TGP Se basa en la media 3,476 2 12 0,064
Creatinina Se basa en la media 1,856 2 12 0,198
Urea Se basa en la media 1,739 2 12 0,217
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Anexo 17

Andlisis de varianza (ANOVA) para los valores de hemoglobina, hematocrito,

TGO, TGP, creatinina y urea sérica en el estudio de toxicidad a dosis repetida.

ANOVA
HEMOGLOBINA
Suma de o] Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 3,782 2 1,891 1,959 0,184
Dentro de grupos 11,581 12 0,965
Total 15,362 14
HEMATOCRITO
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 72,369 2 36,185 8,563 0,005
Dentro de grupos 50,708 12 4,226
Total 123,077 14
TGO
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 25229,782 2 12614,891 9,326 0,004
Dentro de grupos 16232,710 12 1352,726
Total 41462,492 14
TGP
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 8865,289 2 4432,645 7,996 0,006
Dentro de grupos 6651,900 12 554,325
Total 15517,189 14
CREATININA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 0,016 2 0,008 0,737 0,499
Dentro de grupos 0,131 12 0,011
Total 0,147 14
UREA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 108,001 2 54,001 5,232 0,023
Dentro de grupos 123,848 12 10,321
Total 231,849 14
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Anexo 18

Prueba de Tukey para los valores de hemoglobina, hematocrito, TGO, TGP,
creatinina y urea sérica en el estudio de toxicidad a dosis repetida.

Hematocrito

HSD Tukey?
) Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2
Dosis 1000 mg/kg 5 42,7400
Dosis 500 mg/kg 5 45,3800 45,3800
Control 5 48,1200
Sig. 0,147 0,130
TGO
HSD Tukey?
. Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2
Control 5 81,2200
Dosis 1000 mg/kg 5 151,6000
Dosis 500 mg/kg 5 178,4900
Sig. 1,000 0,500
TGP
HSD Tukey?
. Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento
1 2
Control 5 51,3200
Dosis 1000 mg/kg 5 82,0000 82,0000
Dosis 500 mg/kg 5 110,8600
Sig. 0,140 0,171
UREA
HSD Tukey?
. Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2
Dosis 500 mg/kg 5 21,6200
Dosis 1000 mg/kg 5 21,8000
Control 5 27,4000
Sig. 0,996 1,000
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Anexo 19

Matriz de consistencia

TITULO: Toxicidad aguda y a dosis repetida del extracto liofilizado de las semillas germinadas de Chenopodium quinua Willd, “quinua” en ratas.
Ayacucho 2023.

Titulo Problema Objetivos Marco teorico Hipotesis Variables Metodologia
Toxicidad ¢ Presentara Objetivos generales, Antecedentes Hi: El extracto Independiente Tipo de investigacion:
aguda y a toxicidad Evaluar la toxicidad aguda e liofilizado de las Extracto liofilizado Basica - experimental,
dosis aguda y a y a dosis repetida del Clasificacion semillas germinadas de las semillas pgplacion: Semillas de la variedad
repetida del dosis repetida extre}cto Iiofilizqdo de las taxondmica de_ C_hencl?po_diunlw‘ germinada_s de Pasankalla de Chenopodium quinoa
extracto el extracto semillas germinadas de L quinoa Willd, "quinua" Chenopodium R
liofilizado de liofilizado de Chenopodium quinoa Willd. Descripcion presenta  toxicidad quinoa willg,  Willd, “quinua’, _
las semillas las semillas *“quinua” en ratas. boténica aguda y toxicidad a "quinua". Muestra: 1000 gramos de las semillas
germinadas germinadas de Objetivos especificos: ) dosis repetida en Indicador: de la variedad Pasankalla de
de Chenopodium e Identificar los Variedades ratas. Toxicidad aguda:  Chenopodium quinoa Willd. “quinua’.
Chenopo_diu quinoa Willd. metabolitos comerciales de ’ £ golncentl'aCiones Unidad experimental: Ratas machos
m quinoa , . secundarios presentes ) o: extracto el extracto ;
Willd. quinua”  en o ol oxtracto, quinua en el liofiizado  de las liofilizado a2000 V'St de 200:£ 20 g de peso.
“‘quinua” en ratas? liofilizado de las Perd. semillas germinadas mg/Kg Método:
ratas, semillas germinadas . de Chenopodium o .
Ayacucho de Chenopodium Origeny quinoa Willd, "quinua” Toxicidad a dosis  ldentificacion de los metabolitos
2023. quinoa Willd, “quinua”. distribucion no presenta toxicidad repetida secundarios
e Determinar la aguda ni toxicidad a Concentracion del . . ) o
toxicidad agua por el Composicion dosis repetida en Extracto liofilizado a Mediante el screening fitoquimico
método dosis limite quimica ratas. 1000 mg/Kg, 500 Determinacion de la Toxicidad aguda
del extracto liofilizado ) mg/Kg
de las semillas de Germinadodela  Ha: El extracto Dependiente Mediante el método de toxicidad a dosis
Chenopodium quinoa quinua. lioflizado  de las Toxicidad limite del Test N° 423 de la OECD.
Willd, “quinua”, en semillas germinadas Indicador: . . o
ratas. Uso medicinal. de Chenopodium  Toxicidad aguda Determinacion de la Toxicidad a
e  Determinar la Toxicidad quinoa Willd, "quinua”  Mortalidad, dosis repetida
toxicidad a dosis ' presenta al menos manifestaciones Mediante el método de toxicidad a dosis
repetida del extracto Toxicidad de la toxicidad aguda o toxicologicas repetida del Test N° 407 de la OECD

liofilizado de las
semillas de
Chenopodium quinoa
Willd, “quinua”, en
ratas.

quinua.

toxicidad a dosis
repetida en ratas.

Toxicidad a dosis
repetida
Manifestaciones
toxicoldgicas
Hematolo6gicos:
Bioquimico:
Anatomopatoldgico
s

Analisis de datos: Toxicidad agua, t de
student para muestras independientes y
toxicidad a dosis repetida, analisis de
varianza (ANOVA) a un nivel de
confianza de 95 %.

Fuente: Elaboracion propia
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