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RESUMEN

Objetivo: determinar la toxicidad aguda del extracto alcohdlico e hidroalcohdlico de
hojas y tallo de Senna occidentalis en nauplios de Artemia franciscana. Metodologia:
Los huevos de Artemia fueron adquiridos en el Acuario Fishmen, ubicado en la
ciudad de Iquitos, Departamento de Loreto. Estos huevos pasaron por un proceso
de eclosion hasta convertirse en nauplios. los huevos de A. franciscana fueron
incubados en una solucion Instant Ocean al 3% durante 48 a 72 horas. Por
conveniencia, se recolectaron 6rganos de las especies de estudio y se utilizaron
para preparar ambos extractos a partir de la muestra vegetal micropulverizada; la
muestra se macerd con etanol, etanol:agua, luego se filtr4, se concentré en rota
vapor y posterior eliminacion fisica del solvente, siendo probados a 10, 100 y 1000
ppm sobre nauplios de A. franciscana. Resultados: La CLso de los dos extractos
estudiados (alcohdlico e hidroalcoholico) fueron superior a 1000 ppm. Conclusién:

Ninguno de los extractos exhibe toxicidad aguda.

Palabras clave: Toxicidad aguda, Senna occidentalis, Artemia franciscana,

nauplios, alcohdlico, hidroalcohdlico.



ABSTRACT

Objective: to determine the acute toxicity of the alcoholic and hydroalcoholic extract
of leaves and stem of Senna occidentalis in nauplii of Artemia franciscana.
Methodology: The Artemia eggs were acquired at the Fishmen Aquarium, located
in the city of Iquitos, Department of Loreto. These eggs went through a hatching
process until they became nauplii. A. franciscana eggs were incubated in a 3%
Instant Ocean solution for 48 to 72 hours. For convenience, organs were collected
from the study species and used to prepare both extracts from the micropulverized
plant sample; The sample was macerated with ethanol, ethanol:water, then filtered,
concentrated in rotary steam and subsequent physical elimination of the solvent,
being tested at 10, 100 and 1000 ppm on A. franciscana nauplii. Results: The LC50
of the two extracts studied (alcoholic and hydroalcoholic) were higher than 1000

ppm. Conclusion: None of the extracts exhibited acute toxicity.

Key words: Acute toxicity, Senna occidentalis, Artemia franciscana, nauplii,

alcoholic, hydroalcoholic.
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales son utilizadas por el ser humano desde la antigtiedad; esta
practica es de gran importancia porque amplia el arsenal terapéutico y reduce
significativamente la aparicion de efectos secundarios. Sin embargo, es necesario
determinar la eficacia e inocuidad de las plantas a través de estudios cientificos

sistematizados (1-2).

El Perl es un pais con una alta biodiversidad, el estudio de plantas y extractos es
especialmente importante dado que pueden presentar actividad terapéutica
significativa. La investigacion de la letalidad provocada por los extractos sobre
Artemia sp. es una de las muchas técnicas que se pueden utilizar para elegir

especies vegetales como fuente de principios activos (3-4).

Desde 1982, los "camarones de mar" (Artemia sp.) se han utilizado en pruebas
biolégicas para determinar la toxicidad. Debido a su fuerte correlacion con la
toxicidad in vitro y su uso como método de cribado toxico para extractos, fracciones
y compuestos purificados para identificar muestras altamente toxicas (5), estos
métodos han demostrado ser efectivos para revelar metabolitos secundarios

relacionados con actividades bioldgicas.

Se sabe que las hojas, raices, tallos, frutos y semillas de Ila familia
Fabaceae contienen una variedad de compuestos bioactivos de diferentes
naturalezas quimicas. Esta familia ha sido estudiada y reportada para alcaloides,
flavonoides y acetogenina (6-7). Las propiedades insecticidas, antitumorales,
antibacterianas, antipaltudicas, antihelminticas y citotdéxicas estan vinculadas a la
bioactividad de los metabolitos de las plantas de la familia Fabaceae (6,8-9).

Las semillas tostadas de Senna occidentalis tienen propiedades tradicionales:
febrifuga, estomaquica y emenagoga. También se utilizan como diuréticos y como
tratamiento para la indigestion, dispepsia y enfermedades de la prostata. Las
semillas sin tostar se aplican topicamente para tratar edemas y afecciones de la
piel, tanto como purgante como en cataplasma. La infusibn sirve para el

tratamiento del asma y para fines febrifugos (10-12). No hubo hallazgos
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clinicamente significativos que pudieran relacionarse con el uso del extracto
administrado a pollos a 2000 mg/Kg en Colombia, donde se estudié toxicidad oral
aguda de extracto etandlico de semilla tostada. Sin embargo, provocé
vacuolizacion renal en un 33 por ciento de los animales, considerandose un cambio

patolégico provocado por la toxicidad (13).

Cabe sefalar que los métodos de terapia tradicionales cuando se usan
correctamente, generalmente son seguros. Debido a que la planta seleccionada no
presenta estudios que sustente su efecto toxico y margen de seguridad (CLso), es
importante realizar ensayos que nos brinden esta informacion (13). Mediante la
aplicacion del bioensayo de A. franciscana se determina de manera cuantitativa que
los extractos evaluados de S. occidentalis, son capaces de causar la muerte del
50% de los organismos utilizados como bioindicadores, asi mismo nos indicara la
concentracion a la que se presenta mayor y menor toxicidad aguda (13). Por esta
razén, se considera que este estudio sera de beneficio para el campo cientifico en
beneficio de la salud publica.

Con lo anteriormente descrito, al ser los nauplios de Artemia franciscana
ampliamente empleadas como una herramienta en pruebas de toxicidad, el
presente estudio permitié determinar la toxicidad aguda del extracto alcohdlico e

hidroalcoholico de hojas y tallo de S. occidentalis en nauplios de A. franciscana.



CAPITULO I; MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

En 2022, se evalud y reviso el procedimiento de bioensayo de letalidad de Artemia
salina, también identificada como ensayo de letalidad de Artemia. La investigacion
mostrd informacion sobre la toxicidad general (considerada como una evaluacion
preliminar de la toxicidad) de productos naturales. Como resultado de su estudio
sefala que, A. salina se utiliza generalmente como modelo en estudios de letalidad
y la prueba se basa en la capacidad de los compuestos bioactivos estudiados para
matar los microcrustaceos en su estado larvario (nauplios). El estudio concluyé que
el ensayo con A. salina representa una herramienta util para estudios de
citotoxicidad, también para la deteccion de toxicidad general de productos

sintéticos, semisintéticos y naturales (14).

En 2019, se llevdé a cabo estudio farmacologico y toxicolégico sobre Senna
occidentalis. La investigacion se centré en determinar la actividad antiplasmodial in
vitro sobre Plasmodium falciparum (cepa salvaje) de extractos acuoso e
hidroetandlico de S. occidentalis al 50:50. Segun el microtest dptico; la toxicidad
preliminar fue sobre Artemia salina. En sus resultados, la prueba antiplasmodial
demostré que el extracto acuoso tiene actividad moderada contra P. falciparum con
ICs0=91,08 + 0,61 pg/mL; el extracto hidroetandlico fue méas activo con ICs0=1,00 *
0,05 pg/mL; las CLso obtenidas son 3310 ppm y 3700 ppm considerandose no
citotoxicos ambos extractos. El trabajo concluy6 que los resultados combinados

justifican el uso de S. occidentalis para tratar pacientes que padecen malaria (15).

En 2018, se estudiaron la funcion renal y efectos histopatolégicos en ratas Wistar
del extracto acuoso de hojas de Senna occidentalis (EASO). Para determinar los
metabolitos presentes en el extracto realizaron el screening fitoquimico, y para las
pruebas biolégicas los extractos fueron administraron por via oral a
concentraciones de 350, 700, 1500 y 3000 mg/kg de peso corporal por 28 dias. Las
muestras de sangre fueron recolectadas mediante puncion cardiaca para analisis
bioquimicos de electrolitos, urea y creatina. Los resultados revelaron la presencia

de carbohidratos, taninos, triterpenoides, proteinas, saponinas, esteroides,
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flavonoides, diterpenoides y glucosidos, pero no se encontraron alcaloides ni
antraquinonas. En las pruebas de toxicidad aguda, los animales expuestos a 5000
mg/kg no mostraron un comportamiento alterado ni fallecieron. El trabajo concluy6
que EASO durante 28 dias no produjo efectos significativos en los rifiones de ratas
Wistar (16).

En 2017, se evaluo el efecto de pequefias contaminaciones de S. occidentalis en
la dieta de gallinas ponedoras sobre la produccién de huevos. Fueron evaluadas
48 pollitas de 0 dias de vida distribuidas en un grupo control y otro grupo que recibio
al 0,2% en la dieta de semillas de S. occidentalis tanto tegumento externo como
interno (ET/IT) por 42 semanas. La investigacion determin6 que no se observaron
signos clinicos en las gallinas de puesta y tampoco alteraciones en consumo y
ganancia de peso; pero, si se observo disminucion en la produccion de huevos vy,
en consecuencia, una menor eficiencia alimentaria de los animales que
consumieron ET/IT. El trabajo concluyé que se observaron efectos téxicos en
gallinas ponedoras por consumo de semillas de S. occidentalis (17).

En 2017, se evaluo el efecto del extracto metandlico crudo de hojas de Senna
occidentalis (ECSO) sobre biomarcadores de estrés oxidativo en ratas wistar con
infeccién experimental por Trypanosoma congolense. Para la evaluacion usaron 30
ratas wistar divididas en seis grupos, donde el grupo 1 fue el control neutral; los
grupos dos a seis recibieron por via intraperitoneal T. congolense (108
tripanosomas/mL de sangre). A los grupos dos, tres y cuatro administraron por via
oral extractos a concentraciones de 100, 400 y 600 mg/kg de p.c. por 10 dias. Los
resultados mostraron toxicidad aguda (DLso = 5000 mg/kg); a las concentraciones
evaluadas, mostrando un aumento significativo (p< 0,05) progresivo en el nivel
sérico de glutation peroxidasa (GPx), catalasa (CAT) y superdxido dismutasa

(SOD). El trabajo concluyé que ECSO no causo toxicidad ni mortalidad (18).



1.2Bases tedricas

1.2.1 Familia Fabaceae

Morfologia vegetativa: anuales, perennes, arbustos y arboles pequefios con
nodulos fijadores de nitrégeno en las raices y hojas alternas, a menudo compuestas,
con estipulas. Las estipulaciones a veces se modifican en glandulas o espinas. Las
hojas pueden ser trifoliadas, palmeadas compuestas, pinnadas compuestas o con
dos foliolos parcialmente fusionados a lo largo de la vena central (19).

Descripcion
Las Fabaceae pueden ser desde arboles hasta hierbas anuales. Las sinapomorfias
incluyen inflorescencias indeterminadas (a veces reducidas a una flor), un hipantio

corto, un solo carpelo con un ginoéforo corto y frutos que son leguminosas (20).

Hojas: tipicamente alternas y compuestas. Con mayor frecuencia son compuestos
pinnados pares o impares, a menudo trifoliados y rara vez compuestos palmeados,
y son tipicamente bipinnados en Mimosoideae y Caesalpinioideae. Estipulas, que
pueden tener forma de hoja, espinosas o apenas perceptibles, siempre estan
presentes en ellos. A veces, los folletos se convierten en zarcillos. Su margen es
entero u ocasionalmente aserrado. Las hojas como los foliolos tienen pulvini
arrugado que permiten movimientos nasticos. Las hojas de muchas especies han
desarrollado caracteristicas que atraen a las hormigas, las cuales, como insectos
depredadores, defienden a la planta de los insectos herbivoros. Las hormigas viven
dentro de las estipulas huecas modificadas en algunas Acacias (20).

Las flores tienen cinco sépalos, generalmente fusionados, y cinco pétalos libres.
Tienen un hipantio corto en forma de copa y son hermafroditas. Por lo general, tiene
diez estambres, un ovario superior alargado y un estilo curvo. Por lo general, se
organizan en inflorescencias indeterminadas. Las flores de Fabaceae son
frecuentemente llamativas para atraer polinizadores porque son plantas
tipicamente entomdfilas, que son polinizadas por insectos (20). Las flores son
siempre cigoticas y tienen una estructura especial. El estandarte es grande y
envuelve el resto de los pétalos en capullo. Los dos pétalos adyacentes, las alas,

rodean los dos pétalos inferiores. Los dos pétalos inferiores se unen en la parte
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superior para formar una estructura en forma de barco llamada quilla (20).

Raices: muchas Fabaceae tienen estructuras en sus raices llamadas “nodulos de
raiz” que albergan bacterias. Estas bacterias (rizobios) tienen la capacidad de
extraer nitrogeno (Nz) del aire y convertirlo en una forma de nitrégeno utilizable para
la planta huésped (NOs- 0 NH3) (20).

1.2.2 Senna occidentalis (retamilla)

Arbusto conocido como retamilla, la misma que pertenece a la familia Fabaceae
Lindl del orden Fabales Bromhead (21). Considerada como una planta pantropical
y se desarrolla en todas las regiones tropicales como Argentina, Peru, entre otros
(22). Tiene las siguientes sinonimias: Cassia caroliniana Walter; C. ciliata Raf.; C.
falcata L.; Cassia obliquifolia Schrank; Senna occidentalis (L.) Roxb.; C. planisiliqgua
Burm. f.; C. plumieri DC., entre otros (22). Presenta hojas alternas, compuestas,
paripinnadas; un raquis canalizado con presencia de una glandula en la base;
estipulas que son puntiagudas y tienen cordones oblicuos; foliolos que van en pares
y miden 3,7cm x 2cmy 7 cm x 3,5 cm); son acuminados, tienen margenes ciliados
y pueden ser glabros o pubescentes. Las flores son completas, zigomorfas,
pentdmeras, bisexuales, ligeramente irregulares y pedunculadas; las bracteas son
delgadas, puntiagudas, blancas con matices rosados, de color amarillo. Cinco
sépalos cortos, gamosépalos, pentalobulados, obtusos, glabros forman el céliz,
siendo el sépalo impar es anterior. La corola tiene cinco pétalos que son polipétalos,
alternos, subiguales, visiblemente nervados. El androceo tiene 10 estambres libres,
de tamafio desigual. También tiene filamentos desiguales, anteras diticas, basifijos,
introsos y poros terminales. El fruto es una vaina lefiosa dehiscente con 23 a 30

semillas en su interior que mide 12,5 cm x 0,7 cm, es lampifia (22).

Usos:

Hojas: utilizado como adyuvante hepatotéxico. Semillas y hojas tostadas:
Antiséptico. Modo de empleo: por via oral (en té), 1 taza por la mafana y la
noche. Tintura (1:10): 3 a 4 mL dos veces por dia (23).


https://www.tropicos.org/name/42000184
https://www.tropicos.org/name/42000184
https://www.tropicos.org/name/43000054

Senna occidentalis es un pequefio arbusto pantropical, comiunmente conocido
como café Senna (24-25). En algunos paises pobres, los granos/semillas maduras
secas de S. occidentalis se tuestan y se utilizan como sustituto del café (26). Es
nativo de las regiones tropicales de América y naturalizado en Australia, Africa
Oriental y el sur y este de los Estados Unidos (27-29). Varias partes de S.
occidentalis (semillas, raices, hojas y tallos) se afirman tradicionalmente como Utiles
en el tratamiento de diferentes infecciones y otros alimentos (30-35). Ademas,
algunos estudios de toxicidad indican el posible uso seguro de diferentes partes de
la planta de S. occidentalis, como las hojas y los tallos (31). Sin embargo, a pesar
de muchas afirmaciones medicinales, se ha informado que principalmente las
semillas de S. occidentalis son venenosas para muchas especies animales y

humanos (24).

Toxicidad ligada a la especie S. occidentalis

Los estudios toxicologicos han demostrado potentes efectos toxicos de Cassia
occidentalis en animales (36). Los signos de envenenamiento por semillas de C.
occidentalis en general incluyen independientemente de especies animales: ataxia,
debilidad muscular, punzadas y pérdida de peso, que finalmente conduce a la
muerte. La degeneracion del musculo esquelético es la lesién predominante que se

encuentra en la mayoria de los animales intoxicados con C. occidentalis (37-38).

Se ha descrito que el mecanismo de toxicidad de C. occidentalis se debe al
deterioro de funcion mitocondrial, incluyendo hinchazén, pérdida de mitocondrial
matriz, crestas mitocondriales fragmentadas y agotamiento del glucogeno (37-38).
Haraguchi et al. (39) identificaron diantrona, un compuesto derivado de la
antraquinona en las semillas de C. occidentalis y demostraron que estas sustancias

podrian causar la miopatia mitocondrial caracteristica producida por esta planta.

1.2.3 Artemia sp.

Artemia sp. (Artemiidae), son pequefios crustaceos utilizados en la determinacion

de la toxicidad de diversos productos (40). Se ha utilizado para detectar micotoxinas
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(41), toxicidad de extractos de plantas (42), metales pesados (43), cianobacterias
(44), algas (45) y materiales dentales (46). Asimismo, se describié un ensayo en
microplaca (47) ya que la misma facilita la prueba de diversos productos diluidos en
serie en microplacas de 96 pocillos en un volumen de 200 pL.

BIOLOGIA Y ECOLOGIA DE ARTEMIA

Morfologiay ciclo de vida (48)

Los camarones de salmuera forman naturalmente quistes flotantes en la superficie

del agua en ciertas épocas del afio (Figura 1) y son arrastrados a la orilla por el

viento y las olas.

2 l" : ‘. O o~ N "i % e
£ T RSN B
Figura 1. Recoleccién de quistes de camarones en salmuera de un estanque de sal (49)

Mientras se mantengan secos, estos quistes no contindan creciendo porque estan
metabdlicamente inactivos. Cuando se sumergen en agua de mar, los quistes se
hidratan, se redondean y el embrion reanuda su metabolismo interrumpido dentro
de lacascara. Lamembrana externa del quiste se rompe después de
aproximadamente 20 horas, revelando el embrion, que estarodeado por la
membrana de eclosion (Figura 2). El desarrollo del nauplio finaliza mientras el
embrion esta suspendido debajo de la cascara vacia (también conocida como etapa
de "paraguas"), y en poco tiempo la membrana de eclosion estalla para revelar el

nauplio nadador que acaba de nacer (Figura 3).



Figura 3. Embrion en estadio “paraguas” (izquierda) e estadio | nauplius (derecha). (1) ojo de
nauplio; (2) antenula; (3) antena; (4) mandibula (51)

El primer estadio larval (estadio I; de 400 - 500 um de longitud) es de color marrén
anaranjado, un ojo de nauplio rojo en la region de la cabeza y tres pares de
apéndices: es decir, la primera antena (funcién sensorial), la segunda antena
(funcién locomotora) + funcidén de alimentacion por filtracion) y las mandibulas
(funcion de absorcion de alimentos). El lado ventral presenta un gran labrum
(absorcion de alimentos: transferencia de particulas desde las setas filtrantes hacia
la boca). La larva en estadio | no ingiere alimentos ya que su sistema digestivo ain
no es funcional; prospera completamente en sus reservas de yema (51).



Después de unas 8 h, el animal mudo al segundo estadio larvario (estadio Il). Las
pequefias particulas de alimentos (p. €j., células de algas, bacterias, detritos) que
varian en tamafio de 1 - 50 um es filtrado por la segunda antena y absorbido en el

tracto digestivo funcional.

La larva crece y se diferencia a través de unas 15 mudas. Aparecen apéndices
lobulares pares en la region del tronco y se diferencian en toracépodos (Figura 4).
A ambos lados del nauplio se desarrollan ojos complejos laterales (Figura 5y 6). A
partir del estadio 10 se producen importantes cambios morfolégicos y funcionales,
es decir, las antenas pierden su funcién locomotora y se diferencian sexualmente.
Las antenas del macho se convierten en ganchos y las antenas de la hembra en
apéndices sensoriales. Los toracopodos ahora se diferencian en tres partes
funcionales, a saber, los telopoditos y los endopoditos (locomotora y filtradora) y los

exopoditos membranosos (branquias).

Figura 4. Larva en estadio V. (1) ojo de nauplio; (2) ojo complejo lateral; (3) antena; (4) labrum;
(5) gemacioén de toracépodos; (6) tracto digestivo (52)
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Figura 5. Cabeza y region toracica anterior del estadio XII. (1) ojo de nauplio; (2) ojo complejo
lateral; (3) antenula; (4) antena; (5) exopodito; (6) telopodito; (7) endopodito (53)

Figura 6. Cabeza y region toracica de macho joven. (1) antena; (2) telopodito; (3) exopodito (54).

1.3 Definicién de términos basicos

Ensayo de toxicidad: evaluacion del impacto de una sustancia o mezcla en una

coleccion de organismos seleccionados en circunstancias predeterminadas.
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Después de la exposicion a la muestra, cuantifica la proporcion de organismos

afectados (efecto cuantico) o califica la gravedad del efecto (55).

Toxicidad aguda: efecto letal en organismos de prueba durante la exposicién a
una determinada sustancia, normalmente en un corto periodo de tiempo (55).

CLso: utilizada para evaluar la toxicidad de una sustancia; se refiere ala
concentracion de la sustancia medida a la que el 50% de los organismos mueren

durante un tiempo determinado (56).

Bioensayo: prueba en la que la fuerza o potencia de una sustancia se determina

por como afecta a los seres vivos 0 a los sistemas vivos (55).

Extracto alcohdlico: solucion obtenida luego de macerar y filtrar material vegetal
deshidratado en presencia de etanol (quimicamente puro, grado reactivo) y luego

eliminar fisicamente el solvente (57).
Extracto hidroalcohdlico: solucién que se obtiene mezclando muestra seca con

el disolvente (etanol:agua, 70:30 v/v), agitando dicha mezcla a 25 °C por 24 horas
(58).

12



CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1 Formulacion de hipotesis

Los extractos alcoholico e hidroalcohdlico de hojas y tallo de S. occidentalis no
presentan toxicidad aguda en nauplios de Artemia franciscana a concentraciones
de 10, 100 y 1000 ppm.

2.2 Variables y su operacionalizacion

2.2.1 Variable independiente: Extracto etandlico de especies vegetales. (EE)
Extracto hidroalcohdlico. (EHA)

2.2.2 Variable dependiente: Toxicidad aguda en nauplios de Artemia franciscana.

13



OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tino por Valores de
. L pop . Escala de . las Medio de
Variable Definicion conceptual su Indicador . Categorias . A
medicion categorias verificacion
naturaleza
EE: muestra vegetal micropulverizada
sometida a maceracion en etanol
Independiente (quimicamente puro) con posterior filtrado,
Extracto concentrado en rota vapor y posterior . |
- , iminacion fisi : . o)a €
alcohélico e hidro eliminacion fisica del solvente (57) ~ Concentracién ,
. Cuantitativa Razon reporte
alcohdlico de ) - de extractos
EHA: solucién que se obtuvo luego de analitico
hojas y tallo de S. . .
colocar muestra micropulverizada en
occidentalis alcohol etilico:agua destilada por 07 dias
con posterior eliminacion fisica  del
disolvente (58).
Dependiente
Toxicidad aguda Efecto letal producido en organismos de Hoja de
en nauplios de Prueba expuestas a una sustancia, en un cCyantitativa CLso Razon Toéxico 1-1000 ppm reporte
Artemia corto periodo de tiempo (55). No téxico > 1000 ppm analitico

franciscana
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CAPITULO IlIl: METODOLOGIA

3.1 Disefio metodoldgico

Tipo de estudio: experimental, debido a que se recopilaron y analizaron
datos de varias fuentes conla ayudadel investigador, las variables se
controlaron a propoésito para establecer relaciones entre ellas.

Disefio: analitico, dado que se puso a prueba una hipétesis. El area de estudio
fue dentro del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ingenieria Quimica
de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana sito en calle Pevas 5ta

cuadra, Iquitos, departamento de Loreto.

3.2 Disefio muestral

Poblacion de estudio: todo arbusto de S. occidentalis que se encontrd en el km
4 de la carretera Iquitos-Nauta.
Muestra: dos kilogramos de hojas y tallo de la especie vegetal en buen estado
de conservaciéon. El muestreo se realizé por conveniencia, siendo estos geo-
referenciados (3° 48’ 49" S 73° 19’ 3” O).
Criterios de inclusion:
e Arbustos de S. occidentalis con hojas enteras y sanas; tallo en buen
estado de conservacion, procedentes del km 4 de la carretera lquitos
- Nauta.
Criterios de exclusion:
e Hojas rotas y agrietadas.

e Hojas y tallo que evidencien contaminacion.
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3.3. Procedimiento de recoleccion de datos

A) Obtencidn de especies vegetales

e Con laayuda de tijera podadora, se recolectaron hojas y tallos de la especie
a estudiar, guardandose en sobres de manila rotulados hasta su llegada al
laboratorio.

e Se limpiaron cada 6rgano recolectado (hojas y tallos) los mismos que
fueron cortados en pequeios fragmentos. Al mismo tiempo se realizé una
seleccién de hojas y tallos sanos de la especie vegetal para su certificacion
respectiva (realizado por el responsable del Herbario Amazonense de la
Universidad Nacional de Amazonia Peruana).

e Después, se procedio al secado correspondiente en un ambiente cerrado a
40 °C. Posterior a ello, se realiz6 la molienda, quedando en polvo. El

micropulverizado se mantuvo en frascos de color ambar.

B) Obtencidn de extractos

b.1) Extracto alcohdlico: se agregaran 100 mL de etanol (quimicamente puro,
grado reactivo) después de haber pesado 10 g de material vegetal. A
continuacion, se realizd una maceracion por siete dias. El extracto macerado
se filtr, luego concentrado mediante un equipo rotavapor a una temperatura
de 40°C y una velocidad de 40 rpm, luego filtrado con la ayuda de una
bomba al vacio. El extracto obtenido en rotavapor fue secado en estufa
a 40°C y luego refrigerado para ser utilizado en las pruebas
correspondientes (57).

b.2) Extracto hidroalcohdlico: se mezclaron 10 g de muestra seca con 100 mL
del disolvente (etanol:agua, 70:30 v/v), luego la mezcla se agit6 a 25 °C por
24 horas. Posteriormente, El extracto se filtrd y el disolvente organico se
evaporé completamente a presion reducida en rotavapor a 40 °C. Luego, el
extracto concentrado se seco6 en equipo estufa a 40 °C (58).
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C) Toxicidad aguda en nauplios de Artemia franciscana

c.1) Animales de experimentacion
Los huevos de Artemia fueron adquiridos en el Acuario Fishmen, ubicado en
la ciudad de Iquitos, Departamento de Loreto. Estos huevos pasaron por un
proceso de eclosion hasta convertirse en nauplios.
En un vaso precipitado de 1L, se prepararon una soluciéon Instant Ocean al
3%, para ello disolver 30 g de dicha sal en 1L de agua destilada. De dicha
solucién, se extrajo 30 mL, donde se agregaron 0,1g de huevos de A.
franciscana dejandolo reposar 15 minutos. Después, se agregaron 0,37 L
mas de la solucién 10 para hidratacién de los huevos a 25°C durante 60
minutos. Posteriormente, colocamos un pelele de acuario en el vaso
precipitado para su aireacion respectiva; colocamos dos lamparas de 20W a
5 cm de cada lado del frasco para iluminar de manera uniforme; luego vino

la incubacién a 25°C por dos dias.

c.2) Condiciones ambientales para los quistes de experimentacidn

Fueron monitoreados mediante un medidor de temperatura en el laboratorio

entre 22 - 25 °C, la iluminacion fue permanente con dos ldmparas de 20W.

c.3) Tratamiento y evaluacién de grupos experimentales

Se apagd el motor de acuario (pelele) yunade las lamparas para
permitir que los nauplios queden reunidos en esa zona del vaso de
precipitado. A continuacion, se formaron 05 columnas de tubos de ensayo
etiquetados: A, B, C, D, E; con tres filas cada una. Los tubos A1-A3, B1-B3,
C1-C3 contuvieron nauplios con el extracto (6mL) para evaluacion
(estos son los grupos experimentales). Los tubos D1-D3 fueron los controles
negativos (ya que sélo contendran nauplios y la solucién 10 agregado en la
cantidad de 6 mL); los tubos E1-E3 fueron los controles positivos quienes
tendran soluciones de 400 ppm de K2Cr207 (6mL). Cada concentracion se
prepar6 por triplicado y agregarse a cada tubo. Se pipetedé 25 nauplios
del vaso de precipitado que los contiene y se agreg6 la misma cantidad a

todos los tubos de ensayo para experimentacion; luego se cubrié con papel
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aluminio y se colocara lamparas de 20 W en ambos lados durante 24 horas
(59).

c.4) Determinacidn cuantitativa de supervivencia de nauplios

Después de haber expuesto los nauplios al extracto a evaluar durante 24
horas, se deberan contar. El contenido de todos los tubos se transfirio
(unoalavez)a una placa de cultivo de tejidos de 12 pozos; luego el
tubo se enjuago con un poco de agua a fin de asegurar que todos los
camarones estén transferidos. Los nauplios se contaron con equipo de
video de alta definicién a fin de registrar el nimero de nauplios vivos y
muertos (59) (Anexo 2)

3.4. Procesamiento y andlisis de la informacion

Se us6 andlisis Probit para establecer los resultados de la mortalidad de las
larvas de salmuera segun el logaritmo de la concentracion, en intervalo de
confianza del 95% (59-60). Cuando el 50% de nauplios murieron dentro de las
24 horas posteriores a la exposicion al extracto probado, presenté actividad

bioldgica.

3.5. Aspectos éticos

No fue aplicable porgque esta investigacion no involucra a ningun sujeto humanao.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Toxicidad aguda

Tabla 1. Conteo de nauplios muertos de Artemia franciscana

Especie vegetal Tipo de (] Nauplios de Artemia
extracto Total Muertos
10 ppm 75 12
100 ppm 75 10
. . . 1000 ppm 75 7
S. occidentalis - hojas Alcohdlico  1.0. 3&p(-) 75 0
K2Cr207
400 ppm 75 75
(+)
10 ppm 75 15
100 ppm 75 12
. . . 1000 ppm 75 9
S. occidentalis -hojas iy 4 1condlico 1.0, 3&?(-) 75 0
K2Cr207
400 ppm 75 75
(+)
10 ppm 75 17
100 ppm 75 14
. . 1000 ppm 75 13
S. occidentalis - tallo Alcohdlico  1.0.3% () 75 0
K2Cr207
400 ppm 75 75
(+)
S. occidentalis - tallo
Hidroalcohodlico 10 ppm 75 20
100 ppm 75 17
1000 ppm 75 7
1.0. 3% (-) 75 0
K2Cr207 75 75
400 ppm
(+)

Tabla 1, muestra que el extracto hidroalcohdlico de S. occidentalis - tallo a 10

ppm presenta la mayor cantidad de nauplios muertos.
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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. occidentalis — hojas 10 -2,00 16 4,01
(alcohalico) 100 -1,00 13 3,87
1000 0,00 9 3,66
S. occidentalis — hojas 10 -2,00 23 4,26
(hidroalcohdlico) 100 -1,00 19 4,12
1000 0,00 17 4,05 > 1000

ppm
S. occidentalis — tallo 10 -2,00 20 4,16
(alcohdlico) 100 -1,00 16 4,01
1000 0,00 12 3,86
S. occidentalis — tallo 10 -2,00 27 4,39
(hidroalcohdlico) 100 -1,00 23 4,26
1000 0,00 9 3,66

Tabla 2, muestra que todos los extractos ensayados muestran un CLso > 1000

ppm, no presentando toxicidad aguda.

Tabla 3. Prueba de normalidad - % de mortalidad de nauplios

_ Shapiro-Wilk
Tipo de extracto _ _
Estadistico Gl Sig.
Alcohdlico 0,976 6 0,930
Hidroalcohdlico 0,939 6 0,649
Despuésde comparar los valores de sig=0,930 (93,00%)

y

sig= 0,649 (64,90%), ambos mayores que el valor de a= 0,05 (5%), la Tabla 3

demuestra que todos los grupos presentan normalidad.
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Tabla 4. ANOVA - % de mortalidad de nauplios

Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 85,333 1 85333 3,153 0,106
Dentro de grupos 270,667 10 27,067
Total 356,000 11

La tabla 4, muestra que sig.=0,106 siendo mayor al valor a=0,05, el % de

mortalidad de nauplios no presenta diferencia estadisticamente significativa.
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CAPITULO V: DISCUSION

Senna es un arbusto pequeiio, perenne y ramificado. Sus hojas y vainas son
laxantes comunes, utilizadas ampliamente en medicina y como remedio casero
para tratar el estrefiimiento en todo el mundo. Las hojas son astringentes,
amargas, dulces, acre, termogénicas, catarticas, depurativas, tonicas hepaticas,

antihelminticas, colagogas, expectorantes, febrifugas (61).

Toda especie vegetal es importante estudiarla y la eleccion del disolvente a usar
dependera del tipo de planta, la parte de la planta que se va a extraer, la
naturaleza de la sustancia bioactiva y la disponibilidad del disolvente. Para extraer
compuestos polares se suelen utilizar disolventes polares como el agua, el
metanol y etanol. El agua existe en todas las combinaciones debido a su alta

polaridad y miscibilidad con disolventes organicos (62-64).

Los extractos de las plantas evaluados en este estudio se obtuvieron a partir de
alcohol puro y alcohol:agua. En este sentido, el primer tipo de extracto utiliza el
etanol como disolvente de los metabolitos y requiere un equipo de separacion de
éste antes de utilizar el extracto. En el caso del extracto hidroalcohdlico, este tipo
permite la extraccion de metabolitos que son solubles tanto en alcohol como en
agua. Sin embargo, la eficacia del extracto depende de los metabolitos
obtenidos, que a su vez dependen del método utilizado (65). Se encontraron
diferencias entre los extractos alcoholico e hidroalcohdlico de hoja y tallo de S.
occidentalis, observdndose mayor porcentaje de mortalidad para el extracto
hidroalcohdlico del tallo a 10 ppm (tabla 1). En ambos casos se detectaron
diferencias entre las concentraciones, donde el porcentaje de efecto disminuy6
a medida que se incrementaba la concentracion, lo que sugiere un efecto no
toxico.

Artemia sp. (Artemiidae) es utilizado para determinar la toxicidad de una amplia
variedad de productos. Este ensayo se considera una de las herramientas mas
Gtiles para una evaluacién preliminar de la toxicidad (40). Segun la Tabla 1, se
encontré que el extracto hidroalcohdlico del tallo de S. occidentalis a 10ppm
contenia la mayor cantidad de nauplios muertos, concentracion considerada

como extremadamente toxica (66).
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Segun la Tabla 2, todos los extractos evaluados mostraron CLso > 1000 ppm y
esto demuestra que ninguno de ellos exhibié toxicidad aguda, siendo
concordante con lo descrito por Meyer et al. (3) os valores de CLso superiores
a 1000 ppm no se consideran bioactivos”. Los resultados obtenidos evidencia
que el estudio actual, son concordantes con los resultados obtenidos con la
investigacion Isah RT, Mohammed MO, et al. del 2018 (16) donde ratas wistar
recibieron extracto acuoso de hojas de Senna occidentalis a 5000 mg/kg en
pruebas de toxicidad aguda y estos no mostraron un comportamiento anormal y
no murieron. Esto también es relevante con el estudio Santos Filipe M, Isca VMS,
et al del 2022 (14) donde se evalud y revisoé el procedimiento de bioensayo de
letalidad de Artemia salina para determinar la toxicidad general de productos
naturales. De manera similar, guarda relacion con la investigaciéon Esseh K,
Afanyibo YG, et al del 2019 (15) en el que una proporcién 50:50 de los extractos
acuoso e hidroetandlico de la planta Senna occidentalis dio como resultados
valores CLso de 3310 ppm y 3700 ppm, considerandose ambos extractos no

citotoxicos.

A pesar de que los estudios toxicolégicos han demostrado los potentes efectos
toxicos de semillas u otros 6rganos de S. occidentalis (37-38,62), el presente
estudio demostré que los extractos alcohdlicos e hidroalcohdlicos de S.
occidentalis (hojas y tallo) evaluados a concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm
no produjeron signos de toxicidad en nauplios de A. franciscana, indicando una
concentracion letal del 50% (CLso) por encima de 1000 ppm.

En latabla 3, se observa que todos los grupos presentan normalidad, después de
comparar los valores de sig=0,930 (93,00%) y sig= 0,649 (64,90%), ambos
mayores que el valor de a= 0,05 (5%), permitiendo con ello aplicar la prueba
paramétrica ANOVA, descrita en la tabla 4, donde se puede resaltar que el % de

mortalidad de nauplios no presenta diferencia estadisticamente significativa.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

e La Tabla 1 muestra que el extracto hidroalcoholico del tallo de S. occidentalis
dio el mayor porcentaje de nauplios muertos a 10 ppm; esto se debe a que a

esta concentracion se considera extremadamente toxica.

e El andlisis de varianza (ANOVA) muestra que no existe una diferencia
estadisticamente significativa (p>0,106) en ambos extractos, segun

porcentaje de mortalidad de nauplios.

e Los dos extractos evaluados (alcohdlico e hidroalcohdlico) por medio del
bioensayo de Artemia presentaron una CLso superior a 1000 ppm, segun el

método Probit, lo que indica que no presenta toxicidad aguda.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Para el célculo de la dosis aguda por via oral, sera fundamental establecer
evaluaciones in vivo adicionales utilizando los mismos 6rganos en otros

extractos (cloroformo, N-hexano u otros).

Sera practico fraccionar los extractos de S. occidentalis para identificar el
principio activo responsable de otras actividades, entre las que se

destacan: antiinflamatoria y antioxidante.

La prueba de Artemia es util para evaluar extractos de plantas para
predecir la toxicidad. Sin embargo, aunque este método ofrece ventajas
tales como rapidez, simplicidad y bajo costo, debe probarse junto con

otras pruebas, como la toxicidad oral a 60 o 90 dias.
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ANEXOS

Anexo 1. Constancia de certificacion de la especie vegetal

Centro de Investigacion de

' U N A P Recursos Naturales

Herbarium Amazonense — AMAZ

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

CONSTANCIA DE DETERMINACION BOTANICA
n.° 027-2023 AMAZ-UNAP

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

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botanica presentada por CHRISTIAN SMITH DEL AGUILA ACOSTA bachiller de La
Escuela Profesional de Farmacla y Bioquimica de la Facultad de Farmacia y Blogquimica de la
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana pertenece al proyecto de tesls de pre grado titulado
“TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO ALCOHOLICO E HIDROALCOHOLICO DE HOJAS Y TALLO DE
Senna ocoidontalis EN NAUPLIOS DE Artemia franciscana”™; ha sido DETERMINADA en este centro de
Investigacidn  y ensefanza Herbarium Amazonense-AMAZ-CIRNA-UNAP, como se indica a

continuacidn:

B 7™ T S| Eseecie | aurow
01 [FABACEAE | Sennaoccidentalis | (L) Link
Determinador: Ing. Juan Celidonio Ruiz Macedo

A los cinco dias del mes de junio del afio dos mil velntitrés, se expide ta presente constancla a los
interesados para los fines que se estime conveniente.

Atentamente,
- UNIVE
Direccicn Pevas/Nanay — Muitos Perll Pagina 1 de CONSTANCA n*022-2002 LIC ENC!ADA
Apdo. 456 = Email: herbarkm. amaacoesseffunapiguitos edu pa SESAICRN P03 Bf DDA
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Anexo 2: Instrumento de recolecciéon de datos

HOJA DE TRABAJO

ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA POR Artemia franciscana

REGISTRO DE DATOS Y RESULTADOS

CANTIDAD DE NAUPLIOS INYECTADAS

FECHA:
H. INICIO:
H. TERMINO:

Muestra Extracto de: Control (-) Control (+)
[c] S1 S2 S3 sS4 S5
repeticiones 10 100 ppm 1000 Sol. 10 3% 400 ppm
ppm ppm K2Cr,07
1° replica Al A2 A3 A4 A5
2° replica B1 B2 B3 B4 B5
3° replica c1 Cc2 Cc3 c4 C5

CONTEO DE NAUPLIOS VIVOS Y MUERTOS DE Artemia franciscana EN LAS DISOLUCIONES

FECHA:

Nauplios DE Artemia

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

1° repeticionAl

S1 2° repeticionB1
...................... 10 ppm 3° repeticionC1
Total

1° repeticionA2
S2 2° repeticionB2
100 ppm 3° repeticionC2

Total

...................... 1° repeticionA3
...................... S3 2° repeticionB3
...................... 1000 ppm | 3° repeticionC3

Total

...................... 1° repeticiénA4d

...................... S4 2° repeticionB4
...................... (Sol. 10 3° repeticionC4
3%)
Total
...................... 1° repeticiénAS5
...................... S5 2° repeticionB5
...................... 400 ppm 3° repeticionC5
KzCI’zO7
Total
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Anexo 3. Esquema de dilucién del extracto para el experimento

6 ml de
Extracto

emL

M

S1 S2

000
alNa T aa

N7 N N N\

S3 S4 S5
10 10 10 10 10
emL emL emL 6mL 6mL

Anexo 4. Flujograma del ensayo de la actividad toxicidad aguda in vitro

Obtencidon de extractos Alcohdlico [
Hidroalcohdlico
¢ ™
Pesar 10 g del material
micropulverizada y
macerar en OH; OH-
H,0) 7:3 por 7 dias.
k. iy

$

Filtrado y evaporado el
solvente con Rotavapor
a 40°C.

$

Muestra colocada en
estufa a 40°C x 24H
hasta sequedad.

Ensayo con Artemia franciscana

-

Solubilizar en solucian
sal marina (10 3%)

4

[110, 100, 1000 ppm e
incubar quistes de A.
franciscana x 458H.

9

'
Colocar 25 nauplios en
cada tubo de ensayo e
incubar por 24H.

4

Contar nauplios vivos

R

Determinar CL50 via
analisis Probit

. y/o muertos.
‘ ., A

34



