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RESUMEN

Objetivo: Determinar la toxicidad aguda y actividad antioxidante de los extractos
de hojas y tallo de Senna quinquangulata. Metodologia: Hojas y tallo
recolectados por conveniencia, siendo utilizadas en la preparaciéon de los
extractos alcoholico e hidroalcoholico para evaluar toxicidad aguda a 10, 100 y
1000 ppm en nauplios de Artemia franciscana; extracto metandlico para evaluar
actividad antioxidante por el método de DPPH probada a 1, 10, 25 y 50 mg/mL.
Resultados: la prueba de toxicidad aguda mostr6 que todos los extractos
evaluados presentan una ClLso > 1000 ppm vy, por lo tanto, no fueron
considerados toxicos. En la actividad antioxidante, los extractos metandlicos de
hojas y tallo de S. quinquangulata presentan un porcentaje de inhibicién superior
al 50% a concentraciones de 25 y 50 mg/mL. Conclusion: El extracto metandlico
de S. quinquangulata - hojas obtuvo un 1Cs0=13,42 mg, siendo el de mejor

actividad antioxidante.

Palabras clave: Actividad antioxidante, Senna quinquangulata, Artemia

franciscana.



ABSTRACT

Objective: Determine the acute toxicity and antioxidant activity of the leaf and
stem extracts of Senna quinquangulata. Methodology: Leaves and stem
collected for convenience, being used in the preparation of alcoholic and
hydroalcoholic extracts to evaluate acute toxicity at 10, 100 and 1000 ppm in
nauplii of Artemia franciscana; methanolic extract to evaluate antioxidant activity
by the DPPH method tested at 1, 10, 25 and 50 mg/mL. Results: the acute
toxicity test showed that all the extracts evaluated have an LCso > 1000 ppm and,
therefore, were not considered toxic. In antioxidant activity, the methanolic
extracts of leaves and stem of S. quinquangulata present a percentage of
inhibition greater than 50% at concentrations of 25 and 50 mg/mL. Conclusion:
The methanolic extract of S. quinquangulata - leaves obtained an ICs0=13.42 mg,

being the one with the best antioxidant activity.

Keywords: Antioxidant activity, Senna quinquangulata, Artemia franciscana.

Xi



INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el 80 por cientode Ilas
personas carecen de acceso a servicios en atencion primaria en salud, ya sea
porque estan lejos de los centros médicos o porque no pueden adquirir los
medicamentos recetados (1). Para estas poblaciones, las terapias alternativas son

la principal forma de tratamiento y los principales farmacos (2-4).

El conocimiento de las plantas conlleva a que a menudo sean el Unico recurso
terapéutico para muchas comunidades y pueblos rurales. Alun hoy, en las zonas
periurbanas y urbano marginales mas pobres del Perd, las plantas medicinales se
venden en mercados abiertos, mercados populares y hasta se cultivan en los patios
residenciales; por lo que, la especie elegida necesita ser valorada en la actividad

gue se dice poseer y que a su vez no sea toxica (5).

El Pera alberga gran variedad de plantas medicinales y muchas de ellas requieren
estudios cientificos para respaldar sus usos tradicionales. La distribucion vy
abundancia de las especies vegetales se ha visto alterada por el cambio climatico,
que preve el riesgo de extincion de algunas de las mismas (6), esto se traduce
en una pérdida del potencial etnofarmacoldgico, que es la comprension de sus
metabolitos. Por lo tanto, es necesario llevar a cabo investigaciones fitoquimicas y
evaluar los beneficios y principios activos que poseen para beneficio del ser

humano (7).

El género Senna perteneciente a la familia Fabaceae presenta alrededor de 14
especies. La especie Senna quinquangulata habita en sitios himedos y sombrios
y presenta escasos estudios sobre sus efectos bioldgicos atribuidos, destacandose
Su uso como purgante, astringente, expectorante (8), sifilis, fiebre, gripe,
infecciones oculares (9), bronquitis, asma, acné, eczema, diurético. Por lo tanto,
determinar su actividad antioxidante es importante por ser una actividad conexa a

otras actividades biologicas (10).

De acuerdo con los antecedentes quimicos de las especies del género Senna, se

conoce por su quimiotaxonomia que poseen flavonas y compuestos relacionados
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(11) cuyo contenido es abundante; junto con alcaloides (12,13), cromonas (14),
tetrahidroantracenos (15), lactonas (16), estilbenos (17-19) y triterpenos. Todos

estos tipos de compuestos tienen representantes bioactivos.

Las actividades podrian estar relacionadas con la presencia de antioxidantes;
porque son moléculas que interactian antes o durante la reaccion radicalaria en
cadena, ya sea en la fase de inicio, propagacion o finalizacion, entre otros; de ahi

radica su importancia de estudio (20-21).

Es interesante para la comunidad cientifica determinar la actividad antioxidante, asi
como la toxicologica de la especie vegetal S. quinquangulata de la regién Loreto;
de manera que, su conocimiento tradicional empirico cuando quede demostrado,
dara valor a la actividad farmacoldgica atribuida a especies del género Senna y
abrira la posibilidad de ser utilizada en la medicina convencional. Pero primero debe

investigarse si los extractos de origen vegetal son inocuos.

Los nauplios de Artemia franciscana, son ampliamente utilizados para ensayos de
toxicidad inicial en extractos y productos de origen natural con potencial biolégico y
su viabilidad es justificable debido a que los limites de los efectos tdxicos
producidos en A. salina Leach son similares a los producidos en humanos (22).

Por otro lado, no se evidencia estudios reportados sobre toxicidad aguda en larvas
de Artemia, ni de actividad antioxidante por el método 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo
(DPPH) referidas a la especie estudiada, siendo esta la razon que nos motivé a
determinar la toxicidad aguda y actividad antioxidante de los extractos de hojas y

tallo de Senna quinquangulata.



CAPITULO I; MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

En 2022, se documento miotoxicidad relacionada al consumo de Senna cobanensis
en terneros. La investigacion reveld una actividad elevada de Aspartato
aminotransferasa (AST) y Creatina quinasa (CK-NAC) con dafio del tejido muscular,
asi como con problemas motores como la paraplejia. La necrosis y la degeneracion
de las fibras musculares fueron evidentes a partir del analisis
histoldgico. Se descartaron la intoxicacion por ionéforos y otros factores miopaticos
como la deficiencia de selenio. La investigacion concluyd que S. cobanensis es otra

especie que causa miotoxicidad en bovinos (23).

En 2021, se describieron los resultados clinicos y patolégicos de un caso de
intoxicacion experimental por Senna occidentalis en cerdos alimentados con una
dieta que contenia un 10 por ciento de vainas y semillas de S. occidentalis por un
mes. La investigacion determind que los animales intoxicados presentaban letargia,
ataxia, temblores musculares, pérdida de peso y decubito. Lo cerdos que recibieron
S. occidentalis tenian significativamente mas probabilidades de tener niveles
elevados de la enzima creatina fosfoquinasa (p<0,05). El trabajo concluyé que la

intoxicacién cronica por S. occidentalis en cerdos tiene un efecto miotéxico (24).

En 2019, se realizaron estudios de seguridad y capacidad para disminuir la
inflamacion aguda en ratones, a partir del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Senna alata (L.) Roxb (EHHSA) a concentraciones de 500, 1000, 2000, 5000y 7500
mg/kg. La investigacion determind DLso en ratones y actividad antiinflamatoria en
ratas; asimismo, se identificaron taninos, aminoécidos, alcaloides, flavonoides,
azucares reductores, esteroides y/o triterpenoides; la DLso=7500 mg/kg. El trabajo

concluy6 que EHHSA no era téxico (19).

En 2019, se estudiaron los efectos toxicos de la administracion aguda y subaguda
del extracto etanolico del fruto de Cassia fistula L. (CFE) en ratas Wistar macho. El
estudio determiné toxicidad aguda a dosis Unica oral de CFE (1000, 3000 y 5000

mg/kg), determinando el comportamiento y la mortalidad de los animales hasta los
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14 dias; de manera similar, un estudio subagudo con dosis orales de CFE a 250,
500 y 1000 mg/kg durante 28 dias. En sus resultados, la toxicidad aguda a 5000
mg/kg no indujo mortalidad (DLso > 5000 mg/kg), mientras que la toxicidad
subaguda a 1000 mg/kg no caus6 mortalidad. El trabajo concluyé que el fruto de C.
fistula no produjo ningun efecto toxico significativo en ratas macho, siendo una

sustancia natural segura para uso terapéutico (25).

En 2018, se estudid envenenamiento por Senna obtusifolia en ovejas. La
investigacion determiné que 10 de 60 ovejas mostraron debilidad muscular y 9
murieron tras un periodo de manifestacion clinica de 24-76 horas; las actividades
de la creatina quinasa sérica aumentaron en todas las ovejas examinadas.
Se observd degeneracion necrosis muscular segmentaria y polifasica en los
musculos esquelético; el trabajo concluy6 que, aunque la planta es una mala hierba
comun en el noreste de Brasil, el envenenamiento es raro, probablemente porque

los animales no lo ingieren debido a las variaciones en la toxicidad (26).

En 2017, se identificaron las principales especies toxicas para la ganaderia en el
estado de Colima, México. La investigacion identificé6 62 especies, distribuidas en
57 géneros y 24 familias botanicas, principalmente las fabaceas con 11 especies y
solanaceas con siete, los alcaloides se distribuyen con mayor presencia en las
semillas. El trabajo concluyé que en todos los tipos de vegetacion se presentan

plantas toxicas y estas causan mayores pérdidas en la ganaderia colimense (27).

En 2017, se evaluaron la composicion fitoquimica y capacidad antioxidante por
DPPH de hojas de Senna reticulata. La investigacion identificé eritritol, acetato de
isoamilo y acido L-piroglutamico como una mezcla, asi como aislaron quercetina,
hiperodsido y camferol (informado por 1ra vez en ella). Los resultados en capacidad
antioxidante establecieron para el extracto etandlico un I1Cs0=96,1 ppm, las
fracciones de diclorometano un 1Cs0=183,80 ppm y acetato de etilo un 1C50=265,10
ppm, ademas del camferol un ICs0=130 ppm. El trabajo concluy6 que el extracto,

las fracciones y compuesto se consideran activos (28).



1.2Bases tedricas

1.2.1 Familia Fabaceae

También conocida como leguminosas (Leguminoseae) (29), es miembro del
orden Fabales, que incluye arboles, arbustos y hierbas que son perennesy
se reconocen facilmente por sus frutos tipo legumbre. Esta familia, que
constade unos 730 génerosy 19480 especies,esla tercera mas
numerosa seguida de Asteraceae y Orchidaceae (30-31). Un 16 por ciento
de las especies arbdreas en bosques neotropicales pertenecen a esta familia
y son las mas representativas de los bosques tropicales hiumedos, secos de

América y Africa (32).

Hasta hace poco habia cierto debate sobre si la familia Fabaceae debian
considerarse como una sola formada por tres subfamilias o como tres
familias separadas. Se tiene informacion y pruebas moleculares como

morfolégicas que respaldan a las leguminosas como una sola familia (33).

Actividad farmacoldgica y bioldgica: La hoja de Senna occidentalis Link.

presenta efecto depurativo, colagogo y laxativo, dado su composicién
guimica (34-35). La decoccion de las hojas presenta actividad inhibitoria
sobre Microsporum gypseum, Epidermophyton floccosum, Trichophyton
rubrum y T. mentagrophytes (35). La hoja es el érgano con mayor actividad
antimicrobiana (36) y antiinflamatorio a 1,000 mg/kg (37). El polvo
administrado por via intragastrica a una persona adulta a 10 mg/mL inhibe la

hemolisis (36).

Toxicidad y estudios clinicos: Las hojas demuestran poseer actividad

cardiotdxica en conejos, administrada por via oral. Las vainas frescas son
toxicas para los cerdos y el ganado, mostrando sintomas de toxicidad
hepatica y renal (37-39). Contiene heterdsidos antracénicos que son
oxitocicos, razon por la que no deben administrarse en mujeres
embarazadas (35), a menos que el objetivo sea facilitar el parto (34). El uso

de esta planta requiere extrema precaucion (34).


https://es.wikipedia.org/wiki/Hierba
https://es.wikipedia.org/wiki/Planta_perenne
https://es.wikipedia.org/wiki/Legumbre
https://es.wikipedia.org/wiki/Neotr%C3%B3pico
https://es.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81frica

1.2.2 Toxicidad

Se refiere a la actividad toxica especifica de una sustancia, que esta
relacionada con su composicion quimica y se vuelve exdgena para un
organismo (los llamados xenobidticos) debido a su interaccion con moléculas
endogenas (los llamados receptores) (40). Puede ser:
e Directo: la estructura primaria del xenobi6tico provoca directamente
efectos toxicos.
e Indirecta: toxicidad provocada por el metabolito producido durante la

metabolizacion (40).

Toxicidad aguda

Se define como una exposicién a una sustancia quimica durante 24 horas
(41).

La toxicidad aguda se refiere a las reacciones adversas que ocurren poco
después de recibir una dosis Unica o varias dosis dentro de un periodo de
24 horas. En casos de ingestion accidental o envenenamiento, se usa una
sola dosis para evaluar la potencia de una sustancia y se usan dosis multiples

para evaluar los efectos acumulativos de la sustancia (42).

El objetivo de la investigacion de toxicidad aguda, es definir la relacién
dosis/respuesta que subyace en el calculo de DLso. La DLsp ayuda a
determinar la toxicidad relativa de una sustancia al indicar la probabilidad
estadistica de que una dosis tenga un efecto letal en el 50 % de los animales
de una poblacion. El CLso se utiliza para probar la letalidad en individuos

sometidos a experimentacion (42).
1.2.3 Artemia
Artemia (conocida como camaron de salmuera, monos marinos) es un grupo

genérico de pequefos crustaceos marinos que incluyen varias especies de

tamafio similar y morfologia (43). A. salina es la especie mas popular de este



tipo, encontrado por primera vez en la costa de Inglaterra y descrito por Carl
Linnaeus en su Systema Naturae en 1758. En los EE.UU., dos especies son
ubicuas: A. franciscanay A. gracilis (llamada “salmuera de Nueva Inglaterra”,
‘camarones”) (43). Estos organismos son cultivados industrialmente,

exportado a todo el mundo; tiene un tamafio de 0,5 mm hasta 15 mm.

antenna 1
compound eye median eye

antenna 2

head

maxillary
gland

caudal furca
telson
rectum

wmsuno

abdomen
Figura 1. Anatomia de A. franciscana madura (43)

thorax

Reproduccion y maduracion de Artemia: se propaga por partenogénesis o
reproduccion sexual. En ambos casos, los embriones permanecen dentro de
la hembra adulta (43).

Figura 2. Diferenciacion morfolégica de A. franciscana, desde el dia 1 al 35 (43)



Artemia, es un grupo primitivo de artrépodos con tamafos entre 8 y 12 mm.
Son endémicas de Asia, Europa, Africa y Australia. Son especies de
reproduccion sexual o bisexuales; pocas son poblaciones que se reproducen

partenogenéticamente (44).

Artemia franciscana

Es la especie de camaron de salmuera dominante y méas estudiada en el
Nuevo Mundo, se encuentra en el noreste de Brasil como resultado de
inoculaciones realizadas en estanques de sal de Macao (Rio Grande do
Norte) en abril de 1977 con quistes de un stock de la Bahia de San Francisco
(45).

Estado de conservacion:

Los "monos marinos" ampliamente distribuidos (a nivel mundial) de las
tiendas de acuarios con alta tolerancia a la salinidad y la calidad del agua
(45).

Clasificacion:
Perteneciente al reino Animalia, clase Branquiépodos, familia Artemiidae,

género Artemia (45).

Ecologia y ciclo de vida:

Puede reproducirse sexualmente (xygogenéticamente) con sexos separados
y apareamiento obligado entre hembra y macho, o partenogenéticamente
donde las hembras no se aparean con sus machos y las crias son casi
exclusivamente hembras. Campos-Ramos y colaboradores en el afio 2003,
encontraron lotes comerciales de quistes de Great Salt Lake (Utah) que
contenian dos especies diferentes de camarones en salmuera; una
partenogenética (60%) y una ziogenética (A. franciscana) (40%); lo que
implica que la Artemia partenogenética es nativa de Great Salt Lake o0 se
introdujo en Great Salt Lake (45).



1.2.4 Antioxidantes

Son sustancias, ya sean organicas o sintéticas, que pueden detener o

posponer ciertos tipos de dafio celular (46).

Clasificacion:

Existen diferentes atributos para clasificar los antioxidantes. En mérito a su

funcion:

Antioxidantes primarios: son antioxidantes que interactian con los
radicales lipidicos y rompen las cadenas que los convierten en
productos mas estables. Los fenoles pertenecen a este grupo; segun
su estructura incluyen: minerales antioxidantes, vitaminas
antioxidantes y fitoquimicos que incluyen: flavonoides, catequinas,
carotenoides, (-caroteno, licopeno, diterpeno, pimienta negra, tomillo,

ajo y sus derivados (47).

Antioxidantes secundarios: son compuestos fendlicos que sirven para
atrapar los radicales libres y detener las reacciones en cadena. Los
compuestos incluyen: butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno
(BHT) y galato de propilo (PG).

El segundo atributo se basa en: (48)

Antioxidantes enzimaticos: se producen internamente e incluyen
enzimas, moléculas cuyo peso molecular es bajo, ademas de

cofactores de enzimas.

Antioxidantes no enzimaticos: muchos provienen de fuentes dietéticas.
La clase mas grande de antioxidantes dietéticos son los polifenoles,
consistente en acidos fendlicos y flavonoides. Otros antioxidantes
dietéticos incluyen: vitaminas, carotenoides, organosulfurados vy

minerales.



|Antioxidantes

No Enzimaticos

| | Cofactores | Vitaminas y Detivados
| Enzimas Primarias | | Enzimas Secundarias Coencima Q10 A (Retinol)
. C [Aeld &bl
Superduldo dlsmutasa Glutatién reductasa Minarales i— [E ET & Tc : ea)
Catalasa Glucosa-G-fasfato- (Tocaterales)

Tlne K [Maftoguinanas]

Glutatidn peroxidasa deshidrogenaza g
Selenio .
' Carotencides
| Compuestos

- B-catareno
- organosulfurados )
Flavonoides Licopeno
| Sulfuro de alilo Lurelna
| Flavonoles | | Flavanoles | | Antoclaninas | Indoles .
N Compuestos nitrogenados
Quercatina Catequina Clanidina Glutatian na proteicas
Kasmpfers| Palaganidina Pelargonidina .
ﬁ. . . Acldo Urlea
| lzaflavonoides | | Flavanonas | | Flavanas | cidos fenolicos
| |
Genisteina Hesperldina Crisina | Acidos Hidroxicindmicas | Acidos Hidroxibenzoicos
Acida Fanilico Aeldn GAllen
Arcido pcumérico Acida Eligico
Figura 3. Clasificacién de antioxidantes (49)
Superdyido dismutasa
Enzimatico Catalaza
Perérido de glucatidn
Bioldgico

Cofactores de enzimas antioxidantes (Se, Coenzima Q10)

Inhibidores de enzimas oxidativas (aspiring, ibuprofeno)

Mo Enzimatico ietét
Ouelantes de metales de transmisidn (EDTA) Dietetico

Eliminadores de radicales {Witamina Cy E) ] Quirmico

Figura 4. Amplia gama de antioxidantes (50)

Radicales libres:

Moléculas altamente inestables formadas naturalmente al hacer ejercicio y
cuando su cuerpo convierte los alimentos en energia. Los radicales libres
proceden de diversas fuentes ambientales: humo de cigarro, contaminacion

del aire y la luz solar. El "estrés oxidativo" es el resultado de los radicales libres

(46).
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Estrés oxidativo:

Es el proceso que tiene el potencial de causar deterioro celular. Entre las

enfermedades afectadas por el estrés oxidativo, se encuentran el cancer,

afecciones cardiovasculares, diabetes, Alzheimer, Parkinson y afecciones

oculares (cataratas y degeneracién macular) relacionadas con la edad (46).

Métodos para determinar actividad antioxidante:

Métodos de transferencia de atomos de hidrégeno (HAT)

Ensayo de DPPH: es uno de los métodos mas faciles y mas utilizados.

Ha sido desarrollado para medir la capacidad antioxidante
principalmente en extractos de plantas y alimentos (51). Este método
utiliza un compuesto organico comercialmente disponible: DPPH, este
es un radical cromégeno estable causado por la deslocalizacién de
electrones en todas las moléculas. Esta deslocalizacion de electrones
se manifiesta en violeta en solucién etandlica/metanol que absorbe
radiacion con la misma longitud de onda que emite el radical DPPH
(517 nm) (52-53). El ensayo esta basado en donar un atomo de
hidrogeno de antioxidantes al radical DPPH para transformarlo en una

forma no radical.

QN O.N
o H
N N
4+ AH ——= 'y + A
N
NO: NO
0N O,N ’

Figura 5. Reaccion del radical DPPH con donantes de 4&tomos de hidrégeno (54)

La reaccion se asocia con la decoloracion de una solucion de color azul
a amarillo palido como sefial de la actividad antioxidante potencial de

la muestra (54).
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Fundamento de la técnica DPPH: molécula estable soluble en metanal,

presenta color violeta intenso con un maximo de absorcién a 515 nm.
Los antioxidantes (AH) u otras especies de radicales (R radical punto)
puede reaccionar con este radical estable (DPPH radical punto) al
proporcionar un electrén o un atomo de hidrogeno, reduciéndolo a 2,2-
difenil-1-hidrazina (DPPH-H) o una hidracina analoga sustituida
(DPPH-R) caracterizada por un color incoloro o amarillo palido que
puede monitorearse con facilidad en espectrofotémetro UV-Visible.
Este ensayo se usa ampliamente para determinar la actividad
antioxidante de extractos crudos o compuestos purificados de plantas
(55).

Ensayo TOSC (Total Oxyradical Acavenging Capacity): este método se

puede utilizar para monocomponentes antioxidantes y también en
complejos como tejidos o fluidos biolégicos en el cuerpo. La prueba
TOSC se basa en la reaccion entre radicales libres, especialmente
oxirradicales (peroxilo, radicales hidroxilo y peroxinitrito) (56), y acido
a-ceto-y-metilbutirico (KMBA) para formar el compuesto organico mas

simple conocido como eteno (ecuacion 1):

CH,S$—CH,—CH,—CO—COOH + 0" OH(R) —»
— 16(CH,S), + RHOO- + CO, + CH,=CH,

ecuacionl

Cada radical se obtiene en una manera diferente, mientras que la
generacion de radicales peroxilo y peroxinitrito requiere el
procesamiento  térmico  del dicloruro de @ 2,2"-azobis(2-
metilpropionamidina) (ABAP) y  3-morfolinosidnonimina  N-
etilcarbamida, respectivamente, la formacion de hidroxilo radicales se

ejecuta a través de la reaccion de Fenton (57).

Ensayo DMPD (N1, N1-dimetil-1,4-fenilendiamina): como en el caso del

ensayo DMPD, se reducen los oxidantes en las muestras y se evalla
el cambio de color espectrofotométricamente (ecuacion 2).

ecuacion?

DMPD™ + AOH — DMPDY | 00 T AO
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Primero el radical DMPD<+ se forma mezclando una solucion de DMPD
en tampon de acetato y férrico cloruro FeCls (ecuacion 3) (58).

DMPD, 1y + oxidant(Fe*) + H' — ecuacion 3
—» DMPD**

La solucién preparada de color rojo del cation DMPD se deja reposar a
temperatura de 20 — 25°C durante 12 horas antes de ser utilizado para
evaluar la actividad antioxidante de la muestra (59-60), siendo legible
a 515 nm (61).

1.3 Definicion de términos basicos

Nauplio: larvas recién nacidas que se pueden distinguir por la falta de segmentos

corporales y por presentar gran cantidad de reservas vitelinas (62).

Artemia: diminutos camarones con un cuerpo marron suave gue es transparente
a la luz. En inglés, también se los conoce como "monos marinos” o "camarones

de salmuera” (62).

CLso: se basa en encontrar la concentracion en la cual bajo ciertas condiciones,

el 50 % de las larvas de Artemia mueren en 24 horas (63).

Toxicidad aguda: se define como un efecto desfavorable (letal o subletal)
causado por exposicion a una sustancia de prueba en un determinado tiempo,

generalmente unos pocos dias (64).

Extracto alcohdlico: sustancia creada a partir de materia vegetal deshidratada
por maceracion en etanol, seguida de la eliminacion fisica del solvente (65).

Extracto hidroalcohdlico: solucién a base de materia vegetal deshidratada que
se obtiene por percolacién con etanol y agua, seguida de la eliminacion fisica
del disolvente (65).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de hipotesis

Los extractos alcoholico e hidroalcohdlico de hojas y tallo de S. quinquangulata no
presentan toxicidad aguda en nauplios de Artemia franciscana, ademas el extracto
metanolico presenta actividad antioxidante por DPPH.

2.2. Variables y su operacionalizacion

2.2.1 Variable independiente:
Extracto alcohdlico e hidroalcohélico: solucién rica en compuestos extraidos

a partir de material botanico.

2.2.2 Variable dependiente:

Toxicidad aguda en nauplios de A. franciscana: efecto adverso (letal o
subletal) causado por una sustancia sobre los organismos de prueba durante

un periodo de exposicion hormalmente de pocos dias.

Actividad antioxidante in vitro: prueba aplicada para determinar el potencial

antioxidante que presentan los extractos de las especies vegetales.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

al 50%

actividad

Valores de
. L, Tipo por su Indicador Escalade | Categorias las Medi
Variable Definiciéon conceptual pop g edio de
naturaleza medicién categorias | verificacion
_ Proceso de maceracion en etanol,
Independiente _ .
o etanol: agua, durante siete dias; se _
Extracto alcohdlico _ y _ y Hoja de
_ _ |obtiene una solucion que contiene o Concentracion ]
e hidroalcohdlico _ _ . Cuantitativa Razodn reporte
_ metabolitos secundarios, la misma que de extractos .
de hojas y tallo de _ analitico
) es filtrada, concentrada y secada en
S. quinguangulata
estufa antes de evaluarla.
Dependiente _
- Ensayo que determina el efecto letal o o _
Toxicidad aguda o Toxico 1-1000 ppm |Hoja de
_ sub letal de exposicion a una o )
en nauplios de . Cuantitativa ClLso Razon reporte
) sustancia de prueba en un o .
Artemia _ ) No toxico > 1000 ppm |analitico
) determinado tiempo (CLso).
franciscana
Dependiente Capacidad de Presenta >50%
Actividad Ensayo dirigido a medir la inhibicién de Cuantitativa | innibicion  de actividad Hoja de
antioxidante in radicales libres que presenta una cales I Razon reporte
. q c radicales libres No presenta it
vitro. muestra y es expresada como |Csq. <50% analitico
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

3.1 Tipo y Disefio

Tipo de estudio: experimental, porque las variables fueron controladas

deliberadamente para delimitar relaciones entre ellas.

Disefio: analitico, dado que se puso a prueba una hipoétesis. El area de estudio
se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de Ingenieria
Quimica, Universidad Nacional de la Amazonia Peruana, calle Pevas cuadra

cinco, ciudad de Iquitos, Departamento de Loreto.

3.2 Disefio muestral

La poblacién de estudio: constituida por todos los arbustos S. quinquangulata
presentes en el km. 24 de la carretera lquitos — Nauta. Tamafo de la muestra:
dos kilogramos de hojas y tallo de la especie vegetal en buen estado de
conservacion. Muestreo: por conveniencia Yy geo-referenciado (3°57'46” S
73°24’54” 0O). Los criterios de inclusion, consideraron arbustos de S.
guinquangulata con hojas enteras y sanas; tallo en buen estado de conservacion;
se excluyeron hojas rotas y agrietadas, ademas de aquellas que evidenciaron

contaminacion.

3.3 Procedimiento de recoleccion de datos

A) Obtencién de la muestra vegetal

a.1l) La recoleccion de especies vegetales, se llevd a cabo con tijeras de
podar; se cortaron cantidad suficiente de los 6rganos (hojas, tallos) de las
especies vegetales, se almacenaron en sobres manila con su respectivo
identificativo.

a.2) Limpieza y preparacion: se limpiaron el tallo y las hojas, antes de cortarlas
en trozos pequefios. Para la identificacion y certificacion, se eligieron al

mismo tiempo hojas y tallos en buen estado.
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a.3) El Herbario Amazonense de la UNAP, certifico la especie vegetal y entrego
un certificado de identificacion.

a.4) Secado y micropulverizacién: una vez limpia la especie vegetal, se llevo a
un ambiente de secado a 40 °C por una semana. Después, se realiz6 la
molienda quedando en polvo. ElI material micropulverizado se mantuvo en

frascos de vidrio ambar.

B) Obtencidn de extractos

b.1) Extracto alcohdlico: se agregaron 100 mL de etanol de 96° a 10 g de
material vegetal. Posteriormente, se someti6 a maceracion por siete dias.
Luego, se filtré el extracto macerado y se concentrd en rota vapor a 40° C
por 40 rpm. El extracto obtenido, se colocé en estufa a 40°C hasta sequedad

y luego se refrigerd para su uso en las pruebas pertinentes (65).

b.2) Extracto hidroalcohdlico: se peso6 10 g de material vegetal, se agregé 70mL
de alcohol de 96° mas 30 mL de agua destilada (7:3). Después, se macero
por 7 dias, posterior a ello se filtr6 y se concentrd en rota vapor a 40° C, a 40
rpm. El extracto obtenido, se mantuvo en estufa a 40°C hasta sequedad y

posteriormente refrigerado para su uso en los respectivos ensayos (65).

C) Toxicidad aguda en nauplios de A. franciscana

c.1) Proceso de experimentacion

Huevos de A. franciscana, eclosionaron hasta su estadio de nauplios.

Condiciones de mantenimiento de los camarones de experimentacion: se
prepard una solucion Instant Ocean (lIO) al 3 por ciento. De esta solucién
preparada, se extrajo 30 mL, se agregaron 100 mg de huevos de A.
franciscana, dejandose reposar por 15 minutos. Después, se agregd 370 mL
de solucion 10 para su hidratacion a 25°C durante una hora. Luego, se coloco
un pelele acuario (motor que da aireacion) dentro del vaso de precipitado;

ademas se colocaron 02 lamparas de 20 watts a menos de 5 cm de cada
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lado del frasco para una iluminacion uniforme. Incubacion a temperatura de
25°C durante 48 horas (66).

c.2) Condiciones ambientales para los quistes de experimentacion

Fueron monitoreados a través de un medidor de T° en el laboratorio entre 22

y 25° C con iluminacién continua.

c.3) Tratamiento y evaluacién de grupos experimentales

Se apago el pelele y una de las ldamparas de luz a fin de que los nauplios se
congreguen para el lado iluminado del vaso precipitado. Despueés, se
etiquetaron 05 columnas de tubos de ensayos: A, B, C, D, E
respectivamente. Cada columna, tuvo tres filas de tubos: A1-A3, B1-B3, C1-
C3 conteniendo los nauplios con el extracto a evaluar (son los grupos
experimentales a diferentes concentraciones 10, 100 y 1000 ppm). Los tubos
de ensayos D1-D3 fueron los controles negativos con presencia de nauplios
e 10 3% agregada; los tubos de ensayos E1-E3 fueron controles positivos en
el que se afadieron una solucion de 400 ppm de K2Cr207. Cada tubo de
ensayo contuvo 6 mL de las soluciones correspondientes. Luego, se pipeted
del vaso de precipitado 25 nauplios y colocados en cada tubo de ensayo,
posteriormente se cubrié con papel de aluminio (a todos los tubos de ensayo)

y se coloco ldmparas de 20W a ambos costados por 24 horas (66).

c.4) Determinacién cuantitativa de supervivencia de nauplios

Después de la exposicion de los nauplios frente al extracto evaluado durante
24 horas, estos se contaron. Se transfirio el contenido de todos los tubos de
ensayo (de uno en uno) a una placa de cultivo de tejidos de 12 pocillos,
después se enjuagd el tubo con una pequefia cantidad de agua (si es
necesario) para garantizar que todos los camarones son transferidos. Los
nauplios se contaron bajo un equipo de video de alta resolucién; se registro

el niumero de nauplios vivos y muertos (66) (Anexo 2).

D) Determinacién de la actividad antioxidante in vitro
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Se llevé a cabo la técnica descrita por Villafio et al. (67), utilizdndose el radical
libre DPPH con una pureza del 99,9%.

Se prepar6 10 mL de solucion DPPH a 1mMol usando metanol puro, con
posterior homogenizacion en bafio maria con sonicador, de donde se obtuvo una
solucion madre de 1 mM de DPPH. A partir de esta Ultima, se preparé una
solucién de trabajo a 0,1 mM de DPPH (67).

Luego de la pesada de 5 g de muestra, se agregaron 100 mL de metanol,
obteniéndose una solucibn madre a 50 mg/mL. A partir de esta solucion se
crearon soluciones de trabajo a 1, 10, 25 y 50 mg/mL, con posterior reposo por
30 minutos antes del andlisis. Después, se agregd en cubetas de poliestireno
0,025 mL de los extractos por cada concentracion evaluada mas 0,975 mL de
DPPH 0,1 mMol. Las lecturas de las absorbancias se realizaron en un
espectrofotometro UV/Vis a una A de 517 nm. Cada absorbancia fue leida cada
30 s por 5 minutos. La inhibicion del secuestro radical DPPH por soluciones
crecientes de los extractos, se determind por la expresion siguiente: (67)

Abs control — Abs muestra
(%Inh DPPH) = x 100
Abs control

Instrumento: Hoja de reporte analitico

3.4 Procesamiento y andlisis de la informacién

Con la herramienta de analisis Probit con intervalos de confianza (IC) del 95 por
ciento, la mortalidad de los nauplios de salmuera se representé frente a los
logaritmos de las concentraciones (66,68). Cuando el 50% de los nauplios
perecieron dentro de las 24 horas de entrar en contacto con el extracto
evaluado, se registr6 como actividad bioloégica presente. Para la actividad
antioxidante, los datos fueron presentados en grafico y tablas obtenidos del
programa SPSS version 24. Para determinar diferencias significativas entre

tratamientos se aplic6 ANOVA.
3.5 Aspectos éticos

No es aplicable porque esta investigacion no involucra a ningun sujeto humano.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Toxicidad aguda

Tabla 1. Conteo de nauplios muertos de A. franciscana

Especie vegetal Tipo de (] Nauplios de Artemia
extracto Total Muertos
10 ppm 75 11
100 ppm 75 8
. . 1000 ppm 75 6
S-quinquangulata-hojas 0 oh6lico 1.0, 3&p(-) 75 0
K2Cr207
(+)
10 ppm 75 10
100 ppm 75 7
. . 1000 ppm 75 3
S- quinquangulata - hojas iy 4 1conélico 1.0, 35?(-) 75 0
K2Cr207
(+)
10 ppm 75 12
100 ppm 75 10
. 1000 ppm 75 2
S-quinquangulata—tallo 0 Lglico 0. 3&p(-) 75 0
K2Cr207
400 ppm 75 75
(+)
S. quinquangulata — tallo
Hidroalcohdlico 10 ppm 75 14
100 ppm 75 8
1000 ppm 75 5
.0.3%(-) 75 0
K2Cr207 75 75
400 ppm
(+)

Tabla 1, muestra la cantidad de nauplios muertos por cada érgano (hoja y tallo),

segun el extracto evaluado.
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Tabla 2. Calculo del porcentaje de efecto, valor probit y CLso

Especie vegetal

segun tipo de [ 1ppm Log|[ ] % efecto Probit CLso
extracto
S. quinquangulata — 10 -2,00 15 3,96
hojas (alcohdlico) 100 -1,00 11 3,77
1000 0,00 8 3,59
S. quinquangulata — 10 -2,00 13 3,87
hojas (hidroalcohdlico) 100 -1,00 9 3,66
1000 0,00 4 3,25 > 1000

ppm
S. quinquangulata — 10 -2,00 16 4,01
tallo (alcohdlico) 100 -1,00 13 3,87
1000 0,00 3 3,12
S. quinquangulata — 10 -2,00 19 4,12
tallo (hidroalcohdlico) 100 -1,00 11 3,77
1000 0,00 7 3,52

Tabla 2, muestra que todos los extractos evaluados presentan una CLso > 1000

ppm, es decir, no son considerados toxicos.
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Actividad antioxidante

100.00
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63.63

50.00 4499 33
40.00 33.43 34.19
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% de inhibicion

1 10 25
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hojas = tallo

83.18
7612

50

Figura 6. Porcentajes de inhibicion, segun 6rganos evaluados

La Figura 6 demuestra que tanto las hojas como el tallo de S. quinquangulata

presentan un porcentaje de inhibicién superior al 50% a concentraciones de 25

y 50 mg/mL. Se considera que estos valores tienen actividad antioxidante.

Tabla 3. Prueba de normalidad - porcentaje de inhibicién

_ Shapiro-Wilk
Grupo de estudio _ .
Estadistico Sig.
S. quinquangulata - hojas 0,923 4 0,552
S. quinquangulata - tallo 0,894 4 0,401

La tabla 3 demuestra que todos los grupos exhiben normalidad, luego de
comparar los valores de sig = 0,552 (55,20%) y sig= 0,401 (40,10%) ambos

mayores que el valor de a = 0,05 (5%).
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Tabla 4. ANOVA de grupos de estudio - porcentaje de inhibicion

Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 11,664 1 11,664 0028 0,874
Dentro de grupos 5535 g4 6 422,607
Total 2547,307 7

La tabla 4, muestra que sig.=0,874 siendo mayor al valor a=0,05, el porcentaje
de inhibicion no presenta una diferencia estadisticamente significativa entre los

grupos de estudio.

Tabla 5. ICso por cada grupo de estudio

Grupos de estudio ICs0
S. quinquangulata - hojas 13,42 mg
S. quinquangulata - tallo 24,23 mg

La Tabla 5 muestra que S. quinquangulata - hojas obtuvo un ICs=13,42 mg

considerandose activo y el de mejor actividad antioxidante.
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CAPITULO V: DISCUSION

El género Senna pertenece a la familia de las Fabaceae y comprende alrededor
de 250 a 300 especies aceptadas ampliamente dispersas en las regiones
tropicales y subtropicales; se usa ampliamente en Africa, Asia, Europa y América
Latina, algunas especies de Senna son bien conocidas por sus actividades
antimicrobianas y antiinflamatorias con base en la medicina tradicional para

tratar la diabetes, las infecciones microbianas, la malaria y otras dolencias (69).

Un grupo crucial de crustaceos es la Artemia, que se utiliza en la acuicultura
como alimento vivo y como modelo de prueba de toxicidad (44). Artemia se ha
investigado en una variedad de campos, incluida en la produccién de alimentos
para peces o0 mariscos (61-62), como organismo modelo para las evaluaciones
de toxicidad (70-73) y para determinar los efectos de varios factores ambientales
(74).

El conteo de nauplios muertos de A. franciscana por cada érgano evaluado (hoja
y tallo) se muestra en la tabla 1. La tabla 2 demuestra que ninguno de los
extractos evaluados es considerado téxico, debido a que presentan una CLso >
1000 ppm. En este sentido, la presente investigacion guarda relacion con el
trabajo realizado en 2019 (19), en el que la muestra hidroalcohdlica de hojas de
Senna alata (L.) Roxb present6é una DLso=7500 mg/kg, considerandose como no
toxico. De igual manera, se relaciona con la investigacion del 2019 (25), donde
el extracto etandlico del fruto de Cassia fistula L. evaluada en ratas Wistar macho
mostré un DLso > 5000 mg/kg, siendo una sustancia natural segura para uso

terapéutico.

Senna esta evolucionando como una de las plantas importantes que han sido
ampliamente estudiadas por sus efectos beneficiosos. Varias partes de las
especies de Senna, incluidas la raiz, el tallo, las hojas y la flor, se encuentran
ricas en numerosos fitoquimicos. Los experimentos in vitro, in vivo y clinicos
establecen que los extractos de las plantas de Senna tienen diversos efectos

beneficiosos al actuar como un fuerte agente antioxidante y antimicrobiano (69).
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La representacion de la figura 6 de los resultados de la actividad antioxidante,
demuestra que a concentraciones de 25 y 50 mg/mL, las hojas y el tallo de S.
quinquangulata muestran un porcentaje de inhibicién superior al 50%. El analisis
ANOVA del porcentaje de inhibicion de los grupos de estudio, que se presenta
en la tabla 4, demuestra que sig.=0,874 es mayor al valor a=0,05; por tanto, no
presenta una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de
estudio. Los resultados de S. quinquangulata - hojas obtuvieron una 1Cs0=13,42
mg se diferencia del estudio realizado en el 2017 (28), donde el extracto etandlico

obtuvo un 1Cs0=96,1 ppm considerandose activo.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

El ensayo de toxicidad aguda, descrita en la tabla 2, muestra que todos los
extractos evaluados presentan una CLso > 1000 ppm, es decir, no fueron

considerados toxicos.

La figura 6 demuestra que tanto las hojas como el tallo de S. quinquangulata
presentan un porcentaje de inhibicion superior al 50% a concentraciones de
25 y 50 mg/mL. Se considera que estos valores presentan actividad

antioxidante.

La tabla 5 muestra que S. quinquangulata - hojas muestra una menor

ICs50=13,42 mg considerandose el de mejor actividad antioxidante.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Ser& de vital importancia realizar estudios de toxicidad cronica in vivo a

fin de determinar la seguridad e inocuidad de ambos extractos.

Para encontrar el principio activo responsable de la actividad
antioxidante, segun el método DPPH, también ser4 conveniente

fraccionar los extractos de S. quinquangulata (hojas).

A la comunidad loretana, concientizando sobre el uso correcto de los
diferentes 6rganos de la especie vegetal, la misma que evitard posibles
intoxicaciones a concentraciones mayores a lo evaluado en esta

investigacion.

A la Facultad de Farmacia y Bioquimica, cuyo grupo de investigadores
pueda realizar estudios adicionales sobre la especie mediante el uso de
técnicas analiticas, que permitan la identificacion y/o aislamiento de

metabolitos secundarios con potencial farmacolégico.
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ANEXOS

Anexo 1. Constancia de certificacion de la especie vegetal

Centro de Investigacién de

. ‘ UNAP Recursos Naturales

Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA DE DETERMINACION BOTANICA
n.° 024-2023 AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del Centro de Investigacién de Recursos Naturales
(CIRNA), de la Universidad Naclonal de La Amazonia Peruana,

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botdnica presentada por XUSAN ELMIRA REATEGUI NICOLINI Y DANIEL ALEXANDER
WENINGER PEZO bachlller de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioguimica de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de |a Universidad Nacional de la Amazonia Peruana pertenece al proyecto de
tesis de pre grado titulado “TOXICIDAD AGUDA Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS DE
HOJAS Y TALLO DE Senina quincuanculata™ ha sido DETERMINADA en este centro de Investigacion y
ensefanza Herbarium Amazonense-AMAZ-CIRNA-UNAP, coma se indica a continuacion:

S — ———
01 | FABACEAE __| Senna quinquangutat, (Rich.) H.S. Irwin & Barneby |

Determinador: Ing. Juan Celidonio Ruiz Macedo

A los cinco dias del mes de junio del aio dos mil veintitrés, se expide la presente constancia a los
interesados para los fines que se pstime conveniente.

Aténtamente,
e UNIVERSIDAD
Dérection Pevas/Naniy — lautos Perd Pagina 1 de 1 constanciamenze2022 | LICENCIADA
- am £ & FESSUCEA W - R sa 00y
Apdo. 436 — Email: herbarium T 3 s odu.pe e

35



Anexo 2. Instrumento de recolecciéon de datos

OJA DE TRABAJO
ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA POR Artemia franciscana
REGISTRO DE DATOS Y RESULTADOS

FECHA:
H. INICIO:
H. TERMINO:

CANTIDAD DE LARVAS INYECTADAS

Muestra Extracto de: Control (-) Control (+)
[c] S1 S2 S3 S4 S5
repeticiones 10 100 ppm 1000 ppm Sol. 10 3% 400 ppm
ppm K2Cr,07
1° réplica Al A2 A3 A4 A5
2° réplica B1 B2 B3 B4 B5
3° réplica Cc1 Cc2 c3 ca c5

CONTEO DE LARVAS VIVAS Y MUERTAS DE Artemia franciscana EN LAS DISOLUCIONES

FECHA:

LARVAS DE Artemia

Muestra [c] ug/ml Repeticiones Total Vivas Muertas % Letal

1° repeticiénAl

S1 2° repeticionB1
10 ppm 3° repeticionC1
Total

1° repeticionA2
S2 2° repeticiénB2
100 ppm 3° repeticiéonC2

Total

1° repeticionA3
S3 2° repeticiénB3
1000 ppm | 3° repeticionC3

Total

1° repeticionA4

S4 2° repeticiénB4
(Sol. 10 3° repeticiénC4
3%)

Total

1° repeticionA5

S5 2° repeticionB5
400 ppm 3° repeticionC5
chr207

Total
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Anexo 3. Flujograma de la Actividad Antioxidante in vitro

[ Chienwidnde boz exiractosvegetales ] [ Preparaciéndel DPPH
Sohwiin madre: Fesar 5 7 de mmiesba, Sobhwiin Stecks Pesar 372 mg
macerar en 20 ml de metanol, filtrar « de DPPH yenrasara 10wl da
enrasar a 100 ml. Chteriendo una meatanol. Ob teriendo 1 mbd d=
concentracidn de 50 mgfnml.. LFFH.

Exiractos netanilicos: & parbir de 1a Sohwivnde trabajo: Enrsa
sohicidn madre, dinir a concentrariones 1 mL de la sohicidn stock con
menores de: 1, 10 v 25 mafml, sendo 10 mL de metanol. Obterendo
la sohicidn madre otra concentram'm 0.1 mM de DFFH.

problema.

,. l

Lectura: Se realizd enun es pechofhtdme o TVIWVE auna
lonzitad de ondade 517 ran. Cada absoth ancia fiae leida a
mtervalos de 530 5 durarte 5 nurnitos.

!

[ % de Inhfhiciin del DPPH: En cada

unade las concentraciores evahiadas.

ICED: Es la canbdad de mmestra que se necesita para
caphirar radicales de DFPH= exiuan 5084,
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Anexo 4. Flujograma del ensayo toxicidad aguda

Obtencion de los extractos

( Pesar 10g del material A
micropulverizadoy
macerar en etanal,

etanaol:agual7:3) por?
dias.

Filtrar, evaporar el
solvente con Rotavapor
a40°C.

folucion obtenida
colocaren estufaa
40*Chastasequedad.

Determinar CLS0 via
analidsProbit
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Ensayo con Artemia fronciscana

" Prepararsalucidn Instant Ocean
al 3%, colocar 0,1 zde huevos
de Arternia hastaeclosion a
nauplios (4 horas)

Preparar extractosa
concentracionesde 10, 100+ 1000
ppmy colocar 25 nauplios de
Artemia franckoana porcadatubo
de ensayo

Incubar por24H.

Contarvivasyfo
muertas.



