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RESUMEN

El ensayo de Artemia es uno de los bioensayos mas utilizados, ya que determina
el efecto letal de los materiales en larvas de Artemia, y de esta manera se predice
un amplio rango de efectos farmacologicos. Artocarpus altilis, comunmente
conocido como pan del arbol, contiene grandes cantidades de compuestos
fendlicos a quienes se les atribuye una diversa bioactividad. Objetivo: determinar
la toxicidad aguda del extracto alcohdlico e hidroalcohdlico de hojas y corteza de
Artocarpus altilis en nauplios de Artemia franciscana. Metodologia: Organos de la
especie en estudio recolectados por conveniencia, posteriormente utilizado en la
preparacion de extracto alcohdlico e hidroalcohdlico evaluados a 10, 100 y 1000
ppm en nauplios de A. franciscana. Resultados: La CLso obtenida es > a 1000 ppm
para ambos extractos. Conclusion: los extractos alcohdlico e hidroalcohdlico de
hojas y corteza de A. altilis no presentan toxicidad aguda en las concentraciones

evaluadas.

Palabras clave: Toxicidad aguda, Artocapus altilis, Artemia franciscana.



ABSTRACT

The Artemia assay is one of the most used bioassays, since it determines the lethal
effect of materials on Artemia larvae, and in this way a wide range of
pharmacological effects is predicted. Artocarpus altilis, commonly known as tree
bread, contains large amounts of phenolic compounds to which diverse bioactivity
is attributed. Objective: to determine the acute toxicity of the alcoholic and
hydroalcoholic extract of leaves and bark of Artocarpus altilis in nauplii of Artemia
franciscana. Methodology: Organs of the species under study collected for
convenience, subsequently used in the preparation of alcoholic and hydroalcoholic
extract evaluated at 10, 100 and 1000 ppm in nauplii of A. franciscana. Results:
The LCsp obtained is > 1000 ppm for both extracts. Conclusion: the alcoholic and
hydroalcoholic extracts of leaves and bark of A. altilis do not present acute toxicity

at the concentrations evaluated.

Keywords: Acute toxicity, Artocapus altilis, Artemia franciscana.
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INTRODUCCION

En Perq, la utilizacion de plantas medicinales se considera una practica comun
gue se transmite de generacion en generacion (1). El uso y comercializacion de
plantas medicinales esta siendo estimulado por la industria que busca fuentes
naturales de medicamentos debido a los efectos secundarios de las drogas
sintéticas. Sin embargo, muchas plantas utilizadas por la poblacion peruana no han
sido estudiadas, ni los componentes de su metabolismo secundario han sido

identificados y aprobados como medicamentos (2).

En los circulos populares, la creencia en usar plantas medicinales para tratar
enfermedades: de tipo respiratorio, cancer, entre otros; es completamente natural,
econdmico, seguro y efectivo. Sin embargo, el uso de plantas con fines alimentarios
y terapéuticos debe limitarse a especies debidamente identificadas y conocidas, ya
que algunas especies de plantas pueden causar intoxicaciones (3). Para que una
planta sea considerada toxica, un producto de su metabolismo secundario,
inhalado, ingerido o en contacto con humanos, debe causar cambios patoldgicos,

trastornos fisicos o incluso la muerte (4).

Los compuestos activos de las plantas utilizadas con fines medicinales pueden ser
perjudiciales para el organismo en concentraciones elevadas, debido a la creencia
generalizada de que aumentan la potencia, el exceso de confianza, la ignorancia o

el descuido (5).

Las plantas medicinales juegan un papel importante no solo en el sistema
tradicional de atencion de la salud, sino también en el mercado internacional de
hierbas y medicamentos (6). En ese sentido, Artocarpus altilis es una excelente
planta nativa y se usa a menudo en preparaciones de remedios caseros. Los
extractos metandlicos de la corteza del tallo y de la raiz, las hojas, frutos y semillas
han mostrado actividad antibacteriana de amplio espectro (7), y las decocciones
acuosas de hojas han demostrado actividad hipoglucemiante en ratas y humanos
(8-9).



Los estudios de toxicidad realizados para evaluar sustancias, incluyen la
determinacion de la concentracion letal (CLso) y dosis letal del 50 % (DLso) del
producto (especies animales de estudio Unicamente); ademas de la obtencién de
imagenes generadas en el estado agudo de toxicidad. El uso de Artemia
franciscana se ha extendido a la investigacion de toxicologia aplicada, debido a la
disponibilidad comercial de huevos que se pueden incubar en condiciones

estandarizadas en laboratorios de bioensayo de toxicologia (10-12).

A. franciscana es de gran importancia en la industria acuicola por su consecuente
alimentacion de larvas de peces y crustaceos (13), pero como sistema de ensayo
para determinar la toxicidad de agentes quimicos y biolégicos, también se utiliza en
investigaciones para desarrollar toxicologia (14-15). Dado lo anterior, el
conocimiento sobre la toxicidad de las plantas medicinales utilizadas por la
poblacion, permite colaborar en dilucidar su consumo, efectividad y complicaciones;
y, por consiguiente, genera evidencia documentada sobre la toxicidad aguda que
puede evidenciar A. altilis, razén por la que la investigacion reciente permitio
determinar la toxicidad aguda del extracto alcohdlico e hidroalcohdlico de hojas y

corteza de A. altilis en nauplios de A. franciscana.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

En el afio 2020, en Indonesia evaluaron la toxicidad en semillas y pulpa del fruto de
Artocarpus odoratissimus Blanco exponiendo larvas de Daphnia magna < 24 horas
de edad con una solucion del grupo experimental y el grupo control durante 48
horas. Los resultados obtenidos del extracto etandlico de semillas fueron
EC50=3922,301 ppm + 324,590 en 24 horas y EC50=2964,498 ppm * 412,498 en 48
horas de evaluacion; para el extracto etandlico de pulpa del fruto fueron
ECs0=12224,514 ppm + 2186,899 en 24 horas y ECs50=6165,235 ppm + 1940,006
en 48 horas; el trabajo concluy6 que el extracto etandlico de pulpa del fruto de A.

odoratissimus Blanco no es toxico para las larvas de D. magna (16).

En 2020, en Indonesia evaluaron el potencial antioxidante y toxico de extractos
acuosos de la fruta del pan (Artocarpus altilis) y la nuez del pan (A. camansi). La
investigacién determiné que los ensayos de antioxidantes empleados fueron la
cantidad total en fenoles y flavonoides, la actividad de eliminacion de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), el ensayo de reduccion de potencia e inhibicion de la
peroxidacion del acido linoleico; y, el potencial de toxicidad aguda mediante la
inhibicion de la bioluminiscencia de Vibrio harveyi. En sus resultados el ECso
determinado a partir de la evaluacion de toxicidad (>2,4 mg/mL) fue superior a las
concentraciones de todos los extractos utilizados en potencial antioxidante; el
trabajo concluyé que la actividad antioxidante mas alta y toxicidad relativamente
mas baja se obtuvieron para hojas de pan, aguenio de pan y hojas de fruta del pan
(7).

En el afio 2019, en Brasil se evaluo la toxicidad y actividad citotoxica de las semillas
de Artocarpus heterophyllus. La toxicidad fue probada con el ensayo de letalidad
de camarones en salmuera, el ensayo de hemolisis y el efecto de los extractos en
las lineas celulares de cancer T47D, TH29 y B16F10. En sus resultados, la semilla
de A. heterophyllus no presenta efectos toxicos en camarones de salmuera, no
tiene actividad hemolitica y fue efectiva en todas las lineas celulares de cancer

evaluadas. La ICs0=46,67 ug/mL fue del extracto de cloroformo en células T47D;
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IC50=23,42 ug/mL de extracto etandlico en células HT29 e ICs0=74,31 pg/mL de
extracto etilacético en células B16F10; el trabajo concluy6 que las semillas de A.
heterophyllus no presentan toxicidad y son muy efectivas en lineas celulares
cancerosas T47D, TH29 y B16F10 (18).

En el afo 2019, en Indonesia se determind el contenido de metabolitos
secundarios, toxicidad y actividad antioxidante del extracto de corteza de
Artocarpus lanceifolius Roxb. Se utilizaron n-hexano, cloroformo, acetato de etilo
y metanol como solventes para obtener los extractos, usadas en pruebas
fitoquimicas, de toxicidad mediante la prueba de letalidad en salmuera de
camarones (BSLT) y de antioxidantes mediante el método 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH). Los resultados mostraron que el extracto de n-hexano
contenia terpenoides y esteroides, mientras que los de cloroformo, acetato de etilo
y metanol contenian compuestos flavonoides y fendlicos. Los valores de toxicidad
(CLso) para el extracto de n-hexano, cloroformo y acetato de etilo fueron 1,0853
pMg/mL; 0,1635 ug/mL; 0,3615 pug/mL respectivamente. El trabajo concluy6 que el
extracto de corteza de A. lanceifolius Roxb mostr6 una fuerte toxicidad

caracterizada por un valor CLso muy pequefio (19).

En el afio 2015, en la India se investigd el extracto metandlico de hojas de
Artocarpus heterophyllus Lam. (EMAA) sobre Ulceras inducidas por indometacina
en ratas albinas suizas y establecer el mecanismo probable de la actividad
antiulcerosa, segun los parametros: el pH y la concentracion de acido del contenido
gastrico. En sus resultados, EMAA (500 mg/kg p.0.) mostré inhibicion de la
ulceracién géstrica inducida por indometacina, disminucién de la concentracion de
acido en el contenido géastrico y aumento del pH del contenido géastrico. Segun el
estudio de toxicidad aguda, no hubo mortalidad tras la aplicacion de dosis de
extracto superiores a 5000 mg/kg. El trabajo concluyé que la propiedad antiulcerosa

probablemente funciona al disminuir la secrecion de acido gastrico (20).

En 1995, en Brasil se evalud la toxicidad para nauplios de Artemia sp. y la
digestibilidad in vitro de lectinas aisladas de semillas de Canavalia ensiformis, C.
brasiliensis, Cratylia floribunda, Dioclea guianensis, D. virgata y Artocarpus

integrifolia. Los resultados mostraron que las lectinas aisladas de C. floribunda, D.
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guianensis y D. virgata fueron las mas téxicas, con DLso de 400, 450 y 450 pug/mL
respectivamente. El grado de toxicidad disminuy0 en presencia de glucosa,
mostrando que los sitios de union especificos de carbohidratos estaban
involucrados en el mecanismo toxico; el trabajo concluyé que no se observé una
correlacion clara entre la digestibilidad de la lectina y la toxicidad para nauplios de
Artemia sp. (21).

1.2Bases tedricas

1.2.1 Familia Moraceae

Considerado como la familia de las moras o de las higueras, con mas de
1,000 especies repartidas en 40 géneros. La mayoria son mas comunes en
zonas tropicales y subtropicales que en las templadas. La Unica sinapomorfia
en las Moraceae es la presencia de laticiferos y savia lechosa en todos los
tejidos parenquimatosos, pero generalmente las caracteristicas de campo
atiles incluyen dos carpelos, ocasionalmente con una flor reducida,

compuesta, discreta y frutos compuestos (22).

Las plantas de la familia Moraceae contienen un latex lechoso y tienen hojas
alternas u opuestas y pequefias flores masculinas o femeninas sin pétalos.
Los frutos de muchas especies son multiples porque los frutos de diferentes

flores se juntan (22).

Algunos géneros producen frutos comestibles, como la morera (Morus), el
higo (Ficus carica), el arbol del pan y la yaca (Artocarpus) y el affon o arbol
del pan africano (Treculia). Otros, como Antiaris, Ficus y Castilla, son
importantes por su madera y latex. El latex del arbol upas (Antiaris toxicaria)
de Java se utiliza como veneno para flechas; el latex del arbol vaca

(Brosimum utile) de América tropical es dulce y nutritivo (22).

1.2.2 Género Artocarpus

Las plantas de Artocarpus ofrecen ventajas como cultivo multipropdsito
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rentable para la produccion de frutas y madera. El valor medicinal excepcional
de Artocarpus ha sido reconocido desde hace mucho tiempo vy
economicamente el género tiene una importancia apreciable como fuente de
frutos agregados comestibles; como A. heterophyllus (jaca), A. altilis (fruta del
pan) y A. chempeden (Chempedak) y que producen buena madera. Los
extractos de las partes aéreas y subterraneas de la planta se han aplicado en
la medicina tradicional para el tratamiento de la diarrea, la diabetes, la
malaria, la tenia y otras dolencias. Los otros usos incluyen propiedades
cicatrizantes, antisifilicas, expectorantes y también para tratar la anemia, el

asma y la dermatitis (23).

Estudios farmacologicos in vitro e in vivo, se centran en las actividades
inhibidoras de tirosinasa, 5-lipoxigenasa, 5-a reductasa de especies de
Artocarpus. La mayoria de los efectos farmacol6gicos pueden explicarse por
los compuestos fendlicos que incluyen flavonoides, estilbenoides,
arilbenzofurones presentes en todas las partes de la planta y Jacalin, una
lectina presente en las semillas de ciertas especies de Artocarpus. Sin
embargo, los esfuerzos futuros deben concentrarse mas en estudios in vitro
e in vivo y también en ensayos clinicos para confirmar los conocimientos
tradicionales a la luz de una fitoterapia racional. Especialmente, la eficacia de
Jacalin, una lectina extraida de las semillas de Artocarpus en el control de
infecciones virales, el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y la
modulacion de la respuesta inmune a patégenos debe corroborarse en

estudios clinicos (23).

1.2.3 Artocarpus altilis

Conocida como pandisho, pan del arbol, pertenece a la Familia Moraceae
Gaudich, del orden Rosales Bercht. & J. Presl| (24). Arbol erguido, que crece
hasta 26 m de alto, presenta un tronco de 6 my un ancho de 0,6 a 1,8 m
aproximadamente. Posee un gran niumero de ramas robustas con abundante
follaje, otras largas y esbeltas con follaje arracimado en los
extremos; Las hojas son verdes, nacidas de gruesos peciolos amarillos. El

fruto es comestible, de forma redonda u ovalada, grande en comparacion
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con otros frutos, llegando a pesar en promedio hasta 4 Kg. Presenta corteza
verde, gruesa, rugosa, aungque puede volverse amarilla a medida que
madura. Todas las partes del arbol, incluida la fruta verde, son ricas en latex

gomoso (25).

Usos

Fruto: Comerla verde porque no tiene sabor cuando esta madura. Hay
varias variedades cultivadas y en algunos lugares se aprovechan las semillas
para comerse tostadas. Los frutos secos se transforman en harina y en los
paises de Barbados y Brasil se estan estudiando métodos para mejorar la
tecnologia de produccion de harina con miras a utilizarla como sustituto de
la harina de trigo en la
panificacion. Se ha demostrado que esta combinacién es mas nutritiva que
la harina de trigo, ya que la harina de pan tiene niveles
significativamente mas altos de lisina y otros aminoacidos esenciales que la

harina de trigo (25).

Usos medicinales: en Trinidad y las Bahamas, se dice que la decoccién
de las hojas reduce la presion arterial y alivia el asma; el jugo de las hojas
trituradas se usa en gotas para los oidos; las cenizas obtenidas luego de
qguemar las hojas, al igual que el latex se usan para infecciones de la piel; las
flores tostadas usadas en frotacion de las encias alivian el dolor de dientes
(25).

Figura 1. A. altilis (26)
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Toxicidad ligada a la especie A. altilis

Los compuestos flavonoides y fendlicos encontrados en A. altilis han hecho
su popularidad. Esta planta se ha utilizado como medicina tradicional en
Indonesia para diversas enfermedades. En un ensayo de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil tetrazolio (MTT) para determinar el nivel de
toxicidad del extracto etandlico de hojas de A. altilis, sefalaron que el
extracto es seguro frente a células RAW 264.7 estimuladas con

lipopolisacérido (27).

1.2.4 Pruebas de Toxicidad

Las pruebas de toxicidad se utilizan para establecer vinculos entre la
toxicidad de productos quimicos ambientales y efectos ecold6gicos adversos.
La mayoria de las pruebas de toxicidad involucradas en la regulacion de la
liberacion de productos quimicos al medio ambiente han utilizado animales
como especies de prueba. Estas pruebas suponen que los animales son mas
sensibles que las plantas a los efectos quimicos y que los criterios utilizados
para proteger a los animales, generalmente peces e invertebrados, también

protegen a las plantas (28).

Se han desarrollado pruebas de toxicidad usando plantas para monitorear
concentraciones de contaminantes ambientales, para evaluar la
biotransformacién de xenobidticos, para evaluar la fitotoxicidad, para estimar
la bioacumulacion y para ser utilizados como sustitutos para ensayos con
animales en el estudio de anomalias genéticas (29). La mayoria de las
pruebas de toxicidad han utilizado plantas terrestres, principalmente plantas
de cultivo o agua dulce, plantas acuaticas como algas y lentejas de agua. El
uso de algas marinas para pruebas de toxicidad ha sido revisado por Walsh
(30), Fletcher (31) y Thursby et al. (32).

La toxicidad de los remedios a base de hierbas sigue siendo un gran desafio
gue limita su uso a pesar de que el publico en general cree que son seguros

y carecen de toxicidades potenciales (33). Las toxicidades comunes son
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hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, neurotoxicidad, toxicidad pulmonar, toxicidad
cardiaca, sindrome de dificultad respiratoria del adulto, convulsiones y

neumonia eosinofilica aguda (34-35).

La causa de la toxicidad puede deberse a la presencia de metabolitos
secundarios toxicos inherentes, el procedimiento de preparacion del producto
herbal, la variabilidad en los ingredientes activos y/o toxicos debido a las
condiciones de crecimiento y la quimica del suelo, la identificacién erronea de
las hierbas durante la cosecha, la contaminacién por hongos patégenos
durante el almacenamiento. y transporte, y adulteracion (36-37). Por lo tanto,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda que los remedios a
base de hierbas se sometan a rigurosas pruebas cientificas tanto de eficacia
como de seguridad para proteger al publico contra la exposicion a
fitoquimicos venenosos.

La importancia de las pruebas de toxicidad es proporcionar cambios
dependientes de la dosis contra el efecto de la toxicidad, estudiar la seguridad
de los componentes de la muestra y autenticar los métodos de investigacion
de la toxicidad (38).

1.2.5 Artemia sp.

Entre varios invertebrados examinados y evaluados para investigar la
sensibilidad a muchas sustancias fisicas y quimicas, Artemia sp. (camarones
en salmuera) son extremadamente sensibles a toxicidad, razén por la que
destaca como una de las especies de uso frecuente para pruebas de
toxicidad (39); ademas de ser reconocido y catalogado como el organismo
de ensayo de toxicidad utilizado por la Agencia de Proteccion Ambiental -
Estados Unidos (40). Artemia sp. es un crustaceo, adaptada a condiciones
de vida en lagos hipersalinos (41), viven principalmente sobre fitoplancton
(42-43) y estan estrechamente relacionados con el zooplancton, como

copépodos y dafnias (Figura 2).



Figura 2. Artemia adulto: macho (izquierda) y hembra (derecha) (44)

Normalmente se emplea de forma rutinaria como prueba organismo para
estudios ecotoxicologicos. Los niveles moleculares, celulares vy fisiolégicos
de Artemia sp. pueden cambiar radicalmente cuando estan bajo estrés por
contaminacion (45). En la actualidad, una variedad de pruebas de toxicidad
con Artemia sp. se han realizado (aguda a corto plazo y crénica a largo)

(Figura 3), siendo el primero siendo el mas utilizado.
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Figura 3. Pruebas de toxicidad (46)

(AChE=Acetilcolinaesterasa; HSP=proteinas del estrés por calor; LP=peroxidacion lipidica;
TBARS=sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico; TRed=tiorredoxina reductasa; GPx=glutation
peroxidasa; GST=glutatién S-transferasa; GRed=glutatién reductasa; ALDH=aldehido
deshidrogenasa y ATPases=Adenosiltrifosfatasa).
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La toxicidad aguda evalia principalmente los efectos a causa de
concentraciones relativamente altas (mg/L) de exposicién por no mas de 96
horas. La concentracion letal 50, causa la muerte de la mitad de los animales
probados (CLso) (47).

1.3 Definicidn de términos basicos

Ensayos de toxicidad: determina el efecto que posee una sustancia aplicada a

un grupo seleccionado de organismos bajo parametros definidos (48).

Toxicidad aguda: efectos adversos (mortales o subletales) que se presentan en

los organismos a evaluar durante un periodo de exposicién de unos dias (48).

Toxicidad subaguda: efectos adversos que ocurren después de una exposicion

multiple o continua entre 24 h y 28 dias (49).

Toxicidad subcrénica: efectos adversos que ocurren después de la
administracion repetida o continua de una muestra de prueba durante hasta 90
dias (49).

CLso: medicion del efecto letal de una sustancia, sobre el 50% de los

organismos muertos durante un periodo de evaluacion determinada (50).

Bioensayo: prueba en la que la potencia o actividad de una sustancia se mide

por la respuesta de organismos vivos o sistemas vivos (48).

Extracto alcohdlico: solucion obtenida de material vegetal deshidratado, por
inmersion o contacto con alcohol etilico, con posterior eliminacién de solvente

por un procedimiento fisico (51).

Extracto hidroalcohdlico: solucion obtenida de material vegetal deshidratado,
inmersion o contacto con alcohol etilico mas agua, con posterior eliminacion de

solvente por un procedimiento fisico (51).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1 Formulacion de hipotesis

Los extractos alcohodlico e hidroalcohdlico de hojas y corteza de A. altilis no

presentan toxicidad aguda en nauplios de A. franciscana a 10, 100 y 1000 ppm.
2.2 Variables y su operacionalizacion
2.2.1 Variable independiente:
Extracto alcohdlico de especies vegetales (EET).

Extracto hidroalcohdlico (EHAL).

2.2.2 Variable dependiente:

Toxicidad aguda en nauplios de A. franciscana.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tipo por su  Indicador

Escalade Categorias

Valores

de las

Medio de

Variable Definicién operacional
naturaleza medicion categorias verificacion
EET: solucién obtenida por
Independiente maceraciéon o filtracibn de material vegetal
deshidratado en presencia de alcohol etilico,
Extracto
- seguida de eliminacion fisica del solvente (50).
alcohdlico e y
) . o Concentracion i
hidro alcohdlico . Cuantitativa Razén
_ EHAL: de extractos
de hojas solucion a base de material vegetal deshidratado Hoja de
corteza de A. . . . -
obtenido por inmersion en alcohol etilico y agua reporte
altilis. L
y eliminacion fisica del solvente (50). analitico
Dependiente Toxico 1-1000
Toxicidad _ o ppm
Es una prueba para estimar la toxicidad aguda de o )
aguda en ) . Cuantitativa ClLsg Razon
. un tratamiento en concentracion letal (CLso). .
nauplios de A. No téxico > 1000
franciscana ppm
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CAPITULO lIl: METODOLOGIA

3.1 Disefio metodolégico

Tipo de estudio: experimental, dado que se recopilé y analizaron los datos

obtenidos de distintas fuentes con intervencion del investigador.

Disefio: analitico, ya que se buscdé la correlacion de las diferentes

concentraciones con la toxicidad aguda.

3.2 Diseio muestral

La poblacién de estudio: todos los arboles de A. altilis presentes en el centro
poblado de Quistococha; tamafio de la poblacion de estudio: dos kilogramos de
hojas y corteza de la especie vegetal en buen estado de conservacion. El
muestreo se realizd por conveniencia, los mismos fueron geo-referenciados
(3°49'8” S 73°19'53” O).
Criterios de inclusion:

e Hojas enteras y sanas.

e Corteza en buen estado de conservacion.
Criterios de exclusion:

e Hojas rotas y agrietadas.

e Hojas y corteza que evidencien contaminacion.

3.3 Procedimiento de recoleccién de datos

A) Obtencion de especies vegetales

a.1l) Recoleccion: con tijeras podadoras se cortaron hojas y corteza de A. altilis,

guardandolos en sobres de manila debidamente rotulados.

a.2) Preparacion y limpieza: se limpiaron (ambos 6rganos recolectaos), cortados
en trozos diminutos. Asimismo, se seleccionaron hojas y corteza para

identificarla y certificarla.
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a.3) Certificacibn de especies vegetales: el responsable del Herbario
Amazonense de la UNAP certificé y entrego una constancia de identificacion

correspondiente.

a.4) Secado y micropulverizado: Después de haber limpiado bien los 6érganos de
las especies vegetales, se secaron en un ambiente a 40 °C. Después del
secado, se molieron hasta quedar micropulverizado, la misma que se

deposit6 en frasco ambar.

B) Obtencion de extractos

b.1) Extracto alcohdlico: se pesaron 10 g del micropulverizado, se agregaron 0,1
L de alcohol etilico de 96°; la misma que se sometié a maceracioén por un
tiempo promedio de 07 dias. Después, la solucién obtenida se filtro y
concentrd en rota vapor a 40 °C y a 40 rpm, esta solucion se llevo a la estufa

a 40 °C hasta sequedad completa y luego refrigerado (51).

b.2) Extracto hidro alcoholico: se pesaron 10 g del micropulverizado, se
agregaron 70mL de etanol 96° mas 30 mL de agua destila (7:3). Después,
se macerd por un tiempo promedio de 07 dias. Después, la solucion obtenida
se filtr6 y concentr6 en rota vapor a 40 °C y a 40 rpm, esta solucién se llevo

a la estufa a 40 °C hasta sequedad completa y luego refrigerado (51).

C) Toxicidad aguda en nauplios de A. franciscana

c.1) Experimentacion

Huevos de A. franciscana, eclosionados a nauplios.

Se hizo una solucién Instant Ocean al 3 %, se disolvi6 30 g de
sal Instant Ocean (I0) en 1 L de agua destilada. Esta solucion sirvi6 como
medio de cultivo para los camarones experimentales. Se extrajeron 30
mL de la solucién preparada, al que se afiadieron 0,1 g de huevos de A.
franciscana y se dejaron 15 minutos. Con posterioridad, agregamos 370 mL
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de 10 para hidratacién a 25 °C durante 60 minutos. Luego, se colocaron en
el vaso de precipitado un pelele de acuario (motor encargado de la
aireacion), se colocaron dos pequefias lamparas de 20 W a una distancia no
menor de 5 cm por cada lado del frasco para lograr iluminacién homogénea,

con posterior incubacion a 25 °C por 2 dias (52).

d.2) Condiciones ambientales para los huevos de experimentacion

Seran monitoreados con la ayuda de un medidor de temperatura (entre 22 y

25 °C), siendo permanente la iluminacién con las lamparas colocadas.

d.3) Tratamiento y evaluacién de grupos experimentales

Se apagaron el motor de acuario (pelele) y una de 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 (6 mL) para evaluacion
(estos fueron los grupos experimentales). Los tubos D1-D3 fueron los
controles negativos (ya que soélo contendrdn nauplios y la solucién
IO agregado en la cantidad de 6 mL); los tubos E1-E3 fueron los controles
positivos quienes contenian soluciones de 400 ppm de K2Cr207 (6 mL). Cada
concentraciéon se prepard por triplicado y se agregd a cada tubo. Se
pipetearon 25 nauplios del vaso de precipitado que los contiene y se
agregaron la misma cantidad a todos los tubos de ensayo para
experimentacion; luego se cubrié con papel aluminio y se colocaron

lamparas de 20 W en ambos lados durante 24 horas (52).

d.4) Determinacion cuantitativa de supervivencia de nauplios

Después de haber expuesto los nauplios al extracto a evaluar durante 24
horas, se contaron. El contenido de todos los tubos se transfirio (uno a la
vez) a una placa de cultivo de tejidos de 12 pozos; luego el tubo se

enjuagd con un poco de agua a fin de asegurar que todos los camarones
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estén transferidos. Los nauplios se contaron con equipo de video de alta
definicion a fin de registrar el nUmero de nauplios vivos y muertos (52) (Anexo
2).

3.4. Procesamiento y analisis de lainformacién

Se usO analisis Probit del software estadistico SPSS para establecer los
resultados de la mortalidad de las larvas de salmuera segun el logaritmo de la
concentracion, en intervalo de confianza del 95% (52-53). Cuando el 50% de
nauplios murieron dentro de las 24 horas posteriores a la exposicion al extracto
probado, presento toxicidad aguda.

3.5. Aspectos éticos

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

Toxicidad aguda

Tabla 1. Tasa de mortalidad de los nauplios de A. franciscana

Especie vegetal Tipo de (] Nauplios de Artemia
extracto Total Muertos
10 ppm 75 5
100 ppm 75 8
- . 1000 ppm 75 8
A. altlis - hojas Alcohdlico 1.0, 3&p(-) 75 0
K2Cr207
400 ppm 75 75
(+)
10 ppm 75 16
100 ppm 75 12
- , 1000 ppm 75 12
A. altilis - hojas Hidroalcohélico 1.0. 3&p(-) 75 0
K2Cr207
400 ppm 75 75
(+)
10 ppm 75 18
100 ppm 75 5
- 1000 ppm 75 5
A. altils - corieza Alcohdlico 1.0, 355(-) 75 0
K2Cr207
- (+)
A. altilis - corteza Hidroalcohdlico 10 ppm 75 19
100 ppm 75 15
1000 ppm 75 9
.LO.3%(-) 75 0
K2Cr207 75 75
400 ppm
()

Como se observa en la Tabla 1, el extracto hidroalcohdlico de A. altilis - corteza

a 10 ppm muestra la mayor tasa de mortalidad de los nauplios.
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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
A. altilis - hojas 10 -2,00 19 4,12
(alcohdlico) 100 -1,00 15 3,96
1000 0,00 15 3,96
A. altilis - hojas 10 -2,00 16 4,01
(hidroalcohdlico) 100 -1,00 11 3,77
1000 0,00 11 3,77 > 1000
ppm
A. altilis - corteza 10 -2,00 23 4,26
(alcohdlico) 100 -1,00 12 3,82
1000 0,00 11 3,77
A. altilis - corteza 10 -2,00 24 4,29
(hidroalcohdlico) 100 -1,00 20 4,16
1000 0,00 12 3,82

Una CLso > 1000 ppm en la tabla 2, indica que no se encontr6 toxicidad aguda

en ninguno de los extractos probados.

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

) Shapiro-Wilk
Tipo de extracto . .
Estadistico Gl Sig.
Alcohdlico 0,929 6 0,576
Hidroalcohdlico 0,869 6 0,222

La Tabla 3 demuestra que todos los grupos exhiben normalidad, luego de
comparar los valores de sig=0,576 (57,60%) y sig= 0,222 (22,20%) son mayores
que a= 0,05 (5%).
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Tabla 4. ANOVA - % de mortalidad de nauplios

Suma de Media

cuadrados Gl cuadréatica F Sig.
Entre grupos 0,083 1 0,083 0,003 0,955
Dentro de grupos 246.167 10 24,617
Total 246,250 11

La tabla 4, muestra que sig.=0,955 siendo mayor al valor a=0,05, el % de

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

Las especies de Artocarpus son ricas en compuestos fendélicos que incluyen

flavonoides, estilbenoides y arilbenzofurones (23).

Las hojas de A. altilis (Parkinson) Fosberg, se han utilizado durante mucho
tiempo de forma etnomedicinal para tratar la diabetes, la hipertension y la cirrosis
hepética. Los frutos se comen frescos y se cree que la pulpa de la fruta

comestible actia como un tonico para el higado (23).

El bioensayo con nauplios de Artemia sp., un pequefio crustaceo, viene siendo
utilizado en la evaluacion de la toxicidad de diversas sustancias. La toxicidad
para nauplios de Artemia sp. (Artemiidae) de extractos alcohodlicos de 41
especies de la familia Euphorbiaceae fue evaluada por Meyer et al., que
recomienda su uso en la farmacognosia y en la quimica de productos naturales
(54).

Como se observa en la tabla 1, el extracto hidroalcoholico de A. altilis — corteza
a 10 ppm exhibe una mayor tasa de mortalidad de los nauplios frente al extracto
alcohdlico; y, una CLso > 1000 ppm en la tabla 2, indica que no se encontro
toxicidad aguda para ninguno de los extractos probados. En este sentido, los
hallazgos de la investigacion son similares con el estudio realizado por Magglin
y col. en el 2020 (16) donde evaluaron la toxicidad de las semillas y la pulpa del
fruto de A. odoratissimus exponiendo larvas de Daphnia magna < 24 horas de
edad, encontrdndose para el extracto etanélico de semillas un ECs0=3922,301
ppm = 324,590 en 24 horas y EC50=2964,498 ppm + 412,498 en 48 horas de
evaluacion; para el extracto etandlico de pulpa del fruto fueron ECs0=12224,514
ppm = 2186,899 en 24 horas y EC5=6165,235 ppm + 1940,006 en 48 horas;
permitiendo concluir que los 6rganos evaluados de otra especie del género
Artocarpus (A. odoratissimus) no es toxico para las larvas de D. magna.
Asimismo, se relaciona con el estudio del potencial de toxicidad aguda mediante
la inhibicién de la bioluminiscencia de Vibrio harveyi de los extractos acuosos de
A. altilis y A. camansi realizado por Vianney y col. en 2020 (17) donde se obtuvo

una ECso >2,4 mg/mL (equivalente a 24000 ppm).
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Ademas, es coincidente con la investigacion realizada por Mouray col. en 2019
(18), donde el potencial toxicologico de las semillas de A. heterophyllus fue
probada con el ensayo de letalidad, no presentando efectos tdxicos en
camarones de salmuera. De manera similar, es coincidente con el estudio de
Barroso en 1995 (21), donde se evalu6 a toxicidad para nauplios de Artemia sp.
y la digestibilidad in vitro de lectinas aisladas de semillas de Canavalia
ensiformis, C. brasiliensis, Cratylia floribunda, Dioclea guianensis, D. virgata y
Artocarpus integrifolia. Los resultados mostraron que las lectinas aisladas de C.
floribunda, D. guianensis y D. virgata fueron las mas téxicas, con DLso de 400,

450 y 450 pg/mL respectivamente.

Sin embargo, es contraria a los resultados obtenidos en el estudio de Hamsidar
y col. del 2019 (19) donde utilizaron n_hexano, cloroformo, acetato de etilo
y metanol en la preparacion del extracto de corteza de A. lanceifolius Roxb,
donde los valores de toxicidad (CLso) para el extracto de n-hexano, cloroformo y
acetato de etilo fueron 1,0853 pg/mL; 0,1635 pg/mL; 0,3615 pg/mL
respectivamente, permitiendo concluir que los extractos de corteza de A.
lanceifolius Roxb mostraron una fuerte toxicidad caracterizada por un valor CLso

muy pequeno.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

e EIl extracto hidroalcohdlico de A. altilis — corteza a 10 ppm muestra la mayor

tasa de mortalidad de los nauplios.

e El % de mortalidad de nauplios no presenta diferencia estadisticamente

significativa, segun la prueba ANOVA.

e Todos los extractos evaluados presentan una ClLso > 1000 ppm, lo que

indica que no presentan toxicidad aguda ninguno de ellos.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Dado los resultados, sera crucial realizar estudios adicionales in vitro e in

vivo para determinar la toxicidad potencial de la especie A. altilis.

Los componentes quimicos presentes en cada organo de la especie
estudiada, pueden ser relevantes para actividades de tipo antiulcerosa,
antidiabética, alelopatia u otros, razén por la que se debe realizar otras

pruebas farmacoldgicas.

El &rea de investigacion denominado “nanoecotoxicologia” investiga los
efectos de las nanoparticulas en los organismos vivos y sus ecosistemas,
por lo que recomendamos realizar pruebas con larvas de A. franciscana
en este campo, por ser considerado como organismo modelo para

estudiar la ecotoxicidad de algunas particulas.
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ANEXOS
Anexo 1. Constancia de certificacion de la especie vegetal
Centro de Investigacion de

Recursos Naturales
Herbarium Amazonense — AMAZ

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

CONSTANCIA DE DETERMINACION BOTANICA
n.° 026-2023 AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarlum Amazonense (AMAZ) del Centro de Investigacikon de Recursos Naturales
{CIRNA), de 1a Universidad Nacicnal de la Amazonia Peruana.

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botdnica presentada por EMILY JAZMIN VALERA PEREIRA bachiller de 1a Escuela
Profesional de Farmacia y Bioguimica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de 1a Universidad
Nacional de la Amazonia Peruana pertenece al proyecto de tesis de pre grado titulado “TOXICIDAD
AGUDA DEL EXTRACTO ALCOHOLICO E HIDROALCOHOLICO DE HOJAS ¥ CORTEZA DE Arfocarpus
aitilis EN NAUPLIOS DE Artemis franciscand”; ha sido DETERMINADA en este centro de investigacion
y ensefanza Herbarium Amazonense-AMAZ-CIRNA-UNAP, como se indica a continuacitn:

(e ] FAMILIA | eseecie [ AUTOR
04  MORACEAE Artocarpus altitis (Parkinson) Fosberg

Determinador: Ing. Juan Celidonio Rulz Macedo

A los cinco dias del mes de junio del aho dos mil veintitrés, se expide la presente constancia a los

interesados para los fines que se estime comveniente,

Atentamente,

— UNIVERSSOA
Direcciim Pevas/Manay — uitos Perd Pagina 1ded CONSTANCIA n,* 025-2023 LlC ENC]ADA
Apdo. 456 — Email: herbiries. amarcnemes Sunagigutos, edu. pe SESLELN & 7D 11T EE S TD
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Anexo 2. Instrumento de recoleccion de datos

REGISTRO DE DATOS Y RESULTADOS

FECHA:
H. INICIO:
H. TERMINO:

CANTIDAD DE LARVAS INYECTADAS

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

FECHA:

...................... 1° repeticionAl

...................... S1 2° repeticionB1
...................... 10 ppm 3° repeticiénC1
Total

...................... 1° repeticionA2
...................... S2 2° repeticiénB2
...................... 100 ppm 3° repeticiénC2

Total

...................... 1° repeticionA3
...................... S3 2° repeticiénB3
...................... 1000 ppm | 3° repeticiénC3

Total
...................... 1° repeticionA4d
...................... S4 2° repeticiénB4
...................... (Sol. 10 3° repeticionC4
3%)
Total
1° repeticionA5
S5 2° repeticiénB5
400 ppm 3° repeticidonC5
chr207
Total
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Anexo 3. Esquema de dilucién del extracto para el experimento

6 ml de
Extracto

0 >0 D0
aaala
O/ N N R B\

S1 S2 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

Obtencidn de extractos Alcohdlico /

Ensayo con Artemia fronciscano
Hidroalcohdlico P .
4 i h Solubilizar en solucian
Pesar 10 g del material i
i ) cal marina (10 3%)
micropulverizada y _ _
macerar en OH; OH- - -
H10} 7:3 por 7 dias. "
S vy s ™
' []110, 100, 1000 ppm &
Ve ~ incubar guistes de A
franciscano x 48H.
Filtrado y evaporado el \_ y,
solvente con Rotavapor '
a d40°C.

t
Colocar 25 nauplios en

cada tubo de ensayo e

‘ incubar por 24H.

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

Contar nauplios vivos

S ‘ /o muertos.
Determinar CL50 via ‘ h o

analisis Probit
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